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RESUMO: O Sistema Integrado de Producdo Agropecuaria — SIPA pode contribuir para
melhorar a eficiéncia de uso dos recursos disponiveis com a intensificacdo do uso da terra,
desenvolvendo-se num sistema de producgdo sustentdvel. Para tanto, 0 manejo adequado do
nitrogénio é indispensavel, bem como, o entendimento do seu uso, considerando as
diversidades dentro de um sistema. O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a dinamica e
adequacao de doses de nitrogénio, em diferentes sistemas. O primeiro experimento visou
avaliar estratégias de adubacdo nitrogenada em trés épocas diferentes de aplicacdo: na
pastagem consorciada de aveia (Avena sativa L.) e azevém (Lolium multiflorum Lam.), em
pré-semeadura e em cobertura no milho sob diferentes doses de nitrogénio, avaliando as
caracteristicas agrondmicas e o rendimento de grdos de milho (Zea mays, L.), em éarea
pastejada por ovinos, num SIPA. Houve interacdo tripla significativa para as épocas de
aplicagdo de N para a produtividade de gréos de milho. O segundo experimento foi realizado
para comparar a dindmica de fixacdo e transferéncia de nitrogénio em espécies leguminosas
perenes, alfafa (Medicago sativa L.) e trevo-branco (Trifolium repens L.) consorciadas as
gramineas festuca alta (Festuca arundinacea Shreb.) e azevém (Lolium perene L.).
Utilizaram-se dois métodos de avaliacdo: o método da diferenca e 0 método isotdpico com
tracador *°N. Houve diferencas significativas entre as leguminosas quanto & capacidade de
transferéncia de nitrogénio. A alfafa acumulou maior quantidade de biomassa e fixou mais
nitrogénio, porém, transferiu menores quantidades deste. O trevo-branco teve uma maior
proporcdo de raizes finas, com uma baixa relacdo C/N e teor de lignina, resultando numa
rapida liberagdo de nitrogénio.

Palavras-chave: manejo de pastagens, sustentabilidade, sistemas integrados; producdo vegetal.



NITROGEN FERTILIZATION STRATEGIES IN CORN IN INTEGRATED CROP-
LIVESTOCK SYSTEM
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SUMMARY: Integrated Crop-Livestock System - ICLS can contribute to improve the
efficiency of the use of available resources with the intensification of land use, developing a
production system. Thus, the proper management of nitrogen is essential, as well the
understanding of its use, considering the diversity within a system. The aim of this study was
to evaluate the dynamics and adjustment of nitrogen in different systems. The first experiment
aimed to evaluate the nitrogen fertilization strategies in three different times of application: in
consortium oat (Avena sativa L.) and ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) and coverage in
corn (Zea mays L.) under different nitrogen levels, evaluating the agronomic characteristics
and yield of grains of corn in area grazed by sheep, in an ICLS. There was a significant triple
interaction for N application timing for the productivity of corn kernels. The second
experiment was conducted to compare the dynamics of fixation and transfer of nitrogen in
perennial legume species, alfalfa (Medicago sativa L.) and white clover (Trifolium repens L.)
consortium to tall fescue grasses (Festuca arundinacea Shreb.) and ryegrass (Lolium perenne
L.). They used two valuation methods: the method of difference and the isotopic tracer
method with °N. There were significant differences between the pulses as the nitrogen
transfer capability. Alfalfa accumulated higher amount of biomass and fixed more nitrogen,
however, transferred smaller amounts of this. The white clover had a higher proportion of fine

roots, with a low C/N ratio and lignin content, resulting in a fast release nitrogen.

Keywords: pasture management, sustainability, integrated systems; vegetable production.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de producdo agricola, em seus diferentes formatos, surgem como
alternativa viavel para conciliar o aumento da demanda na expansdo da producdo global de
alimentos com a urgente necessidade de uma agricultura sustentavel.

Assim, a associacdo entre lavouras e pastagens, no contexto de producédo integrada de
producdo animal e vegetal, constituem-se em novo paradigma na agropecuaria, fazendo com
que a pesquisa necessite ser executada com interdisciplinaridade e em multiplas escalas no
tempo e no espaco, em todos 0os componentes do sistema solo-planta-atmosfera. Esse fato se
deve as diferentes possibilidades de ocupacao do solo, de tipos de pastagens e de culturas, que
permitem alcancar niveis elevados de produtividade e mitigar os impactos ambientais
negativos, ligados a intensificagdo da agricultura.

Isto ocorre em razdo das pastagens, sobretudo quando pastejadas, permitirem melhor
ciclagem de nutrientes, o que reduz os fluxos de perda para a atmosfera e para a hidrosfera,
além de incrementar a biodiversidade vegetal, animal e microbiana, que participam na
dindmica da matéria organica e mantém a qualidade do solo. Além de seus efeitos positivos
diretos sobre o ambiente e a biodiversidade, as pastagens tém seus efeitos indiretos em
diminuir os impactos ambientais negativos ligados a intensificacdo das culturas anuais com as
quais estdo associadas. Dentre esses efeitos estdo a reducdo de fertilizantes minerais e de risco
de poluicéo associado ao controle das plantas daninhas e a redugdo do uso de herbicidas, ao
controle de pragas e doencas e a reducdo do uso de inseticidas e fungicidas (LEMAIRE et al.,
2015).

Existe ainda, certa resisténcia ao uso da tecnologia, especialmente por parte de
produtores de gréos, entendendo que o animal, no sistema, reduz a produtividade de gréos
devido a compactacdo do solo, a remocdo de nutrientes e a diminui¢do da cobertura vegetal e
matéria organica no solo (CARVALHO et al., 2005). Contudo, recentemente Moraes et al.,
(2013) demonstraram uma tendéncia oposta. Em estudos realizados nas regies subtropicais
brasileiras, a producdo de gréos de culturas cultivadas em sucessdo ou rotacdo com pastagens
sdo mais elevados em comparacdo com as culturas ndo pastejadas, demonstrando que o
pastejo afeta positivamente a producdo de grdos (JANSSEN, 2009; SARTOR et al., 2012;
BALBINOT JUNIOR et al., 2012; SILVA et al., 2012; SILVEIRA et al., 2012). Desse modo,
é possivel afirmar que, para um mesmo nivel de intensificacdo, os impactos ambientais dos
sistemas integrados de producdo agropecudria, pelas interacfes espaciais e temporais entre as

pastagens e as culturas anuais, sejam menores.
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Surge entdo, a necessidade de aprimorar os conhecimentos em relacdo as dindmicas e
consequéncias das relacdes entre os fatores bidticos e abiodticos abrangidos no sistema
integrado de producdo agropecuaria, considerando as peculiaridades de cada ambiente,
interpretando-os de forma conjunta. Observando, no entanto, que sdo sistemas complexos,
devido as inUmeras interacBes espago-temporais que provocam alteracdes constantes nas
caracteristicas e nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo.

Por isso, a compreensdo e 0 manejo dos processos em sistemas integrados de producéo
agropecuaria sdo um desafio, pois se busca o conhecimento dos beneficios na fertilidade do
solo, adubando no sistema, a qual consequentemente refletird na produtividade de pastagens e
gréos.

Neste contexto, este trabalho aborda a adubacdo nitrogenada considerando a
capacidade do solo em produzir enquanto mantém ou incrementa seu papel nas demais
funcbes ecossistémicas, seja na cultura do milho em sistema integrado de produgéo
agropecudria, quanto em pastagens leguminosas consorciadas com gramineas.

Tem-se como objetivo geral avaliar como a dindmica e adequacdo de doses de
nitrogénio, em diferentes sistemas.

E como objetivos especificos, desta pesquisa, sdo:

a) Avaliar como as estratégias de adubagdo nitrogenada quanto as épocas
de aplicacdo e diferentes doses, bem como o uso do nitrogénio podem afetar as
caracteristicas agrondmicas e o rendimento de grdos de milho, em area pastajeda por
ovinos, num sistema integrado de producgdo agropecuaria.

b) Avaliar a dinamica de transferéncia de N entre leguminosas perenes,
bem como as a identificacdo das caracteristicas responsaveis pelas variacdes na

fixacdo e transferéncia de N.
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2. CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os Sistemas Integrados de Producdo Agropecuéria em perspectiva

Integracdo Lavoura-Pecudria (ILP) é a denominagdo coloquial dos Sistemas
Integrados de Producdo Agropecuaria (SIPA), e refere-se a sistemas de producdo que
planejam associacBes de cultivos agricolas e producdo animal com vistas a explorar
sinergismos e propriedades emergentes decorrentes deste conceito de produgédo (CARVALHO
etal., 2014).

A integracdo da agricultura com a pecudria, como atividade voltada a producdo de
alimentos, remete aos primordios da civilizacdo humana no periodo Neolitico (CARVALHO
et al., 2007). Apesar de ndo ser novidade, o sistema integrado de producdo agropecudria esta
em voga, pois se faz 0 uso desse sistema sob os pilares da agricultura conservacionista. O
plantio direto e sua exigéncia em cobertura do solo, aliado a diversidade de rotacdes mais o
efeito do pastejo, interagem de forma sinérgica aportando, ao SIPA, novas propriedades.

O resultado final, em nivel de sistema, é maior que a soma das contribui¢cGes das
tecnologias individuais; um sinergismo que resulta em beneficios econémicos e ambientais,
producdo de alimentos seguros e sustentabilidade na producdo. Nesse sentido, a percep¢éo
vigente é a de se tratar de raro sistema de producdo, onde o dilema producdo versus
conservacao tem solucdo compativel com as atuais demandas da sociedade (ANGHINONI et
al., 2011).

O governo brasileiro reconhece o potencial do SIPA, quanto a capacidade de conciliar
a intensificacdo com sustentabilidade e se comprometeu em reduzir entre 36,1 e 38,9% as
emissdes nacionais de COj-equivalente até 2020. Uma das iniciativas nesse sentido é o
fomento a adocdo do SIPA no Brasil, cuja contribuicdo estimada na reducdo de CO.-
equivalente estaria entre 18 a 22 milhdes de toneladas pelo comprometimento em incrementar
pelo menos quatro milhdes de hectares as areas operando neste tipo de sistema (ANGHINONI
etal., 2011).

Ha estimativas de que o0s sistemas integrados estejam presentes em 2,5 bilhdes de ha e
sejam responsaveis por metade da producéo global de alimentos (HERRERO at al., 2010;
BELL e MOORE, 2012). A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
reconhece o potencial dos sistemas integrados como via sustentavel para se atingir objetivo de
alimentar nove bilhGes de pessoas em 2050. Segundo a FAO (2010), esses sistemas sdo

capazes de incrementar a resiliéncia ambiental pelo aumento da diversidade biologica e pela
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efetiva e eficiente ciclagem de nutrientes, que acarreta melhoria da qualidade do solo, além de
prover servigos ecossistémicos e contribuir para a adaptacdo e mitigacdo as mudancas
climéticas.

A FAO (2010) também enumera como beneficios a melhoria dos processos de
producéo, incluindo o aproveitamento de méo de obra, a resiliéncia a fatores econdmicos e a
diminuicdo do risco. E sob perspectiva sociocultural, ressalta-se que os sistemas integrados
permitem, aos produtores, atingir aspiracdes sociais e almejar dindmica social equanime
(particularmente para mulheres e jovens), promovendo seguranga alimentar enquanto sejam
sistemas que se ajustam aos anseios atuais dos consumidores quanto a qualidade dos produtos
e dos processos de producao.

Em face as diferentes condicdes climaticas, econbémicas e sociais de cada regido,
complexas combinacdes podem ser desenvolvidas de acordo com a natureza dos
componentes, 0s objetivos da producdo e as culturas agricolas envolvidas, bem como de
acordo com as escalas espaciais nas quais a integracdo ocorre (CARVALHO et al., 2010;
SALTON et al., 2014).

O que se tem buscado neste sistema de producdo € conciliar a maxima produtividade
animal e de grdos dentro de um mesmo ano. Para tanto, é necessario utilizar culturas
adaptadas a regido, que favorecam a producao integrada e que sejam economicamente viaveis.
Na regido subtropical do Brasil, foram adotaram técnicas como rotacdo de culturas anuais de
verdo (milho, soja, feijdo) e de inverno (trigo, aveia, azevém) em plantio direto, o que
qualificou o SIPA como uma alternativa de otimizacdo da area (CARVALHO et al., 2007),
embora os dados da CONAB (2012) apresentem cerca de 8,8 dos 13,3 milhdes de hectares
disponiveis para uso permaneceram em pousio ou subutilizados no periodo hibernal.

Durante a estacdo fria na regido sul do Brasil, os estabelecimentos agricolas
geralmente utilizam gramineas de clima temperado como fonte de alimento na criacdo
ruminantes ou para manejo de cobertura do solo, destacando-se entre essas espécies 0 azevém
(Lolium multiflorum Lam.) e aveia (Avena sativa L.) (OLIVEIRA et al., 2014).

A aveia proporciona alta producdo de massa seca e qualidade da forragem, resisténcia
ao pisoteio e baixo custo de producdo (MACARI et al., 2006). A aveia proporciona
precocidade e o azevém qualidade, prolongando o periodo de utilizacdo. As aveias
proporcionam pastejo mais cedo, porém com término nos meses de agosto/setembro. O
azevem, embora mais lento na sua formacdo, permite utilizacdo mais prolongada em relagéo

as aveias, com pastejo até outubro/novembro. Com base nestas caracteristicas, a utilizacdo das


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/BovinoCorte/BovinoCorteRegiaoSudoesteRioGrandeSul/glossario.htm#aveia
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/BovinoCorte/BovinoCorteRegiaoSudoesteRioGrandeSul/glossario.htm#azevem
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misturas de espécies forrageiras possibilita um maior tempo de utilizacdo das pastagens, uma
vez que os picos de producdo de massa seca sdo obtidos em épocas distintas para as diferentes
espeécies forrageiras utilizadas (SANDINI, 2009).

J& no verdo, de acordo com Alvarenga et al., (2006) a cultura do milho (Zea mays L.)
se destaca no contexto de SIPA devido as inumeras aplicacfes que esse cereal possui, quer
seja na alimentacdo humana ou animal.

Na regido Centro-Sul do Parana, a cultura do milho é semeada, preferencialmente, em
setembro/outubro com colheita em fevereiro/marco. O milho sendo uma graminea possui
relacdo C/N superior as leguminosas, sendo 112:1 para palhada de milho e 32:1 para palhada
de feijdo, por exemplo (KIEHL, 1985). Dessa forma, sua palhada possui uma velocidade de
decomposicdo mais lenta, permanecendo sobre a superficie do solo por um periodo mais
longo, protegendo este das condi¢cbes ambientais, como a erosdo hidrica, que ocasiona
reducdo da sua capacidade produtiva.

O sucesso da producdo vegetal e animal no SIPA sdo dependentes do manejo
adequado da fertilizacdo do solo (FLORES et al., 2008), melhoramento genético vegetal e
animal, bem como, a quantificacdo da carga animal ajustada a pastagem que antecede a
lavoura. Segundo Carvalho et al., (2005) alta carga animal e, consequentemente, pastagem
com baixa massa de forragem, é um dos principais entraves ao sucesso do SIPA. Para tanto, 0
manejo adequado da fertilizacao das pastagens é essencial.

Moraes et al., (2012) relatam que sdo escassos os trabalhos focando a adubagdo do
sistema, bem como a conceituacdo desta forma de adubacdo. De forma geral, sdo necessarias
mais pesquisas voltadas a ambientes onde existam a presenca de plantas herbaceas, arboreas e
animais.

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes exigidos em maior quantidade pelo milho, as
doses, épocas e métodos de aplicacdo dos fertilizantes nitrogenados nesta cultura sdo
amplamente estudados em sistemas exclusivamente agricolas, sobretudo em sistema de
semeadura direta, sendo poucos os estudos em SIPA. Como os fertilizantes nitrogenados
apresentam elevado custo, sdo necessarias estratégias que possibilitem uma melhor eficiéncia
da utilizacdo do N. Assim, o milho como cultura sucessora a pastagem ocupada por ovinos de
corte, tendo a aplicacdo de N no inverno, poderia proporcionar alta produtividade animal e
vegetal, bem como a adigéo de resteva com alta relagdo C/N possibilitaria a manutencdo do

sistema integrado a médio e longo prazo.
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2.2. Estratégias de uso do nitrogénio na cultura do milho

O N é o nutriente que proporciona os maiores efeitos nos componentes do rendimento
e na produtividade do milho, influenciando diversas caracteristicas do crescimento e
desenvolvimento (COBUCCI, 1991). Assim, uma das principais ferramentas no manejo da
lavoura para obter altas produtividades € o uso de elevadas doses de fertilizantes
nitrogenados. Porém, apenas uma parte do N mineral aplicado é absorvido pelas plantas. O
restante € perdido do sistema solo-planta-atmosfera por processos de lixiviacdo, volatilizacao,
erosédo e desnitrificagdo, tendo ainda uma fracdo que permanece no solo na forma organica
(VARGAS, 2010).

A natureza complexa das transformacgdes do N no solo pode provocar assincronia entre
a disponibilidade do nutriente no solo e a demanda pelas culturas. Dessa forma, a aplicacao de
N via fertilizantes minerais proporciona eficiéncia global em torno de 50 %, sendo o restante
perdido ou imobilizado temporariamente na biomassa microbiana do solo (BAYER e
FONTOURA, 2006).

A ureia é o fertilizante nitrogenado mais usado no Brasil por apresentar boa
combinacéo entre eficiéncia agrondmica e preco em relacdo aos demais adubos nitrogenados
(ERNANI, 2008). No entanto, o uso de ureia como fonte de N pode ocasionar elevadas perdas
do nutriente, principalmente se aplicada em cobertura sem incorporacdo. A permanéncia dos
residuos culturais na superficie do solo no sistema de plantio direto pode promover uma
barreira para o contato do fertilizante com o solo, promovendo perdas de N por volatilizacéo
de amonia (BAYER e FONTOURA, 2006).

O milho, no sistema plantio direto, frequentemente é cultivado apods cereais de
inverno. Durante a decomposicdo de residuos culturais, pode ocorrer imobilizacdo de
nitrogénio e limitacdo do desenvolvimento da cultura. Para obter rendimentos elevados de
milho, é necessario aplicar fertilizante nitrogenado, pois os solos, em geral, ndo suprem a
demanda da cultura em termos de N nos diversos estadios de desenvolvimento da planta. A
época de aplicacdo de N pode variar, sendo comum a aplicacdo, na semeadura, de parte do N
recomendado, e o restante em cobertura, quando as plantas apresentam de 4 a 8 folhas
(ESCOSTEGUY et al., 1997).

A aplicacdo de N em uma Unica época (em pré-semeadura ou na semeadura) pode
resultar em acumulo de N-NO3; no solo nos estadios iniciais de desenvolvimento de milho
(BASSO e CERETTA, 2000), pois a demanda total da planta é pequena na fase inicial de

desenvolvimento. Ja& no periodo usual de aplicacdo de N em cobertura (4 a 8 folhas) a
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absorcdo de N pelas plantas € mais intensa. A aplicacdo, antes ou no momento da semeadura,
de todo o N recomendado para a cultura de milho, tem como principal objetivo aumentar a
disponibilidade de N nos estadios iniciais de desenvolvimento da cultura e, assim, reduzir o
efeito da imobilizagdo de N pelos microrganismos do solo ao decomporem residuos culturais
de alta relacéo C/N.

A eficiéncia da aplicacdo de N previamente a semeadura do milho foi estudada por
diversos autores (SA, 1996; DA ROS et al., 1999; PAULETTI e COSTA, 2000; CERETTA et
al., 2002). Todos verificaram pouca diferenca entre as épocas de aplica¢do de N. No trabalho
realizado por Pottker e Wiethdlter (2004), os autores observaram que a aplicacdo de N em
pré-semeadura proporcionou rendimento de milho estatisticamente semelhante as aplicagdes
efetuadas na semeadura e em cobertura.

Embora muitas pesquisas procurassem avaliar a necessidade ou ndo da adubacéo
nitrogenada na cultura do milho em sequencia da pastagem adubada, pouco se concluiu sobre
as reais condices quimicas do solo ap6s o ciclo da pastagem e a influencia dessas condicGes
sobre a cultura seguinte, sobretudo, em uma éarea de SIPA. Por estes fatos, torna-se
interessante a avaliacdo do uso do nitrogénio em diferentes épocas de aplicacdo, objetivando o

rendimento de milho, bem como a dindmica do nitrogénio em pastagens.

2.3. O nitrogénio na agricultura e a importancia para a produtividade das plantas

O nitrogénio (N) é o componente mais abundante na atmosfera, encontrando-se numa
forma combinada (N) que as plantas ndo s&o capazes de utilizar. Nos sistemas terrestres, € 0
elemento quimico mais limitante para o crescimento vegetal, segundo Vitousek e Farrington
(1997). As plantas requerem nitrogénio em quantidade superior a qualquer outro nutriente
mineral, e a disponibilidade deste nutriente geralmemte limita a produtividade das plantas em
muitos ecossistemas naturais e agricolas (EPSTEIM e BLOOM, 2005).

O N é um dos principais bioelementos, constituindo os aminoacidos e acidos nucleicos
e outras moléculas de plantas. Em particular, as leguminosas forrageiras tém um elevado teor
de proteinas (14-29 % em alfafa) (MAURIES, 2003). As leguminosas foram usadas em
rotaces ou associadas a gramineas na agricultura tradicional, desde os tempos antigos, por
causa de sua capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico. No entanto, a disponibilidade de N
sintético relativamente barato no mundo industrializado durante o século XX levou a uma

diminuigdo da sua utilizagdo. Na verdade, o uso excessivo de fertilizantes resultaram em uma
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"cascata de N", ou seja, vazamentos de nitrogénio para 0 meio ambiente, causando diversos
efeitos adversos sobre os ecossistemas e a saide humana (SUTTON e VAN GRINSVEN,
2011).

Atualmente, a reintroducdo de leguminosas e o0 uso da Fixacdo Biologica de
Nitrogénio (FBN) como uma fonte de N parece ser uma ferramenta que pode ajudar a reduzir
0 custo de producéo e tambeém a preservar 0 ambiente.

A disponibilidade de N é depois de deficiéncia hidrica e as condi¢fes climaticas, o
principal fator limitante do crescimento das plantas. O fornecimento suficiente de N é de
suma importancia para o metabolismo da planta, e a adigdo de N aumenta a eficiéncia da
fotossintese (SUTTON e VAN GRINSVEN, 2011). Em sistemas agricolas, em parte do
sistema solo-planta, 0 N é acumulado na safra e removidos na colheita. Por conseguinte,
guantidades consideraveis de N necessitam serem fornecidas para atingir o rendimento
maximo (LEA e MOROT-GAUDRY, 2001).

As principais fontes de N reativo na agricultura sdo fertilizantes sintéticos, FBN e
adubo organico (estrume animal). Em termos quantitativos, fertilizantes sintéticos produzidos
por meio do processo de Haber-Bosch € a forma mais consumida de N. No ano 2000, cerca de
100 megatonelas de fertilizantes industriais foram utilizados no mundo. Na verdade, o uso de
fertilizantes sintéticos é grande responsavel pelo aumento da producgdo agricola mundial, que
ocorreu durante o século 20. Estercos de gado sdo também uma importante fonte de N para a
agricultura. Estima-se que 140 milhdes de toneladas de N foram produzidos no mundo no ano
2000 (SUTTON e VAN GRINSVEN, 2011).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio € a terceira fonte de N mais utilizada na agricultura.
A FBN foi recentemente estimada em torno de 40-60 megatonelas de N por ano no mundo
(SUTTON e VAN GRINSVEN, 2011). A fixacdo bioldgica de nitrogénio é um processo
natural de reducdo de diazoto molecular (N,) em amonia (NHs), realizada por uma série de
espécies de bactérias chamadas diazotrofos, gracas a sua enzima nitrogenase, que catalisa a

reacao:

N2+3H2—)2NH3

Assim, 0 N,, é convertido para uma forma que pode ser utilizada por sistemas
biolégicos (LEA e MOROT-GAUDRY, 2001). Os organismos fixadores de N, abrangem
formas de vida livre, associacBes simbidticas com plantas, autétrofos e heterdtrofos.

Diazotrofos simbidticos incluem uma série de géneros da Rhizobiaceae (por exemplo
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Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium), que formam simbioses com as
leguminosas. O Rhizobium provoca sobre as raizes do hospedeiro (leguminosa) a formacéo de
nodulos, que sdo 6rgdos especializados os quais contém as bactérias fixadoras de N,. Essa
interagdo simbidtica é altamente especifica. Um determinado rizobio s6 forma nédulos em um
namero restrito de espécies. A fixacdo simbidtica de N, em leguminosas é responsavel por
grandes contribuices da fixacdo de N em sistemas de cultivo. Particularmente, as
leguminosas forrageiras sdo responsaveis por uma fixacdo em um intervalo de 50-250 kg N
ha por ano (UNKOVICH et al., 2008), com um valor médio de 180 kg N ha™ para alfafa
(LOUARN et al., 2010).

2.4. Estudo do fracionamento isotdpico de nitrogénio aplicado a gramineas e
leguminosas

Os estudos sobre composic¢do isotdpica de nitrogénio em solo e planta sdo importantes
para identificar diferencas nos processos de ciclagem biogeoquimica deste elemento em
ecossistemas. De acordo com Ceretta e Girotto (2011) uma das grandes duvidas em relacdo a
adubacdo nitrogenada é quanto realmente as plantas absorvem de fontes minerais ou
orgénicas de N. Esse problema pode ser solucionado com o uso da técnica isotopica de N
marcado, que utiliza isotopos estaveis de N (**N) como tracador, cujo fluxo de passagem e os
sitios de residéncia podem ser identificados.

Os is6topos sdo formas do mesmo elemento quimico que diferem no numero de
neutrons. A medida que pertencem ao mesmo elemento, que tem o mesmo niimero de protons
(ndmero atbmico Z). O numero de neutrons (N) afeta o numero total de nucleos que
determina o nimero de massa (A=Z+N). O numero de massa identifica cada is6topo. Alguns
is6topos sdo radioativos, eles ttm um nucleo instavel que se desintegra emitindo radiacdo
espontaneamente, enquanto outros, chamados de is6topos estaveis, ndo sdo objeto de
decadéncia e ndo sdo radioativos.

Os isOtopos nitrogénio-14, nitrogénio-15 e nitrogénio-16 sdo trés isdtopos do elemento
nitrogénio com massa atdmica 14, 15 e 16, respectivamente. **N e *°N s&o is6topos estaveis
de nitrogénio, enquanto o resto sdo radiaotivos. O **N mais leve, é naturalmente, muito mais

abundante do que N constituindo 99,63% do nitrogénio natural (Figura 1).
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Figura 1. Os is6topos de nitrogénio.

Entradas de N sdo necessarias para substituir o N perdido ou removido, a fim de
manter a produtividade em sistemas agricolas. Os principais métodos de quantificagdo podem
ser classificados em métodos diretos ou indiretos sobre as abordagens de medicao de fixacao
de No.

Os métodos diretos (incorporacdo de >N, ensaio de reducdo de acetileno e método
evolucéo de hidrogénio) fornecem uma medida direta da atividade da nitrogenase e, portanto,
as taxas instantaneas de fixagdes de N, absolutas. No entanto, elas ndo podem ser usadas no
campo para obter a quantidade de N, fixada ao longo de um ano. A maioria dos métodos
indiretos se baseiam na separacdo de N na planta para a fracdo feita a partir do solo e a fragédo
derivada da atmosfera e requerem a utilizacdo de plantas nao fixadoras de N como controle.
Isto implica na limitacdo de selecdo de plantas com uma taxa de absor¢do de N semelhante a
de leguminosas, que é dada principalmente pelo seu enraizamento, morfologia e
profundidade.

A diferenca de N-total do sistema solo-planta € um método indireto que se baseia na
medicdo da diferenca de N total entre plantas fixadoras de N e plantas ndo-fixadoras de N.
Isto porque as diferengas entre teores de N sdo geralmente pequenas e precisam serem
medidas ao longo de vérios anos para uma quantificacdo precisa. Finalmente, técnicas
isotopicas de N baseiam-se no fato de que as diferentes fontes de N para uma leguminosa
(do solo e do ar) exibem diferentes abundancias isotdpicas. Isso torna possivel calcular a
fixacdo de N,, comparando a composicdo de *°N de uma planta fixadora de N, com uma
planta ndo- fixadora de N, (que s6 usa o N do solo) e uma planta fixadora de N mas sem
fornecimento de N no solo (SHEARER e KOHL, 1986; UNKOVICH et al, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Célculo de Ndfa % (porcentagem de plantas com N derivado N,
atmosférico). Conforme a Figura 2, trés individuos sdo necessarios para o céalculo de Ndfa %.
Uma associacdo entre leguminosa e Rhizobium que utiliza uma combinacdo de N do solo e N,
atmosférico terd uma composicdo “°N situada entre o N do solo e o N do ar. A contribuic&o
proporcional da FBN para fixacdo do N em leguminosa pode ser calculada a partir da
abundancia de *°N da leguminosa, isso se as abundancias de °N de solo disponiveis para as
plantas e N, atmosférico sejam conhecidos. Na prética, a composicdo de N de plantas de
referéncia é utilizada em vez da abundancia de **N do pool de N no solo. Da mesma forma, &
>N de N, atmosférico é substituido pelo & *°N de uma leguminosa nodulada crescendo em um
meio livre de N mineral, tdo completamente dependentes de fixacdo de N,. Plantas de
referéncia refletem bem a composicao isotopica do solo, como eles parecem nado discriminar
entre N e N durante a assimilacdo do N mineral. O uso de plantas de referéncia é
conveniente, por vérias razdes: (1) a composicdo do & *°N do N total do solo é dominado por
formas estaveis de N e ndo é um guia confiavel para & °N da planta com N mineral disponivel
(principalmente NO3- e NH,4+), (2) a abundéancia do solo é tecnicamente mais dificil de medir
(3) representam as variacdes temporais 5'°N, bem como fracionamento isotépicos dentro
transformacfes do solo. Por outro lado, plantas de referéncia devem ser totalmente
dependentes de N mineral do solo, usando os mesmos pools de N do solo nas concentragoes
de °N idénticos (crescendo no mesmo local) e ter profundidade de enraizamento semelhante,
padréo de absorcéo de N e crescimento como a planta fixadora de No.
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2.4.1. Técnicas isotopicas de °N e método abundancia natural de N.

A ocorréncia natural do istopo menor (*°N) em relacéo ao total de isétopos de longa
duracdo do elemento (**N) dada em unidades de Atom% *°N ou & N é chamada de
abundancia isotopica de >N ou abundancia natural de *N.

As composigdes de isdtopos estaveis de materiais naturais sdo usados como tracadores
para a compreensdo dos pontos de origem de um elemento em um processo ou em um ciclo
no ambiente (FRY, 2006). Quanto aos estudos de fixacdo de N,, os isotopos de N servem
para identificar a fonte de N na planta: o N, fixa a partir da atmosfera ou N é assimilado a
partir do solo.

Técnicas isotopicas de quantificacio da fixacdo de N, (*°N), baseiam-se no principio
de que, se as concentragdes de >N da planta, o N disponivel do solo e N, atmosférico sdo
conhecidos a composicdo N da planta é medida, sendo assim, é possivel calcular a
percentagem de N derivado da atmosfera (% Ndfa) da planta N (Figura 4). De um modo geral,
o N mineral do solo é ligeiramente enriquecido em *°N em comparacdo com o ambiente, no
entanto esta diferenca é muito pequena.

O método de diluicdo isotdpica de °N consiste em enriquecer o solo artificialmente
pela adicdo de fertilizantes marcados com *°N para fazer esta diferenca maior. O método da
abundancia natural de N usa diretamente a diferenca natural que ocorre entre o solo e as
concentracdes de N atmosfera para distinguir a origem do N da leguminosa (BERGENSEN
e TURNER, 1983; SHEARER e KOHL, 1986).

A principal limitagdo do método abundancia natural N é que a diferenca de
abundancia de >N de plantas fixadoras de N, e plantas de referéncia ndo fixadoras de N, é
muito pequena, normalmente inferior a 10 %o. Essa diferenga tem um impacto direto sobre as
estimativas Ndfa % (Figura 4): quanto maior a diferenca, maior sera a precisdo do Ndfa %. Se
a diferenca é < 2 %o, o método °N néo pode ser utilizado. Em particular, a variabilidade de

>N de dois parametros deve ser menor do que a diferenca entre eles.

2.4.2. Fracionamento isotopico de °N

O fracionamento isotdpico € um fendbmeno onde as concentracfes isotopicas dos
reagentes e produtos difere progressivamente como uma transformacdo ocorre devido as

ligeiramente diferentes propriedades fisicas dos is6topos. Devido as suas grandes massas,
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isotopos mais pesados tendem a ter taxas mais baixas de difusdo e baixas constantes de
equilibrio para uma reacdo. Os is6topos podem apresentar um comportamento quimico quase
idéntico sobre as propriedades quimicas, uma vez que estes sdo determinados pela estrutura
eletrbnica, e os is6topos podem compartilnar o nimero de proétons e elétrons. O fator de
fracionamento isotdpico § expressa a magnitude do efeito isotopico cinético.

Discriminacdo isotépica entre “*N e N esta envolvida em transformacées dentro do
ciclo N. Estes problemas conduzem a pequenas variaces 5 °N, cuja magnitude é importante
no contexto do método & “°N. Particularmente, a variabilidade da abundéancia de **N dos
brotos da leguminosa (valor B) tem impacto sobre a preciséo nas estimativas de % Ndfa. O
valor B parece mudar em funcgdo de espécies de leguminosas e potencialmente com estirpes
de rizébios (STEELE et al., 1983.), Assim um novo valor "B" deve ser calculado para cada
associacdo leguminosa-rizobio. Além disso, dado o declinio progressivo da abundancia de
>N na parte aérea (UNKOVICH et al., 1994) (Figura 3), as leguminosas devem ser colhidas
no mesmo estagio de crescimento para calcular o valor "B", que nada mais é que a abundancia
isotopica de *°N dos 6rgéos acima do solo de uma leguminosa de crescimento completamente

dependente de fixacdo de N,.
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Figura 3. Mudancas dinamicas na abundancia de 5'°N de parte aérea de plantas sem
fornecimento de N do solo (B) durante crescimento em (a) fava e (b) de grdo de bico
(UNKOVICH et. al., 1994.).
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Além disso, quase todas as transformac6es do solo envolvem fracionamento isotdpico
em um ponto diferente. A nitrificacdo e desnitrificacdo sdo de grande importancia com fatores
isotopicos de fracionamento de = 1,035 e 1,02, respectivamente (MARIOTTI et al., 1982).

O primeiro passo do processo de nitrificacio (NH," a NO,) leva 0 °N do NO3
empobrecido. Da mesma forma, as emissdes de N,O e de N, durante a desnitrificacdo sao
esgotadas em *°N, o que resulta no enriquecimento de NOs no solo. Como **N de derivados
de N no solo é medida em planta ndo fixadora de N, apds o N foi assimilado, esses processos
podem ser considerados como ja realizados. Discriminagdes isotdpicas também ocorrem in
vivo durante a assimilacdo, bactérias fixadoras de N, e metabolismo e transporte de N. A
principal forma de N inorgéanico assimilado pelas raizes das plantas é o nitrato (NO3) e
amonio (NH4+). O nitrato é transportado para o cloroplasto, onde € reduzida em nitrato
redutase - redutase de nitrito de amoniaco. Aménio assimilado por bactérias simbioticas é
transportado para dentro das células hospedeiras por transportadoras. Nos cloroplastos, de
amoniaco a partir de diferentes origens é substrato da sintetase de glutamina e glutamina - 2 -
oxoglutarato aminotransferase (GOGA) (EVANS, 2001).

Em plantas superiores, o fracionamento isotdpico associado com reducdo de NOs-
geralmente ndo é expresso, porque todo o NO3- tomado pela planta é assimilado e pode ser
considerado como nula (f = 1,00025). O N, fixado mostra um pequeno efeito isétopo (f =
1,009 para Medicago sativa L.) (KYEI-BOAHEN et al., 2002). Quanto as transformactes
metabolicas internas, as principais discriminacfes isotopicas tém sido observadas durante a
reacdo GOGAT, que produz glutamato empobrecido em N, deixando também glutaminas
enriquecidas com N, a principal fonte priméria de aminoacidos (WERNER e SCHMIDT,
2002). Discriminacbes também foram relatadas em reacdes de transaminacdo, tornando
aminoacidos geralmente enriquecidos com N (HARE et al., 1991) e em biossintese de
clorofila, originério de plantas C3 esgotadas em >N (CHIKARAISH] et al., 2005) .

Fracionamentos isotopicos in vivo podem traduzir em diferencas de 5°N entre os
6rgdos da planta. Apesar da quantidade de 5*°N de plantas inteiras é normalmente préximo do
5N do N, atmosférico (0 %o), o §"°N dos nédulos é muitas vezes positiva (TJEPKEMA et al.,
2000). Caules e raizes sd@o os mais empobrecidos (SHEARER e KOHL, 1986) porque, na
pratica apenas a parte aérea é colhida e analisada, a 5'°N da parte aérea de leguminosas, que
sd0 totalmente dependentes de fixacdo do Ny, chamado valor B, este é usado em vez do §°N
do ar em célculos de % Ndfa. Usando B garante que os tecidos amostrados de plantas

fixadoras de N, e plantas de referéncia desviar em 5°N a partir da planta inteira com a
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mesma intensidade. Para ndo tomar em conta o fracionamento dentro do legume conduz a
estimativas mais elevadas de Ndfa% e o impacto torna-se importante quanto maior for a %
Ndfa (BODDEY et al., 2000).
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Figura 4. As unidades de abundancia isotdpica. A abundancia de is6topos estaveis de
N s&o expressos em termos de % de 4tomos >N ou °N. Atomo % *°N é a percentagem do
isétopo >N menor em relacéo ao total de N. A unidade & "N é frequentemente utilizada para
ilustrar a diferenca em abundancia >N entre um composto e um padr&o em partes por mil. A
composicdo atmosférica N, (AIR-N;) € o maior pool de N no meio ambiente (4% do
nitrogénio total terra) e é o padrdo de referéncia internacional para medi¢cdes de isdtopos de
nitrogénio. Assim, os valores de & N descrevem o desvio de uma amostra em relagdo a
composicdo isotépica de N, atmosférico, com um atomo de °N% de 0,3663%. Padrdes
isotépicos é atribuido o valor 0; 8 *°N de N, atmosférico é de 0 %o.

Os orgdos de uma planta suportam uma grande variacdo no teor de N. Estudar a
composicdo isotdpica dos 6rgaos (*°N), é determinante para saber a sua concentragdo de N,
bem como a natureza das biomoléculas contendo N presentes neles. Uma vez que se conforma
principalmente, proteinas estruturais e enziméticas, um elevado teor de N é normalmente
associado com os tecidos metabolicamente ativos, tais como meristemas e células
fotossintéticos. Folhas ativas requerem quantidades considerdveis de proteinas, enzimas e
pigmentos. Em contraste, os tecidos do caule estruturais tém pouco conteudo de proteinas e,
por conseguinte, uma baixa % de N (LEA e MOROT-GAUDRY, 2001) .

Por outro lado, a % N na planta também muda durante o crescimento, diminuindo com
a colheita da biomassa (LEMAIRE e GASTAL, 1997). Isto acontece devido ao aumento de
proporcao tecidos do caule (diminuicdo da relacdo folha/colmo), bem como a uma diminuicéo
em % de N na fragdo de haste. Notavelmente, o 5°N da parte aérea de leguminosas,
dependendo de fixagdo do N para o crescimento diminui com o N acumulado, mostrando um
padrdo semelhante ao da curva de diluicdo % N durante o desenvolvimento (Figura 5). Isto
poderia sugerir que a diferenca de 5°N com o crescimento da planta também pode ser

explicada como uma funcgéo do taxa de tecido (por exemplo, relacéo folha/colmo).
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Figura 5. Mudangas no contetdo de N de alfafa em funcdo do acimulo de matéria
seca acima do solo durante a rebrota em condi¢es irrigadas ou de sequeiro. (LEMAIRE e
ALLIRAND, 1993).

Dada a importancia a nutricdo das plantas, bem como, no caso do Brasil, a
dependéncia de importacGes, a sua capacidade de armazenar no solo como N total muito mais
que N mineral, faz com que o N seja um elemento que se constituira sempre no objeto de
muitas pesquisas no Brasil e em outros paises, como a Franca. Em SIPA ou em diferentes
sistemas de producdo usuais, o uso eficiente do N visando a producdo de alimentos e a

qualidade do ambiente é o que responde a sustentabilidade.
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3. CAPITULO 2 - ESTRATEGIAS DE ADUBACAO NITROGENADA NA
CULTURA DO MILHO EM SISTEMA INTEGRADO DE PRODUCAO
AGROPECUARIA

EDINA CRISTIANE PEREIRA LOPES', ANIBAL DE MORAES', CLAUDETE
REISDORFER LANG" e ITACIR ELOI SANDINI? EDILSON BATISTA DE OLIVEIRA®

UFPR, Curitiba, PR, Brasil, edinacplopes@gmail.com, amoraes@ufpr.br, langc@ufpr.br,
UNICENTRO,Guarapuava, PR, Brasil, isandini@hotmail.com, EMBRAPA, Colombo, PR,

Brasil, edilson.oliveira@embrapa.br

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo doses de N em trés
épocas diferentes: em cobertura na pastagem de inverno; em pré-semeadura e em cobertura no
milho, sobre a produtividade do milho, em um Sistema Integrado de Producdo Agropecuaria.
O experimento foi realizado em Guarapuava-PR, em delineamento de blocos casualizados
com parcelas subsubdivididas. A parcela principal consistiu dos tratamentos 0; 75; 150 e 225
kg ha™ de N, aplicadas na pastagem de Avena sativa L., consorciada com Lolium multiflorum
Lam., na subparcela foram os tratamentos 0 e 75 kg ha™ de N na pastagem em pré-semeadura
do milho e na subsubparcela os tratamentos 0; 75; 150; 225 e 300 kg ha™ de N na cultura do
milho, correspondendo aos fatores Inverno (1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS),
respectivamente. As variaveis analisadas foram a produtividade de grdos e componentes de
rendimento do milho. A produtividade foi significativa para a interacdo (1), (V) e (PS). A
menor produtividade constatada foi de 4.176 kg ha™ de gréos, sem aplicagdo de N. Com 75 kg
ha™ de N em pré-semeadura, a produtividade de grdos de milho foi de 7.148 kg ha™, obtendo
um incremento de 71,16% em comparacdo a produtividade sem nenhuma aplicacdo
nitrogenada. Com aplicacéo de 75 kg ha™ de N em pré-semeadura, mais 150 ou 225 kg ha™ de

N no inverno, ndo se faz necessaria a aplicacdo de N no verdo.

Palavras-chave: Produtividade; componentes de rendimento; teor de N foliar; clorofila.
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NITROGEN FERTILIZATION STRATEGIES IN CORN IN INTEGRATED
CROP-LIVESTOCK SYSTEM

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of applying N rates at
three different times : in coverage in winter pasture ; in pre-sowing and coverage corn on corn
yield in an Integrated Crop-Livestock System. The experiment was conducted in Guarapuava-
PR, in a randomized block design with split plots. The main plot treatments consisted of 0;
75; 150 and 225 kg ha™* N applied in the pasture of Avena sativa L., intercropped with Lolium
multiflorum Lam., in the subplot treatments were 0 and 75 kg ha™ N in the pasture in pre-
sowing corn and subsubparcela treatments 0; 75; 150; 225 and 300 kg ha™ of N in corn,
corresponding to factors Winter (1), Summer (V) and Pre-sowing (PS), respectively. The
variables analyzed were grain yield and corn yield components. The yield was significant for
the interaction (1), (V) and (PS). The lowest observed productivity was 4.176 kg ha™ of grain
without the application of N with 75 kg ha™ N in pre-sowing, productivity of corn grains was
7.148 kg ha™, obtaining an increase of 71.16% compared to productivity without nitrogen
application. With application of 75 kg ha™ N in pre-sowing, another 150 or 225 kg N ha™ in
winter, the application of N is not necessary in the summer.

Keywords: Productivity; yield components; leaf nitrogen content; chlorophyll.

3.1. Introducéo

O Sistema Integrado de Producdo Agropecuaria (SIPA) (Carvalho et al., 2014) é
reconhecido como alternativa para intensificacdo sustentavel (FAO, 2010), com interacfes
positivas entre culturas e animais, promovendo ciclagem de nutrientes e melhoria do solo
(Salton et al., 2014), além de proporcionar alta viabilidade econémica (Balbinot Junior et al.,
2009), desde que tenha manejo adequado da adubacéo nitrogenada (N).

Embora a maior apreensdo dos agricultores seja a ideia de que pastoreio em sucessdo
ou rotagdo com culturas agricolas poderia comprometer o rendimento de grdos, Moraes et al.,
(2013) demonstraram uma tendéncia oposta. Em estudos realizados nas regides subtropicais
brasileiras, a producdo de gréos de culturas cultivadas em sucessdo ou rotacdo com pastagens
sdo mais elevados em comparacdo com as culturas ndo pastejadas, demonstrando que o

pastoreio afeta positivamente a produgéo de gréos (Janssen, 2009; Sartor et al., 2012; Balbinot
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Junior et al., 2012; Silva et al., 2012; Silveira et al., 2012), sobretudo, quando o pastejo é
associado ao efeito residual do N (Assmann et al., 2003; Novakowiski et al., 2011).

O N, depois da agua, tem sido considerado o principal fator limitante a producdo de
biomassa nos ecossistemas (Lemaire, 1997). Exerce importante funcdo nos processos
bioquimicos da planta, sendo constituinte de proteinas, enzimas, coenzimas, &cidos nucleicos,
fitocromos e clorofila (Taiz e Zeiger, 2009). Portanto, o suprimento inadequado deste
nutriente € considerado um dos principais fatores limitantes ao rendimento de gréos do milho,
pois caracteriza-se como 0 mais exigido em quantidade, e ainda possui recomendacgdes de
adubacdo complexas (Gomes et al., 2007; Fornasieri Filho, 2007).

A disponibilidade de N no solo, para a cultura do milho, € controlada basicamente pela
decomposicdo da matéria organica e por adubacdes nitrogenadas, sendo que, quando sdo
utilizadas culturas com baixa relacdo C:N na matéria seca, em rotagdo ou sucessao, aliado ao
manejo de incorporacao dos restos culturais, a decomposicéo e a mineralizacdo é mais rapida e a
ciclagem do N ocorre em curto espago de tempo (Pavinato et al., 2008).

Um dos aspectos mais discutidos no manejo da adubacdo nitrogenada na cultura de
milho é a época de aplicacdo de N e a quantidade a ser aplicada. No que se refere a adubacéo
antecipada (em pré-semeadura do milho) ap6s o manejo da cultura de inverno, o N aplicado
deve ser imobilizado de forma temporaria pela biomassa microbiana, e, posteriormente,
disponibilizada, em parte, nos estadios de maior demanda de N pelo milho. Por sua vez, o N
aplicado em cobertura, promove acumulo de teores totais de nitrogénio na camada superficial,
0 que modifica os processos de imobilizacdo, mineralizacdo, lixiviacdo e desnitrificacdo
(Silva et al., 2005), principalmente em areas onde o uso desse sistema ja esteja consolidado
(Gomes et al., 2007), podendo reduzir a disponibilidade de N (S&, 1996).

Entender a melhor época de aplicacdo do nitrogénio quando se trabalha com sistema
de producdo, visando permitir a reducdo das doses de N aplicadas em cobertura, sem
comprometimento da produtividade. Considerando tal hipoteses, conduziu-se este trabalho
com o objetivo de avaliar a eficiéncia do N e a produtividade de grdos, em funcdo de doses
crescentes aplicadas na pastagem no inverno, em pré-semeadura do milho e em cobertura na
cultura do milho, em &rea pastejada por ovinos num Sistema Integrado de Producéo

Agropecuaria.



36

3.2. Material e Métodos

O trabalho foi conduzido em um experimento de longa duracéo implantado em 2006,
no Campus CEDETEG da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO) no
municipio de Guarapuava-PR. As avaliacOes foram realizadas na safra 2011/2012. O solo é
classificado como Latossolo Bruno distroférrico tipico (EMBRAPA, 2006), apresentando na
profundidade de 0 a 20 cm, as seguintes caracteristicas quimicas: pH em CaCl,: 4,8; matéria
organica: 44,9 g dm; fésforo (P): 3,0 mg dm™; potassio (K*): 0,54 cmol. dm™; célcio (Ca*"):
3,02 cmol. dm™®; magnésio (Mg®"): 2,73 cmol, dm™; aluminio (AI*"): 0,0 cmol, dm™; H+AI:
4,0 cmol; dm®; CTC: 10,38 cmol, dm, V%: 60,4%.

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo Cfb (Maak, 1968). A
precipitacdo anual varia de 1400 a 1800 mm e os meses de abril e maio sdo 0S mais secos
(IAPAR, 1994). Na Figura 1 observa-se o0 extrato do balanco hidrico de abril de 2011 a abril
de 2012, sendo apresentado por decéndio.

A area experimental era cultivada com culturas anuais para producdo de grdos, em
semeadura direta, desde o ano de 2003. Em 2006, iniciou-se um projeto de SIPA em que,
durante o periodo de inverno, a area experimental é ocupada por ovinos, em pastagem
consorciada de aveia e azevém, e, no verdo, com cultivo de milho e feijdo em anos
intercalados. O método de pastoreio utilizado foi o continuo, sendo mantida uma altura de
pasto de 14 cm, com a técnica do controle da altura do pasto usando lotacdes variaveis, put-
and-take (Mott e Lucas, 1952).

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados em parcelas subsubdivididas,
num esquema fatorial 4x2x5, com trés repeticbes. Nas parcelas principais, com 0,2 ha cada,
foi isolada do pastoreio uma area de 96 mz2, a qual constituiu a area sem pastejo, e o restante
da parcela em pastejo. Somente as areas com pastejo foram avaliadas. Nas parcelas principais
foram aplicados quatro tratamentos em cobertura com doses N na forma de ureia a 45% de N,
sendo: 0; 75; 150; 225 kg ha™ de N aplicados na pastagem no inverno, considerado como
fator Inverno (1). Nas subparcelas foi aplicado 0; 75 kg ha™ de N no final do ciclo das
pastagem, imediatamente ap6s a retirada dos animais da area e 16 dias antes da semeadura do
milho, sendo o fator Pré-semeadura (PS) e nas subsubparcelas aplicaram-se 0; 75; 150; 225;
300 kg ha' de N em cobertura no milho correspondendo ao fator Verdo (V). A unidade
experimental na subsubparcela apresentava uma area de 17,6 m? total (4 linhas x 0,8 m x 5,5

m).
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A pastagem foi implantada em 30 de maio de 2011, em sistema de semeadura direta,
com mistura de 40 e 60 kg ha™ de sementes de azevém (Lolium multiflorum Lam.) e aveia,
(Avena sativa L.) respectivamente, com espacamento de 0,17 m entre linhas, tendo como
cultura antecessora o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Na adubacgéo de base utilizou-se 0 kg
ha? de N, 40 kg ha™ de P,Os e 40 kg ha™ de K,0, sendo as respectivas fontes o super fosfato
triplo e o cloreto de potéassio.

Em 30 de junho, no inicio do perfilhamento das plantas de aveia e azevém, foi
efetuada em aplicacdo Unica, a adubacdo nitrogenada em cobertura, correspondendo aos
tratamentos de Inverno.

O pastejo dos ovinos foi iniciado no dia 08/08/2011 e finalizado no dia 17/10/2011,
guando se retiraram 0s animais da area. Nesta data, foi estimada a quantidade de fitomassa no
residuo da pastagem e logo ap6s foi realizada a aplicacio nitrogenada, de 0 e 75 kg ha™ de N,
correspondendo aos tratamentos Pré-semeadura. Realizou-se, entdo, a dessecacdo da
pastagem com herbicida glyphosate (900 g i.a. ha™) em 200L ha™ de calda, 15 dias antes da
semeadura.

A semeadura do hibrido de milho 30F53RR foi realizada no dia 01 de novembro, em
semeadura direta sem adubacdo nitrogenada na semeadura, ou seja, de base. A emergéncia
das plantulas ocorreu oito dias apds a semeadura. A unidade experimental constitui-se de
quatro linhas de semeadura com 5 m de comprimento, sendo a area Util para avaliacao de 8,8
m2 (2 linhas centrais x 0,8 m x 5,5 m).

Para a adubacgdo de verdo, o fésforo e o potassio foram aplicados a lanco, antes da
semeadura, nas dosagens de 100 kg ha™ de P,Os e 100 kg ha™ de K0, sendo as fontes o super
fosfato triplo (45% de P,Os) e cloreto de potassio (60% de K,0), respectivamente.

O N, em conformidade com os tratamentos de Verdo, foi aplicado em dose Unica em
cobertura, em estagio V4 do milho. Sendo a fonte utilizada a ureia a 45% de N.

Efetuou-se o controle das plantas pela aplicacio de atrazina (3.500 g ha™), mais 6leo
mineral (0,5 L ha™), em pds-emergéncia. N&o foi efetuado controle de pragas e doencas. O
ajuste da populacdo foi realizado por meio de desbaste das plantas, em estadio V2 de
desenvolvimento, contudo, fez-se a contagem antes da colheita do nimero de plantas na area
util da parcela de forma a verificar se ndo houve morte de plantas posteriormente ao desbaste.
A populacdo média final foi estimada em 75.191 plantas ha™.

Foram determinadas a campo, o teor relativo de clorofila total (TRC) utilizando as

folhas-bandeira, ou seja, a primeira abaixo da espiga, em florescimento pleno. A
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determinacdo do teor relativo de clorofila foi realizada com medidor portatil modelo
Clorofilog CFL 1030 — Falker, denominado clorofilometro, em valores SPAD (Soil Plant
Analysis Devlopment). As leituras no medidor de clorofila, duas por folha, foram realizadas
em pontos situados na metade a dois tergos do comprimento da folha amostrada, a partir da
base, e a dois centimetros de uma das margens da folha, utilizando 10 folhas por parcela.
Apobs a leitura, as folhas foram arrancadas para determinacdo do teor de N foliar (TN), através
da concentracio de N-NH4", pelo método espectrofotométrica-azul-de-indofenol
(EMBRAPA, 2009), em laboratoério.

A produtividade graos de milho (PG) foi determinada em area util de 8 m2 (2 linhas x
0,8 x 5m) e, depois da correcdo de umidade para 14%, o valor foi convertido para kg ha™,
sendo a colheita de milho efetuada em 14/04/2012. Para avaliacdo do namero de fileiras (FI),
grdos por fileira (GF) e grdos por espiga (GE), foram utilizadas dez espigas colhidas em
sequéncia da segunda linha central de cada parcela, que apds analisadas foram incorporadas
ao peso da parcela. A massa de mil grdos (MMG) foi estimada a partir da pesagem de 300
gréos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e avaliados pelo Teste F e as méedias
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Empregou-se para analise dos
dados o programa estatistico SANEST. O célculo da maxima eficiéncia técnica (valor de X da
variavel independente para o qual Y (varidvel dependente) é maximo) para cada variavel foi
realizado de acordo com metodologia descrita em Storck et al. (2000), por meio da seguinte
férmula: X = -b;/2b,. Em que: X = ponto da méaxima eficiéncia técnica; b; e b, = coeficientes

da equacéo.

3.3. Resultados e Discussao

Observa-se na Figura 1 que houve deficiéncia hidrica no final de janeiro e inicio de
fevereiro, a qual coincidiu com o periodo critico da cultura do milho, que vai do pendoamento
ao inicio do enchimento de grdos (Matzenauer, 1994; Bergamaschi et al., 2004) em que 0
deéficit hidrico tem maior impacto sobre o rendimento de grdos de milho quando ocorre no
florescimento (Bergamaschi et al., 2006). Para este trabalho, o periodo de déficit hidrico ndo
afetou o rendimento dos graos.

Na Tabela 1, sdo apresentados os quadrados médios das variaveis analisadas e suas

interacOes. Conforme pode ser verificada na mesma, houve interagdo entre os fatores Inverno
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(1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS), para a produtividade de grdos (PG). Para numero de
fileiras por espiga (FI) e numero de gréos por espiga (GE) ndo se observou efeitos dos
tratamentos e nem das interagdes. O numero de graos por fileira (GF) apresentou resposta
positiva para os fatores Inverno (I), Verao (V) e para a interacdo Pré-semeadura x Inverno (PS
x 1). A massa de mil grdos (MMG) sofreu influéncia dos fatores Inverno (1), Veréo (V) e da
interacdo Pré-semeadura X Inverno (I). O teor de N na folha (TN) apresentou significancia
para os fatores Inverno (1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS). Para o teor relativo de clorofila
(TRC), verificou-se resposta positiva para os fatores Verao (V), Pré-semeadura (PS) e para a
interacdo Pré-semeadura x Verdo (PS x V).

Os tratamentos de inverno tiveram efeito sobre o residuo de fitomassa seca acumulada
de pastagem, apresentando resposta linear, indicando que o pasto sofreu influencia da
aplicacdo de N (Figura 2). As maximas produtividades foram de 1,784; 2,290; 2,403 e 2,517
kg ha, para as doses 0; 75; 150 e 225 kg ha™ de N, respectivamente. Observou-se que para
cada quilo de N aplicado por hectare ocorreu um ganho de 3,08 kg ha™ da fitomassa seca da
pastagem. Houve, entdo, um incremento de 41,09% na fitomassa do pasto com a dose maxima
de N aplicada em relacdo a ndo adubada. Verificou-se que, apds 109 dias da aplicacdo de N
no Inverno, este continuou a influenciar na produtividade de fitomassa seca, indicando efeito
positivo da aplicacdo nitrogenada, pela quantidade de fitomassa seca existente.

A produtividade de grdos de milho (PG) na interacdo entre os fatores Inverno (1),
Verdo (V) e Pré-semeadura (PS), com zero de N kg ha™ em pré-semeadura é apresentada nas
Figuras 3A e 3B. Observa-se na Figura 3A que houve resposta linear para a dose 0 kg ha™ de
N no inverno. A menor produtividade constatada foi de 4,176 kg ha™, para esta dose. Vale
salientar que toda a area do presente trabalho foi pastejada por ovinos, entdo, o nitrogénio foi
oriundo dos excrementos dos animais. Considera-se essa méedia de produtividade proxima a
média brasileira da safra 2011/2012 que foi de 4.799 kg ha™ (CONAB, 2012). Outro fator a
considerar é a matéria organica, que neste trabalho foi de 44,9 g dm™. Essa produtividade
evidencia a elevada disponibilidade de N no solo. Bayer e Fontoura (2006) atestaram o bom
potencial no rendimento de milho em um solo com alto teor de matéria organica, obtendo
rendimento de 5 t ha™ em sucessdo & aveia-preta, sem aplicacdo nitrogenada.

Entdo, quando o N néo foi aplicado, ou seja, dose 0 kg ha® de N no verdo, foi
observada diferenca significativa. Contudo, conforme as doses de N eram aplicadas no Veréo
(V), as diferengas ndo foram significativas para a produtividade grdos de milho, frente as

doses 75; 150 e 225 kg ha™* de N no Inverno (1). Isso evidencia que néo houve efeito residual
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do N aplicado na pastagem sobre a cultura do milho. Este resultado difere de outros autores
(Assmann et al., 2003; Novakowiski et al., 2011, Sandini et al., 2011). Com essas aplicacdes
de N no inverno a produtividade foi de 7.248; 8.017 e 11.965 kg ha™ de grdos de milho,
respectivamente, correspondendo a 73,56; 91,98 e 186,52% de incremento em relacdo a area
que ndo recebeu fertilizante nitrogenado em nenhuma época de aplicacdo, que teve, entdo, a
menor produtividade que foi de 4.176 kg ha™.

A produtividade de grdos de milho (PG) foi afetada com resposta quadratica para a
interacdo Inverno (1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS), como observada na Figura 3B.
Constatou-se efeito das doses de N aplicadas em cobertura na cultura do milho para as doses
de N aplicadas na pastagem, mostrando que, houve resposta significativa para as doses 0; 75 e
150 kg ha™ de N aplicadas no inverno, indicando que para essas doses foram necessarias
aplicacdes nitrogenadas na cultura do milho. Com isso, as aplicacdes de 261; 222 e 211 kg ha”
! de N verdo, seriam obtidas as méaximas produtividades de milho de 13.402; 13.007 e 13.311
kg ha™* de grios de milho para as doses 0; 75; 150 kg ha™* de N no inverno, respectivamente.
Respostas similares foram obtidas por Sandini et al., (2011), com a diferenca de que estes
autores obtiveram significancia também para a dose 225 kg ha™* de N no inverno.

As parcelas que receberam 225 kg ha™ de N no Inverno (1) néo responderam a adicéo
de N no milho (V), em média, apresentaram elevadas produtividades de grdos de milho
(12.338 kg ha*), comprovando, neste caso, que grande parte do N aplicado no inverno estava
disponivel para o cultivo posterior e, consequentemente, ndo necessitaria de adubacdes
nitrogenadas, conforme Assmann, et al., (2003). Tais resultados sdo semelhantes aos obtidos
por Novakowiski et al., (2011), onde os autores verificaram que com aplicacéo de 150 kg ha™
de N no inverno na pastagem nado se teve resposta da adubacdo nitrogenada na cultura do
milho subsequente, decorrente do fato de que grande parte do N aplicado no inverno estava
disponivel para o cultivo posterior e, consequentemente, ndo necessitou de adubacbes
nitrogenadas. Silveira et al., (2012), verificaram efeito residual do N aplicado na pastagem
sobre a cultura do milho em SIPA, onde este sistema possibilitou a reciclagem e
disponibilizacdo de nitrogénio sendo que o pastoreio favoreceu a ciclagem mais rapida do N,
estimulando a absorc¢éo pelas plantas.

Ainda quanto a produtividade de grdos de milho (PG), a interagcdo entre os fatores
Inverno (1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS), agora com 75 de N kg ha™ em pré-semeadura
(PS), é apresentada nas Figuras 3C e 3D. Das doses de N aplicadas de verao frente as doses de

inverno, foi verificada significancia para a dose 0 de N kg ha™, obtendo-se resposta linear
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com nivel de significancia de 1% (Figura 3C). Mostrou-se, entdo, que houve incremento na
produtividade de gréos de milho com a aplicacdo nitrogenada em pré-semeadura (PS). Assim,
com aplicacdo de 75 kg ha™* de N em pré-semeadura (PS), com zero kg ha™ de N no Inverno e
no Verdo, a produtividade de grdos foi de 7.148 kg ha™, obtendo um incremento de 71,16%
em comparagdo a produtividade sem nenhuma aplicagdo nitrogenada, em nenhuma época,
quando se obteve 4.176 kg ha™ de gréos. Isto mostra que o rendimento de grdos de milho é
influenciado pela disponibilidade de nitrogénio.

As diferencas ndo foram significativas para a produtividade grdos de milho, frente as
doses 75; 150 e 225 kg ha™ de N no Inverno (1), evidenciando mais uma vez, que néo houve
efeito residual do N aplicado na pastagem sobre a cultura do milho, nem mesmo quando
houve aplicacdo nitrogenada em pré-semeadura. Provavelmente, a ocorréncia desse fato se
deve as altas e consecutivas aplicacBes nitrogenadas. Esses resultados concordam com o
trabalho desenvolvido por Fernandes et al. (2005), que, estudando a eficiéncia de uso de N em
cultivares de milho, utilizando doses de 0 a 180 kg ha™ de N, relataram que os aproveitamentos de
N decresceram com a elevacdo das doses aplicadas, em razdo de o suprimento de nitrogénio
exceder as necessidades da cultura do milho. Essa diminuicdo é oriunda de provaveis perdas de
amonia e perdas de nitrato por lixiviacdo apds o processo de nitrificacdo, que aumentam com a
dose aplicada, e esse aumento pode ser linear ou exponencial.

A maior produtividade obtida foi sem a aplicacdo de N em pré-semeadura (PS), sem
aplicacdo no inverno e com 300 kg ha™ de N no verdo (V), obtendo-se 13,406 kg ha™ de gréos
(Figura 3A). Quando se utilizou a aplicacdo de 75 kg ha™ de N em pré-semeadura (PS),
porém, sem nitrogénio no inverno (1) e com 300 kg ha™ de N no verdo (V), foi constatada a
produtividade de 12.771 kg ha™ de grdos (Figura 3C). Isso representa 4,74% a menos de
incremento em produtividade de grdos. E essa diminuicdo no rendimento é devido ao aumento
das doses de N, com as quais a eficiéncia do uso do nitrogénio diminuiu.

Ja na Figura 3D, foi verificada significancia, obtendo-se resposta linear com nivel de
significancia de 1 e 5%, para as doses 0 e 75 kg ha™* de N, respectivamente. Constatou-se 0s
efeitos dessas doses de Verdo (V) sobre as doses de Inverno (I), demonstrando que,
dependendo da quantidade de N utilizado no inverno, associada a aplica¢do nitrogenada em
pré-semeadura, faz-se necessaria aplicacfes nitrogenadas na cultura do milho. Com excecao
das doses 150 e 225 kg ha™ de N no Inverno (1), as quais revelam que a utilizacio de 75 kg
ha™ de N em pré-semeadura, sdo validas para ndo precisar realizar aplicacdes nitrogenadas no
verdo, quando utilizadas altas doses de N no inverno, correspondendo a produtividade de
11.837 e 11.913 kg ha™ de gréos de milho.
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Quanto aos componentes de rendimento, para o numero de grdos por fileira (GF) sdo
apresentadas respostas significativas para os fatores Inverno (1), Verdo (V) e para a interacao
Pré-semeadura x Inverno (PS x 1), como se observam nas Figuras 4 A, B e C. Para o fator
Inverno (I), o nimero de grédos apresentou resposta quadratica. O mesmo aconteceu quando o
N foi aplicado em cobertura no milho (V). Para a interacdo Pré-semeadura x Inverno (PS x 1),
notou-se a comportamento quadratico e significativo para a dose 0 kg ha™ de N em Pré-
semeadura sobre o Inverno, sendo ndo significativo quando adicionado 75 kg ha™ de N em
Pré-semeadura.

A massa de mil grdos (MMG) também sofreu influéncia dos fatores Inverno (1), Verdo
(V) e da interacdo Pré-semeadura x Inverno (I) (Figuras 5 A, B e C). Para todos, observou-se
comportamento quadratico e significativo, indicando que a massa de mil grdos (MMG) foi
influenciada positivamente pela aplicacdo nitrogenada. Outros autores (Sangoi et al., 2007 ;
Lang et al., 2011; Melo et al., 2011) descreveram o efeito pela adubagao nitrogenada sobre 0s
componentes da producdo de milho, salientando que o N é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Além de que doses mais altas de N mantém as folhas
fisiologicamente ativas por mais tempo, prolongando a duracdo do periodo de enchimento de
gréos e favorecendo a producéo de graos mais pesados (Silva et al., 2005).

Os teores de N na folha (TN) apresentou significancia para os fatores Inverno (I), com
resposta linear, conforme o aumento da aplicacdo nitrogenada na pastagem. Fernandes e
Buzetti (2005), Gomes et al. (2007) e Mota et al., (2015), também observaram elevacao linear
no teor de N das folhas em resposta ao incremento de doses de N no milho. Para o Veréo (V),
a resposta foi quadrética, corroborando com Melo et al. (2011). Para a Pré-semeadura (PS),
ndo foi possivel realizar o grafico, porém, o Teste de Tukey indicou que houve diferenca para
as médias 39,37 e 41,2 g kg-, para as doses 0 e 75 kg ha™* de N, respectivamente. Isso indica
que a aplicacdo nitrogenada em Pré-semeadura (PS) contribuiu para o acréscimo das
concentracOes de N-NH,". (Figuras 6 A e B). As médias dos teores de N foliar para o Inverno
(1), Verdo (V) e Pré-semeadura (PS), foram respectivamente, 40,28; 40,29 e 40,28 g kg ha™.
Os resultados sdo semelhantes aos de Pariz et al., (2011) em que adubacdo nitrogenada na
pastagem influenciou o teor de N foliar da cultura do milho em sucessao.

No que se referem aos teores relativos de clorofilas totais (TRC), verificou-se
significancia para os fatores Verdo (V), Pré-semeadura (PS) e para a interagdo Pré-semeadura
x Verdo (PS x V). Pela Figura 7 A onde esta representada a leitura (em unidades SPAD) da

clorofila total das folhas de milho, em fungdo das doses de N aplicado no Inverno (I)
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observou-se comportamento linear para clorofila total, indicando que houve resposta ao efeito
residual do nitrogénio na cultura do milho, quando aplicado na pastagem de inverno.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mota et al., (2015) que também observou
incremento linear do TRC nas folhas de milho em resposta a elevacéo das doses.

Para a Pré-semeadura (PS), ndo se apresenta o grafico, mas, o Teste de Tukey mostrou
que houve diferenca para as médias 54,06 e 55,16, para as doses 0 e 75 kg ha® de N,
respectivamente. Na Figura 7B, observou-se resposta quadratica para a interacdo Pré-
semeadura (PS) x Verdo (V), com aumento do teor relativo de clorofila nas folhas de milho
pela aplicacdo de 75 kg ha™* de N em Pré-semeadura (PS), correspondendo & média de 55,2
para este tratamento e de 54,1 para a dose zero de N em Pré-semeadura (PS). Segundo Rocha
et al., (2005) o teor relativo de clorofila pode ser usado como um indicador de niveis de
nitrogénio na planta, além de proporcionar uma boa correlacdo com o rendimento de algumas
culturas, como no caso a cultura do milho (Rambo et al., 2007).

Assim como observada Figura 7B, a dose de 225 kg ha™ de N no Veréo (V) com 75
kg ha™ de N em Pré-semeadura (PS), apresentou o maior incremento na formacéo de clorofila
nas folhas de milho, com 56,2 (unidades SPAD) sendo que a partir desta dose houve
diminuicdo da formacdo da clorofila, indicando que a planta ndo respondeu a altas doses de N.
O aumento do teor de clorofila observados na clorofila total (unidades SPAD) corrobora com
0s apresentados por Pariz et al., (2011). No entanto, o menor indice de clorofila total (49,8)
verificado na auséncia de aplicacdo de N na pastagem, foi semelhante aos verificados por
Rambo et al., (2007) e Pariz et al., (2011).

Observou-se, entdo, que houve efeito significativo de N sobre o teor de N na folha e
sobre 0 TRC na folha-indice. Esse efeito da aplicacdo nitrogenada sobre ambas indica que as
quantidades de N absorvidas pela planta até o florescimento foram diferentes para as épocas
de aplicacdo testadas no trabalho.

Fez-se a analise de correlagdo simples (r) entre as varidveis: teor de N foliar (TN) e
teor relativo de clorofila na folha (TRC), com a produtividade de grdos de milho, pois, foram
significativos para os diferentes tratamentos aplicados no Inverno (1), Pré-semeadura (PS) e
Verdo (V). Evidenciou-se que a produtividade de gréos (PG) correlacionou-se positivamente
com os teores de clorofila total (TRC) para os fatores acima citados, apresentando r = 0,93; 1
e 0,93, respectivamente. Foi apresentada também alta correlacdo entre a varidvel
produtividade e N foliar: r = 0,97; 1 e 0,99. As leituras do clorofildbmetro referentes aos teores

de clorofila total correlacionaram-se positivamente com o teor de N na folha (r = 0,94; 1 e
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0,91), sendo superiores aos resultados obtidos por Argenta et al., (2004), os quais obtiveram
correlacdo entre a leitura do clorofilometro e o teor de N na folha (r = 0,59). Jordéo et al.
(2010) e Netto (2012), também constataram alta correlacdo entre o teor de N foliar e a leitura
do indice TRC foliar medida pelo clorofildmetro. Eles atribuiram essa correlagdo ao fato de
que mais de 50 % do N presente nas folhas faz parte das moléculas de clorofila.

Com esses resultados afirmar-se que a dinamica do nitrogénio em uma area de SIPA,
consequentemente, a eficiéncia de uso desse elemento pela cultura do milho, é dependente da

quantidade e época de aplicacdo do fertilizante.
3.4. Conclusoes

A pastagem de inverno adubada com 150 ou 225 kg ha™ de N, e mais 75 kg ha™ de N
em pré-semeadura, ndo se faz necessaria a aplicacdo de N em cobertura na cultura do milho,
pois apresentou uma produtividade de 11,837 e 11,913 kg ha™ de grdos de milho,

respectivamente.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia indicando os fatores de variacéo, graus de liberdade
(GL), quadrados médios e significancia (F) para as varidveis avaliadas na cultura do milho.
Guarapuava, PR, 2012.

QM
FV GL
PG Fl GF GE MMG TN TRC
Bloco 2 3571956 "™ 0,07"™  9,72" 157672"™ 632,08 37,39™ 20,70™
I 3 24235949*  0,35™  41,39*  115193"™ 2203,53" 330,38**  27,47"™
Residuo (a) 6 2553156 0,23 11,07 161586 602,62"™ 20,43 22,87
CV a (%) 4,49 0,91 3,38 22,59 2,30 3,54 2,76
Parcelas 11
\% 4 49819229** 0,25 26,04 11710™  6546,38**  602,54**  66,24**
VXl 12 14556700**  0,28™ 11,16™  123102™ 883,00™ 25,34™ 8,54™
Residuo (b) 32 2632647 0,24 9,52 158539 772,32 24,41 6,34
CV b (%) 10,19 2,10 7,01 50,05 5,83 8,65 3,26
Subparcelas 59
PS 1 12256250**  0,15™ 556™  163540™ 36,89 82,28* 39,61*
PSxV 4 9299371**  0,37™ 19,12™ 210111™ 999,77 33,82™ 18,85*
PS x| 3 7127574**  0,25™  35,26*  215303™  2922,79** 18,08™ 3,10™
PSxVxl 12 6260789** 053" 10,73™ 203787™ 748,90™ 21,08™ 4,92"™
Residuo (c) 40 1288860 0,25 9,37 163188 581,57 18,50 5,69
CV ¢ (%) 10,08 3,02 9,83 71,81 7,16 10,65 4,36
Total 119
Média 11254 16,73 31,13 562,50 336,51 40,37 54,64

FV — Fontes de variagcdo; CV - Coeficiente de variacdo; Inverno (I); Verdo (V); Pré-semeadura (PS);
Produtividade de grios (PG) (kg ha™); Numero de fileiras (F1); Nimero de gréos por fileira (GF); Ntimero de
grdos por espiga (GE); Massa de mil grdos (MMG) (g); Teor de N (TN) (g kg™); Teor relativo de clorofila total
(TRC) (valor SPAD). ns — ndo significativo; * p<0.05; ** p<0.01 de probabilidade pelo Teste F.
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4. CAPITULO 3 - The amounts and dynamics of nitrogen transfer to grasses
differ in alfalfa and white clover-based grass-legume mixtures as a result of rooting
strategies and rhizodeposit quality
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Abstract

Aims Differences in the ability to fix and transfer N
have been shown between perennial legume species.
However, the traits responsible for such variations are
largely to be identified. This study aimed at comparing
the dynamics of N transfer from alfalfa and white clover
and test whether their differences resulted from differ-
ence in fixation, legume proportion, population dynam-
ics or tissue composition.

Methods A three-year field experiment and a green-
house experiment were carried out. Nitrogen fixation
and transfer were assessed troughlsN dilution and
difference methods.

Results Both experiments confirmed significant dif-
ferences between legumes regarding N transfer
capacity. Although alfalfa cumulated twice as
much biomass and fixed nitrogen, it transferred
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smaller amounts of N (59 versus 147 kg N.ha*
over three years in the field) under a delayed
dynamic. The amounts of nitrogen transferred were
related to recent decreases in legume population
density. Moreover, root tissue composition dif-
fered; white clover had a higher proportion of fine
roots with a lower C/N and lignin content. This
resulted in more rapid N release from the severed
roots of clover.

Conclusions The traits controlling plant persistency,
root material turnover and residue quality may better
explain N transfer dynamics than overall legume pro-
duction and fixation.

Keywords Grass-legume mixture . Forage legumes .
Nitrogen transfer . Nitrogen fixation . Residue quality .
Population dynamics

B. Mary
INRA, UPR Agrolmpact, Site de Laon, Péle du Griffon,
F02000 Barenton-Bugny, France

A.<S. Voisin
INRA, UMR 1347 Agroécologie,
BP 86510, F21000 Dijon, France

P. C. de Faccio Carvalho
Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil

@ Springer


http://dx.doi.org/10.1007/s11104-014-2354-8

Author's personal copy

Plant Soil

Introduction

The intensive use of artificial N fertilisers has greatly
improved crop and forage production during the past
century, but at the expense of considerable negative
impacts resulting from greater losses of reactive nitrogen
to the environment (Galloway et al. 2003; Jensen and
Schjoerring 2011; Erisman et al. 2013). Crop and forage
legumes fix up to 24-45 million tonnes (24-45 Tg)
atmospheric nitrogen each year (Herridge et al. 2008),
less than one third of annual N fertiliser inputs worldwide
(Gruber and Galloway 2008). Increasing the contribution
of biological nitrogen fixation by legumes to agricultural
N inputs is currently central to different strategies to
mitigate the environmental impacts of agriculture
(Altieri 1999; Hopkins and Wilkins 2006; Lithourgidis
et al. 2011; Gaba et al. 2015). A more widespread use of
legume crops would indeed contribute to re-coupling the
carbon and nitrogen cycles in agro-ecosystems and would
enhance soil N pools, while increasing N use efficiency at
the level of rotations (Drinkwater et al. 1998; Dabney
et al. 2001; Peoples et al. 2009). However, the fate of
legume N is still poorly characterised in many systems,
including temporary grasslands. For instance, there is still
a lack of quantitative benchmarks to make informed
choices between different legume species, cultivars or
management options (Shapp et al. 2005; Louarn et al.
2010; Ehrmann and Ritz 2014).

In production systems based on temporary grass-
lands, the inclusion of forage legumes in the rotation,
or in a mixture with grasses, has long been recognized as
a means of reducing the use of N fertilisers (Walker et al.
1954; Simpson 1965). Legumes contribute directly
through their residues, and indirectly through the min-
eralization of soil N pools that have built up during the
grassland phase, to the increase in N yield that is ob-
served with subsequent crops in the rotation
(Rasmussen et al. 2012). In addition, mixed legumes
can lead to a more efficient use of soil N (Corre-Hellou
et al. 2006; Bedoussac and Justes 2010a) and the signif-
icant release of fixed N during the grassland phase
(Fustec et al. 2010), which also results in an improved
N yield of the mixed grass and of the overall mixture
(Nyfeler et al. 2011; Finn et al. 2013).

However, the net amounts of N transferred from field-
grown legumes to associated grasses are highly variable.
They can range from null or barely significant (mixtures
of annuals; e.g. Walker et al. 1954) to the highest reported
levels of 75-110 kg N.ha *.y * (e.g. Elgersma and
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Hassink 1997; Hggh-Jensen and Schjoerring 2000).
The first reason for variations in N transfer has generally
been attributed to the considerable variability in atmo-
spheric N inputs into these systems. Since most of the
legume N in mixtures is derived from atmospheric fixa-
tion (Ledgard and Steele 1992; Carlsson and Huss-Danell
2003; Hagh-Jensen et al. 2004), the biomass of mixed
legumes and the proportion grass and legume have main-
ly been proposed to explain differences between sites,
species or cultivars (Ta and Faris 1987a; Heichel and
Henjum 1991; Schipanski and Drinkwater 2012). An
age effect has also been identified consistently in several
studies, with N transfer generally increasing in older
stands (Burity et al. 1989; Mallarino et al. 1990).

Apart from this direct quantitative effect of fixed N,
few insights have been gained from these numerous
experiments regarding the reasons for specific and geno-
typic differences in N transfer capacity in the field, and
the plant traits that might affect it. Yet significant differ-
ences between species have been established among
clovers regarding the relationship between legume bio-
mass and nitrogen transfer to companion grasses, sug-
gesting a more efficient N transfer in white clover-based
mixtures (Mallarino et al. 1990). Differences in N transfer
pathways have also been hypothesized. However, al-
though the exudation of ammonium and soluble com-
pounds from the roots (Ta et al. 1986; Brophy and
Heichel 1989; Paynel and Cliquet 2003; Lesuffleur
et al. 2013) or N transfer through a mycorrhizal myceli-
um (Bethlenfalvay et al. 1991) may occur, their signifi-
cance under field conditions still needs to be confirmed.
More commonly, the senescence of roots and nodules has
been reported as the principal N transfer pathway in the
absence of grazing animals (Marriot and Haystead 1993;
Dubach and Russelle 1994; Fustec et al. 2010).
Unfortunately, reports on N allocation to roots and spe-
cies variations in root traits and composition are scarce in
forage legumes (Fort 2013), particularly in the context of
long-term field experiments.

Recent papers focused on the fate of root residues
have demonstrated that root chemical composition, rath-
er than root morphological characteristics, drive their
decomposition rate and potential N release (Aulen et al.
2012; Birouste et al. 2012). In legumes, specific differ-
ences in N release from dead nodules have been shown
to be influenced by the forms of N present in these
nodules (Wardle and Greenfield 1991). By comparing
the residual N effect of contrasting grass-legume mix-
tures at the rotation level, Rasmussen et al. (2012)
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showed that N yield and root biomass accumulation in
the temporary grassland phase did not necessarily lead
to a stronger residual N effect on the subsequent cereal.
The choice of legume species markedly affected both
the N input in the production system and the dynamics
of fixed N release. As a consequence, although a white
clover-based mixture yielded less than half the N fixed
by alfalfa-based mixtures, it had similar impacts on
barley N nutrition the next spring. The form or quality
of residues could be as important as fixed N amounts in
benefiting subsequent or associated crops.

In the present study, we used the results of a long-
term field experiment and a greenhouse experiment to
compare the amounts of fixed N and the dynamics of its
transfer to companion grasses in alfalfa and white
clover-based mixtures, two forage legumes contrasting
in their growth potential and root morphogenesis (tap-
root versus fasciculated nodal roots, Forde et al. 1989).
The objectives were to assess the differential effects of
the two species i) on grass growth and nitrogen status,
and ii) on the dynamics and efficiency of legume N
transfer. Dry matter yield, nitrogen fixation and accu-
mulation, plant population dynamics, root traits and root
composition were characterised in order to test whether
the overall fixation or quantitative/qualitative aspects of
legume residues better explained the N-transfer patterns
observed in mixed grasses in the field.

Materials and methods
Plant materials

Two experiments were carried out at the INRA
Lusignan research station, France (46.26 N, 0.11E), to
assess the impacts of contrasting forage legumes on the
growth and N acquisition of grasses in grass-legume
mixtures. Both experiments used the same species and
cultivars, namely alfalfa (Medicago sativa L.) cv.
“Orca”, white clover (Trifolium repens L.) cv. “Huia”,
perennial ryegrass (Lolium perene L) cv. “Milca” and
tall fescue (Festuca arundinacea Shreb.) cv. “Noria”.

Experiment 1
Growing conditions

The first experiment was performed in the field from
April 2011 to November 2013. The soil at the Lusignan

site is a Dystric Cambisol (IUSS Working Group WRB
2006) with silty-loamy texture in the surface and clay in
the subsoil horizons (Chabbi et al. 2009). It is composed
of four soil horizons: a plough layer, overlaying two red-
brown upper horizons characterised by a loamy texture,
and a lower clayey rubefied C horizon, which can be
considered as paleosol horizon. The silt content in-
creases from 23 % at the top to 47 % at the bottom of
the root profile, with an homogeneous sand content of
20 %. The organic matter content in the top 30 cm layer
is 18 g.kgfl. The residual mineral N levels at sowing in
the spring of 2011 were 15, 13 and 9 kg N.kgfl in the O-
30, 30-60 and 60-90 cm layers, respectively.

The experimental design consisted in a split-plot de-
sign with four blocks and randomized treatments (species
and mixtures) within the sub-blocks. The controlled fac-
tor within blocks was for™ N soil labelling, separating a
labelled from a natural abundance experimental unit. Five
treatments were compared: pure tall fescue (FE), pure
ryegrass (RG), an alfalfa-fescue mixture (A-FE), a white
clover-ryegrass mixture (WC-RG) and a white clover-
fescue mixture (WC-FE). All treatments were replicated
in the two sub-blocks, except for the WC-FE treatment
which was grown in the natural abundance sub-block
only. Each plot was 1.25 mx3 m, sown in 15 cm spaced
rows. The seeding rates were 30, 30, 25 and 6 kg.hafl for
fescue, ryegrass, alfalfa and white clover, respectively.
Half rates were used in the mixtures, with grass and
legume species being planted in alternate rows.

In the labelled experimental unit,”°N fertilizers
(K*®NO3 solution, 1 atom % excess) were applied at a
rate of 5 kg N.ha* just after emergence, and shortly
after each harvest, on 1 m? delineated zones in the centre
of each plot. The solution was distributed uniformly on
the soil in the inter-rows, carefully avoiding above-
ground plant parts. In the absence of any rainfall imme-
diately after the K'*NO3 application, 20-30 mm irriga-
tion was applied to the entire experiment in order to
facilitate the infiltration of labelled nitrate (this occurred
three times in 2011 and twice in 2012).

The plants were cut (at 5 cm above soil level) three
times in 2011 (harvests numbered 1, 2, 3) and four times
in 2012 (harvests 4-7) and 2013 (harvests 8-11).
Cutting was performed when alfalfa had reached a full
bloom stage (every four to five weeks in summer), so
that the persistence of alfalfa was not affected by the
cutting regime.

During the initial growth period, weeds were re-
moved manually from all plots to facilitate stand
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establishment. Further weed control was ensured in pure
grass stands throughout the experimental period to pre-
vent any establishment of weed legumes. PK fertilizers
were applied annually in March at rates of 80 kg P.ha*
and 40 kg K.ha ™.

Plant measurements

At each harvest, 50 cm of the two central rows were
collected manually from each plot. In the labelled sub-
blocks, this corresponded to the centre of the labelled
zones. The grass and legume species were then separat-
ed. The number of shoots (alfalfa) and leaves (white
clover) were counted for the legumes. Root samples
were also collected at each harvest on a one-meter row
per plot to evaluate the number of taproots and to
monitor plant density in the alfalfa stands. The samples
were then dried in an oven at 60 °C for 48 h, and
weighed to evaluate dry matter production.

Furthermore, in the course of each regrowth cycle,
the nitrogen status of mixed and pure grass plants was
measured approximately two weeks after cutting to
assess the degree of growth limitation due to N avail-
ability. The nitrogen content of upper leaves (top 5 cm of
sun-exposed leaves of 5 to 8 tillers) was used as a proxy
for the Nitrogen Nutrition Index (NNI). A linear rela-
tionship established previously on various forage
grasses (including rye-grass and tall fescue; Gastal
et al. 2014) was then used to convert the leaf N concen-
tration (NI) into the NNI:

NNI ¥ 0:242"'N1-0:041 dlb

The leaf samples were dried at 60 °C, finely ground with
a vibrating ball mill (Retsch MM200, Germany) and
analysed for their nitrogen concentration.

After the last cut in 2013, root samples were collected
from the 0-20 cm horizon along several metres of the
rows in order to obtain samples large enough for a fibre
content analysis of the different root fractions. Taproots
were separated from fine roots and nodules. The levels
of water soluble compounds, cellulose, hemicelluloses
and lignin were determined in each fraction according to
the Van Soest method (Van Soest 1963), using a
Fibersac 24 fibre analyser (Ankon, Macedon, NJ,
USA). Additionally, fine root morphological traits were
determined for each legume species. Fresh roots were
spread out on a transparent sheet and scanned at a
resolution of 400 dpi. A digital image analysis system
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(Winrhizo, version 2003b, Regent Instrument, Québec,
Canada) was used to determine root length. Specific root
length (SRL, m.g_l) was calculated as the ratio between
total fine root length and fine root dry mass (oven-dried
for 48 h at 60 °C).

Experiment 2
Growing conditions

A second experiment was carried out in a greenhouse
between May and November 2013. All plants were
grown in 2.5 L pots (12x12x19 c¢m) filled with an N-
free substrate (fine quartz sand, 0.8-1.4 mm mesh). The
pots were organised in rows with a 15 cm inter-row.
They were automatically ferti-irrigated every two hours
with a complete nutrient solution devoid of mineral
nitrogen (0 mMol N). The nutrient solution was pre-
pared using demineralised water and sampled weekly to
assess the absence of NO5_ and NHy.. All seeds were
pre-germinated in the dark at 25 °C for 72 h. A single
plant of each species was transplanted into each pot,
according to the treatments described below. The exper-
imental design was a split-plot with four replicated
blocks and eight pots per treatment (four per grass
species), randomly distributed in each sub-block. The
controlled factor within blocks was separating treat-
ments with legumes (mixtures/dead legumes) from
treatments without legumes (pure grasses).

The treatments consisted in comparing alfalfa-fescue
(A-FE) and white clover-ryegrass mixtures (WC-RG)
with pure grass controls of each grass species grown
either on a N-free medium (FE and RG) or on the same
medium supplemented with the fresh root mass of le-
gumes recently severed below the taproot collar (FE-
dead A, RG-dead WC). For these two latter treatments,
one alfalfa or clover plant in each pot was preliminarily
grown under the same conditions for three months be-
fore being killed, and the grass plants being immediately
transplanted. Two periods were distinguished for the
management of grass-legume mixtures (A-FE, WC-
RG): i) plants remained uncut during the establishment
period (first three months) and ii) the frequent and
severe defoliation of legume plants was then applied
for two months (all legume shoots cut to 1 cm every
week).

The legume seedlings were inoculated with rhizobia
4 days after being transplanted. Natural populations
found in the field used for Exp. 1 were employed. The
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inocula were prepared by dissolving a mixture of several
soil samples collected next to white clover and of alfalfa
root systems within the 0-20 cm horizon. Ten g of soil
were mixed in 1 L deionized water. A volume of 10 mL
of this suspension was then added to each pot. The same
solution was also used regularly to provide inocula of
bacteria ensuring ammonification and nitrification in
order to facilitate residue mineralization in the sand.
To achieve this, 5 ml were added to each pot on a weekly
basis. We determined that the amounts of nitrogen were
negligible in the inocula (i.e. NO;- and NHy: concen-
trations at 0.9 and 0.09 mg.L_l, respectively).

Plant measurements

The dry mass of grass plants was monitored regu-
larly under each treatment. Four harvests were car-

ried out at different dates, according to grass plant
development. At each harvest, one plant of each

grass/legume mixture and its corresponding pure
grass control was sampled in each block. The shoots

and roots were separated.

In the dead legume treatments (FE-dead A, RG-dead
WC), the initial dry mass and elemental composition of
legume roots present in the pots were characterised. The
taproot, fine roots and nodules were separated. The
samples were dried at 60 °C for 2 days, weighed to
determine the dry mass and then ground in a vibrating

ball mill (MM400, Retsch Corporation, Reineische,
Germany).

Elemental and isotopic analyses

Plant samples from Exp. 1 and Exp. 2 were all
analysed in terms of their ‘bulk’ elemental (C and
N concentrations) and isotopic (15N) compositions
using an Elemental Analyser coupled with an
Isotopic Ratio Mass-Spectrometer (EA-IRMS, Flash
EA and Delta V Advantage systems, Thermo
Electron Corporation, Bremen, Germany). The °N
abundance of plant samples was expressed in abso-
lute unit of Atom %.

Calculations of N fixation and transfer
15y, : -
N isotope dilution

The fraction of N derived from the atmosphere in le-
gume harvested biomass (%Ndfa) was calculated from

5N-labelled samples using the isotope dilution method
(Unkovitch et al. 2008):

Atom%puregrass - Atom(%)mixedlegume -

%Nfda ¥4 - Atom%pur&grass 100

a2p

Similarly, for the isotopic composition of grass harvested
biomass at each cut, the isotope dilution method was used
to calculate the fraction of legume-derived N (including
atmospheric-derived and soil-derived N) transferred from
legume to grass (%Ndfl) as (Ta and Faris 1987h):

Atom%puregrass - Atom%mixedgrass

%Nfdl .
0 ! Atom%puregrass - Atom%mixedlegume

*100 83p

N transfer estimates

Two calculation methods were used to determine the
amount of N transferred from legumes to grass
(kg N.ha *). The first approach, hereinafter referred to
as the isotopic method, was based on the %Ndfl and N
yield of mixed grass (Ta and Faris 1987h):

%Nl .
NTisotopic Ya 00 *N Y_Ie|dmixedg[ass o4p

The second, hereinafter referred to as the difference
method, simply subtracted the N yields of mixed grass
from its corresponding pure grass treatment over the
same period:

NT gitference ¥4 N Yieldmixed grass — N Yieldpure grass 05P

This latter method does not normally presume that sup-
plemental N originates exclusively from legume (appar-
ent N transfer). In Exp. 1, it was used to help to quantify
the overall N provision by mixed legumes per unit of
land area (Simpson 1976). Under the particular growing
conditions of Exp. 2, however (grass-legume mixture
grown in an N-free medium - atmospheric fixation as the
only N source for the two mixed species), it represented
the net N transfer from legume to grass.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using R software
(http://www.r-project.org/). Student tests and analyses
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of variance (ANOVA, aov procedure) were used to test
for significant differences between means.

Results
Total yields and species proportions in the field

The annual dry matter production and species propor-
tions in the different treatments studied in Exp. 1 are
presented in Fig. 1. The total yields of mixtures signif-
icantly exceeded those of pure grasses, irrespective of
the year and grass-legume combination. White clover-
based mixtures achieved similar yields with the two
grass species (9 and 13 tha “.y * in the second and third
years, respectively), but were significantly less produc-
tive than the alfalfa mixture (A-FE, 14 and

e Grass
——— Legume

20 - 2011
15 -

10 -

Annual yield (T.ha-1)
S
o

RG WC-RG

FE  A-FE WC-FE

Fig. 1 Annual yields and grass-legume yield distribution in the
different treatments in Exp. 1 for the three years after sowing. The
five treatments were pure tall fescue (FE), pure ryegrass (RG),
alfalfa-fescue mixture (A-FE), white clover-ryegrass mixture
(WC-RG) and white clover-fescue mixture (WC-FE). Letters in-

icate homogeneous groups displaying significant differences in
%Ial;amngbal yield (P<0.05)

20 t.ha ~.y ). Despite a half-sowing density, the yield
of grasses in mixture always equalled (two out of nine
annual yields), or even exceeded (seven out of nine)
those of the corresponding grass in the pure stand. After
the first year, the relative yield of grasses was signifi-
cantly higher in mixtures with white clover (ranging
from 2.6 to 8) than with alfalfa (ranging from 1 to 2.1).

The dry matter yield of legumes, and their proportion
in the mixture, differed between grass-legume mixtures.
The annual yield of legumes increased throughout the
experiment with the A-FE and WC-RG mixtures
(reaching up to 13 tha “.y ' in the most productive A-
FE), but not in the WC-FE mixture, where it remained
limited until the third year (<2.5 tha “.y ). The same
ranking for the proportion of legume was consistently
observed between treatments over time: A-FE>WC-
RG>WC-FE.

Population dynamics, nitrogen yield of legumes
and amount of fixed nitrogen

The population dynamics of legumes differed markedly
between alfalfa and white clover-based mixtures
(Fig. S1). Plant density decreased regularly in A-FE,
from 352 plant.m 2 in the first harvest to 90 plant m
in the last. But during this period, alfalfa plasticity

resulted in increasingly larger plants, and overall
shoot

density which was not significantly affected (within the

range of 320-440 shoots.m % for all cuts, P>0.36). By
contrast, major variations in shoot and phytomer num-

bers were observed for white clover throughout the
experiment. On two occasions, during the summers of

th% first and second years, clover markedly receded
an
came close to extinction. These periods were followed
by bursts of growth in the following spring, alternating
clover-rich and clover-poor periods. As expected from
the yield results, clover development was more limited
in WC-FE.

The nitrogen accumulated in legumes (or N yield)
also differed between grass legume combinations
(Fig. 2a). Overall, the differences in N yields

mirrored
the differences reported relative to dry matter produc-

tion: A-FE>WC-RG>WC-FE. Nitrogen yield was sim-

ilar with the three combinations in the first year for the
different mixtures studied, but proved different after-
ward. The differences between treatments peaked in
the third year, during which legume-N vyields reached
320, 190 and 70 kg N.ha Ly ! in A-FE, WC-RG and
WC-FE, respectively. Calculation of the Ndfa based on
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exported in the harvested biomass
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derived from symbiotic fixation 3
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>N labelling of the soil showed that the nitrogen in
mixed legumes was almost entirely derived from the
fixation of atmospheric N by nodules (Fig. 2b). In all
but two harvests, the Ndfa exceeded 90 % and in all but
one (first alfalfa cut) it exceeded 80 %. Except for the
initial growth period (first cut), the proportion of nitro-
gen derived from fixation did not differ between alfalfa
and white clover (P>0.4). Therefore, the amount of
nitrogen fixed, and the N input in the studied treatments,
were both directly related to the growth and N vyield of
mixed legumes.

Allocation to roots and composition of legume roots

The root mass and root composition measured on alfalfa
and white clover at the end of Exp. 1 and 2 are presented
in Table 1. As reported for aboveground dry matter, the
allocation of biomass to roots was higher in alfalfa than
in white clover. This difference in root dry matter be-
tween species was significant during early developmen-
tal stages (a three-fold difference), and was emphasised
in three year old stands. The composition of root sys-
tems also differed markedly between the two species,

Harvest number

and these differences remained consistent irrespective
of stage and experiment. Within the root system,
alfalfa allocated a larger share of its biomass to
perennial taproots, whereas white clover invested
relatively more in the development of fine roots.
Overall, despite a very different total root mass, the
fine root mass in the top-20-cm of soil was within
the same range for the two species at the end of
Exp. 1 (0.05+0.02 to 0.10+0.05 t.ha ).

Different root parts displayed contrasted chemi-
cal compositions. In the two species, taproots pre-
sented higher C/N ratios (about 25) and lower
fibre (i.e. a higher mass proportion in the cyto-
plasm) and lignin concentrations than fine roots.
Alfalfa roots had a lower fibre content and signif-
icantly higher C/N ratios than white clover, regard-
ing both taproots and fine roots. The C/N ratios
measured in seedlings and three year old plants
were identical, except for alfalfa fine roots that
exhibited a significant increase in older plants
(C/N ratio reaching values close to 20). The fine
roots of alfalfa also had the highest lignin content
and the lowest SRL.
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Standard deviations are indicated in brackets. Letters indicate
homogeneous groups displaying significant differences (P<0.05)

Table 1 Total root mass and root composition measured on alfalfa
and white clover plants during the early developmental stage (first
full bloom stage, Exp. 2) and in three-year-old stands (Exp. 1).

Total root  Root system  C/N Soluble (%) Total fibre (%) Lignin (%) SRL (m.g %)
mass proportion (%)
Firstyear ~ Alfalfa Fine roots+ 2.34 (0.74)* 21.9 (4.8)d 15.5 (2.1)b - 78 (8)b
plants* nodules
Alfalfa Taproot 78.1 (4.8) 27.0 (4.3)* - -
Clover Fineroots+ 0.67 (0.24)° 59.8 (8.4)° 13.9 (1.9)° - 127 (31)
nodules
Clover Taproot 40.2 (8.4)° 25.4 (6.6)* - - - -
Third year Alfalfa Fine roots+ 2.96 (1.42)° 3.7 (0.4)° 19.3(0.7)° 54.7 (1.5)° 453 (15)° 94 (0.2 16 (1)°
plants** nodules
Alfalfa Taproot 96.3 (0.4) 26.6 (7.1 61.7 (L1* 38.3(L.1)¢ 4402 -
Clover Fineroots+ 0.13 (0.04)° 41.1 (1.4)° 13.9 (0.6)° 49.4 (1.1)Y 50.6 (1.1)° 8.3(0.4)° 67 (12)°
nodules
Clover Taproot 58.9 (1.4)° 240 (2.3 479 (14)° 521(147  75(04)°

* Exp. 2 - Root mass at first full bloom stage of alfalfa (g.plant'l)

" Exp. 1 - Root mass in the 0-20 cm horizon in the 11" harvest (tha? )

Impact of legume species on the nitrogen nutrition
of mixed grasses

The nitrogen nutrition index of pure and mixed grasses
was assessed regularly during Exp. 1. The resulting
dynamics are presented in Fig. 3. Throughout the ex-
periment, the NNI of grasses remained below 1 (even
below 0.8 in all but one cut), indicating significant N
stress in all pure and mixed stands for the two grass
species studied. Thus neither the natural provision of N
by the soil, nor the additional N potentially provided by
mixing legumes, allowed to achieve maximum growth
for FE or RG.

However, the presence of legumes in mixtures sig-
nificantly improved the nitrogen nutrition of grasses
when compared to the corresponding pure grass. Grass
NNI values were all low and identical shortly after
emergence (about 0.4-0.5 at harvest 0), and increased
significantly in all mixtures by the end of the first
growth period (harvest 1). Further NNI increases were
then recorded during the first two years in all mixtures
(up to 0.8), whereas pure grass values remained lower
and steady (0.4 to 0.6). In the third year, the NNI
decreased but remained higher in mixtures (except for
WC-FE in harvests 8 and 9). Grass NNI patterns dif-
fered between mixtures. The NNI increased more slow-
ly in the A-FE combination than in white clover-based
mixtures during the first year. Conversely, A-FE
achieved the highest NNI in the third year, within the
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same range as WC-RG but significantly higher than
WC-FE.

Nitrogen yield and origin of nitrogen in mixed grasses

The amount of nitrogen exported in the
harvested parts of pure and mixed grasses is
presented in Fig. 4 for the different cuts performed
during Exp.

1. Despite a half sowing density, the N vyield of
mixed grasses was always equal or superior to that
of the corresponding pure grass, irrespective of the
cut and treatment (Fig. 4a and b for FE and RG,
respectively). For instance, the maximum annual
yield in year 3 was 95-140 kg N.ha 'in mixed
grass versus 30-36 kg N.ha ' in pure grass. The N
yield patterns of the two grass species
associated

with white clover proved to be very similar: from
the start of the first year onwards (cut 2), significant
supplementary exports were recorded compared to
pure grasses, and these were amplified during
the

second and third years. No significant effect of the
grass species occurred, except during the third year
when FE vyielded more N in spring and
summer

(cuts 8 and 10) than RG. By contrast, very different
N vyield patterns were seen when comparing the
same grass (FE) associated with different legumes.
Under the A-FE combination, mixed grass exported
strictly the same amounts of N as pure grass during
the first year, but significant supplementary export
of
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Fig. 3 Nitrogen nutrition index 1.2
of c;)ure and mixed tall fescue (a) a)
and rye-grass (b) for all cuts, three

years after Exp. 1 sowing. Harvest 1.0 +
number zero refers to a sampling
date shortly after emergence, dur-
ing the initial growth period. The
five treatments were referred as
pure tall fescue (FE), pure rye-
grass (RG), alfalfa-fescue mixture
(A-FE), white clover-ryegrass
mixture (WC-RG) and white
clover-fescue mixture (WC-FE).
Vertical bars indicate standard
deviations (N=4)
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N was observed in the course of the second year.
This increased progressively to even that of clover
mixtures during the third year.

The® N compositions of pure and mixed plants
for A-FE and WC-RG are compared in Fig. 5 in
order to assess the origin of harvested N in the
different species covered by these treatments.
Interestingly, grass mixed with alfalfa and clover
displayed very different patterns when compared to
the corresponding pure grass. In WC-RG, mixed
grasses (relying on soil and legume N) were signif-
icantly devoid of"®> N when compared to pure RG
(relying on soil N only) at all harvests, indicating a
significant and systematic contribution of legume N
to grass nutrition. By contrast, in A-FE, no differ-
ence was observed between pure and mixed FE
during the first year. A significant difference devel-
oped during the second and third years, but not at
all harvests, and with™ N enrichments reduced to a
lesser extent than in a white clover-based mixture.
Fig. S2 illustrates the proportion of N derived from

N
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©
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Harvest number
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the legume in each of the two mixtures. Significant
differences in the Ndfl confirmed that the dynamic
of legume N availability differed markedly between
the clover and alfalfa mixtures (e.g. no N transfer
with alfalfa during the establishment year), and that
the proportion of Ndfl was lower with alfalfa than
with clover over a three-year span (e.g. 30-40 %
versus 60-70 % in years two and three).

Net nitrogen transfer in the field

The net values of N transfer to mixed grasses esti-
mated using the difference (Eq. 5) and the isotopic
(Eg. 4) methods are presented for the A-FE and
WC-RG mixtures in Fig. 6. The two methods
showed similar N transfer patterns, but they differed
markedly in terms of amounts and dynamics be-
tween the A-FE and WC-RG mixtures. N transfer
to a companion grass occurred more rapidly and was
quantitatively more important during the first two
years with white clover (P<0.01). Alfalfa mixtures
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Fig. 4 Amounts of nitrogen 100 -
exported in the harvested shoots
of pure and mixed tall fescue (a)
and pure and mixed rye-grass (b)
for all cuts, three years after Exp.
1 sowing. The five treatments
were referred as pure tall fescue
(FE), pure ryegrass (RG), alfalfa-
fescue mixture (A-FE), white
clover-ryegrass mixture (WC-
RG) and white clover-fescue
mixture (WC-FE). Vertical bars
indicate standard deviations (N=
4)

Nitrogen yield of grasses
(kg N.ha-1)

60 =

40 -

Nitrogen yield of grasses
(kg N.ha-1)

/
—a F—n ¢ T —i—0

reached levels similar to white clover mixtures only
at a later stage, during the third year (P>0.4).
However, significant differences in the absolute esti-
mates were found by the two methods. The N
difference method produced systematically higher
values than the isotopic method, both at the level
of different cuts (WC-RG: Nyt =0.68.Nisoropic +0.21,
1°=0.96, N=11; A:FE: Ngifr=0.55.Nisotopic+0.0.8, 1=
0.97, N=11) and cumulated over a year (Fig. 6).
These differences accounted for 15-30 and 8-
30 kg N.ha ' in years two and three, respectively.
The amounts of nitrogen transferred to grasses
proved to be negatively related to recent changes
in legume population dynamics in both white clo-
ver and alfalfa-based mixtures (Fig. 7). Reductions
in phytomer density (WC-RG, WC-FE) or plant
density (A-FE) gave rise to increased N transfer.
The relationship established in the short term with
variations during the previous cut appeared to be
closer for white clover (r2=0.61) than for alfalfa-
based (r2 =0.33) mixtures. Extending to several
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cuts the time frame to integrate changes in density
improved the relationship for alfalfa (r2 values
rising to 0.55 and 0.39 when integrating the two
and three previous cuts, respectively), but not for
white clover.

Net nitrogen transfer under controlled conditions
in an N-free medium

The differences between alfalfa and white clover-
based mixtures in terms of N transfer dynamics
were further assessed under artificial conditions
that restricted all N sources to the grass except
for the N fixed by its companion legume (Fig. 8).
The amounts of N transferred from uncut seedling
plants of alfalfa and clover were not significant for
the two species until the full bloom stage under
these conditions. However, A-FE and WC-RG dif-
fered in their response to the frequent defoliation
of the legume plants afterwards. A significant
amount of N was captured by the companion grass
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Fig. 5 Isotopic composition
(Atom%) of harvested shoots in
pure tall fescue and the alfalfa-
fescue mixture (a) and pure rye-
grass and white clover mixed rye-
grass (b) for all cuts, three years
after Exp. 1 sowing. Stars indicate
the level of significance of the
mean difference between pure
and mixed grasses (student test;
ns: non significant, *<0.05, **<
0.01, ***<0.001)
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from frequently cut clover, but not from cut alfalfa Despite a three-fold smaller mass of dead root

(Fig. 7a). A more drastic cut, causing the death of the legume material (Table. 1), the transfer of N to grass
legume, resulted in significant transfers under both sys- from clover residues occurred more rapidly and at a
tems, but with different net transfer dynamics (Fig. 7b). higher rate than from alfalfa residues.

Fig. 6 Net nitrogen transferred to
companion grass in a white
clover-rye-grass mixture (a) and
alfalfa-fescue mixture (b) as cal-
culated using the difference
method and isotopic methods for
the three years of Exp. 1. Vertical
bars indicate standard deviations
(N=4)

Nitrogen transfer to mixed

160
a) b) mmmm Difference method
[ 140 =1 Isotopic method
> 120
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P
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=
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Fig. 7 Net nitrogen transferred to companion grass in white
clover- (a) and alfalfa-based mixtures as explained by changes in
legume population dynamics during the previous growing cycle.
The three mixed treatments were referred as alfalfa-fescue mixture
(A-FE), white clover-ryegrass mixture (WC-RG) and white

Discussion

Direct N transfer occured from the two legume species
but had different impacts on the nitrogen nutrition
and yield of mixed grasses

Both the field and greenhouse experiments demonstrat-
ed significant impacts of forage legumes on the growth
and N acquisition of companion grasses in grass-legume
mixtures. In the field (Exp. 1), the grass NNI value was
improved shortly after emergence and during the initial
growth period with all grass-legume combinations. This
NNI enhancement occurred prior to any significant N
transfer, which was first detected during the second and
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—a— AFE
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N

-

e

o
>

Nitrogen transfered to
companion grass (mg N.plant-1)
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Weighted variation of plant density
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clover-fescue mixture (WC-FE). Nitrogen transfers were estimated
using the difference method. For alfalfa, the variation in the
number of plants was weighted for each date by the average
taproot mass in the 0-25 cm soil layer

third regrowth periods in white clover-based mixtures,
but only during the second year in alfalfa-based mix-
tures. Improved plant N concentrations in the absence of
any additional N source could be explained by comple-
mentarity effects, and niche separation between grasses
and legumes (Bedoussac and Justes 2010b). As a result
of the different plant densities in pure and mixed stands,
more soil N per plant was available to the dominant
competitor for N in the mixture (i.e. grasses). This
complementarity effect is usually the principal mecha-
nism at work in mixtures of annuals that can explain
changes in N acquisition (e.g. grain legumes-cereals;
Corre-Hellou et al. 2006; Schipanski and Drinkwater
2012). We confirmed here that it was also of major

b
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& FE dead A
—&— RG - dead WC
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0 500 1000 1500 2000
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Fig. 8 Effects of (a) frequent defoliation of mixed legume and (b)
root residues of recently severed legumes on the net nitrogen

transferred to grass in Exp. 2. The four treatments were alfalfa-
fescue mixture (A-FE), white clover-ryegrass mixture (WC-RG),
pure tall fescue on a N-free medium supplemented with fresh root

e s
) Springer

mass of alfalfa (FE-dead A) and pure ryegrass on a N-free medium
supplemented with the fresh root mass of white clover (RG-dead
WC). The vertical arrow indicates the full-bloom stage of alfalfa
and the beginning of the frequent defoliation regime for legumes.
Vertical bars indicate standard deviations (N=4)
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importance during the establishment phase of perennial
mixtures.

However, unlike mixtures of annuals (Jamont et al.
2013), a significant net transfer of N from legume to grass
was recorded later on. Although with different delays and
rates, N transfer was found in all grass-legume combina-
tions in the field (up to 72 and 43 kg N.ha .y * estimated
by the isotopic method in WC-RG and A-FE, respective-
ly). Such amounts and rates had previously been reported
with white clover-based mixtures (Goodman and
Collison 1986; Mallarino et al. 1990; Hggh-Jensen and
Schjoerring 2000). More contrasted results have been
reported in the literature for alfalfa mixtures, which are
generally believed to release smaller amounts of N under
field conditions. Most short-term experiments have quan-
tified transfers of up to 10 kg N.ha .y * in alfalfa-based
mixtures (<2 years; Ta and Faris 1987a; Hardarson et al.
1988), whereas longer term experiments have reported an
increase over time to up to 19 kg N.ha ~.y * (>3 years;
Burity et al. 1989; Tomm 1993). The yields and amounts
of N fixed by mixed alfalfa were significantly lower in
these previous long-term studies (up to 170-185 kg fixed
N.ha ~.y *, Burity et al. 1989; Tomm 1993) than in our
work (up to 320 kg fixed N.ha ~.y %), which may in part
explain the difference in N cycling and N transfer.

The net N transfer to grass resulted in a significant
impact on their N nutrition. The NNI of mixed grasses
increased more markedly in situations where significant
N transfers were recorded, indicating a supplemental
effect rather than a mere niche separation effect. For
instance, during the first year, NNI values rose more
rapidly with white clover-based mixtures than with al-
falfa, where significant transfer only occurred in the
second year. In older stands, N transfer also resulted in
a general improvement of the productivity (and N yield)
of mixed grasses when compared to pure grass, but with
a more limited rise in the NNI. The severe N stress
observed in our study on pure grass controls (NNI<
0.5 in the absence of N fertilisation) was thus unambig-
uously reduced in mixtures because of both the comple-
mentarity of N resources in the first instance, and then
gradual N transfer from legumes.

The positive effect of legumes on companion grasses
went beyond direct N transfer and density effects

The “difference” method and “isotopic” method used
to

estimate net N transfer to mixed grasses yielded consis-
tent but systematically different estimates. The

“isotopic” method predicted about 35 % less N transfer
from legumes. However, the two methods had been
expected to produce slightly different information
(Chalk et al. 2014). The “difference” method reflects
the N economy of the grass in the mixture when com-
pared to a pure grass stand receiving the same N input,
but without certifying that the supplemental N comes
from legumes. It represents the actual N gain when
legumes are introduced as an N source for non-fixing
companion plants. Expressed on a land area basis, its
values are not sensitive to potential niche separation
effects related to plant density, but they are sensitive to
potential in-depth changes in the N pool size (for in-
stance, caused by modifications to vertical root distribu-
tions and the volume of soil explored). Even when
considering an unchanged soil N pool size, modifica-
tions to soil biology and chemistry are likely to occur as
a consequence of introducing legume N into the system.
Experiments with an added N source have often shown
that plants given supplemental N take up more N from
the soil than those not given N - the so-called ‘priming
effect” (Jenkinson et al. 1985; Kuzyakov et al. 2000). A
couple of other studies have reported such discrepancies
between the supplemental N gained by mixed grasses
and grass N actually derived from legumes, always in
favour of the difference method (Ta and Faris 19874;
Tomm 1993; Chalk et al. 2014). In recent years, the vast
majority of studies made reports on a single isotopic
approach, or different isotopic methods (Ta and Faris
1987b; Burity et al. 1989; Mallarino et al. 1990; Heichel
and Henjum 1991; Hggh-Jensen and Schjoerring 2000),
without comparing with the N-difference method. From
an N-provisioning perspective however, both direct le-
gume N transfer and indirect N added effect are of
importance (Jackson et al. 2008). More valuable infor-
mation in terms of the services attached to legumes
could be gained in future studies reporting and compar-
ing both the difference and direct legume N transfer.
Such studies could provide insights simultaneously on
both aspects of the beneficial effects of legumes on
companion crops.

Differences in N transfer dynamics between alfalfa
and white clover were better explained by population
dynamics, root traits and residue quality than by overall
legume productivity and fixation

We found that the quantitative impacts of legume spe-
cies on N transfer to companion grasses differed in
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terms of both amounts and dynamics. Quite remarkably,
the differences in productivity, atmospheric nitrogen
fixation, the proportion of legume in the mixture or root
allocation between alfalfa and white clover could not
account for the difference in N transfer. Alfalfa was
more than twice as effective as white clover regarding
all these items during years two and three, but displayed
a lower proportion of legume N in the mixed grass (30-

40 % versus 60-70 % for alfalfa and white clover,
respectively) and lower amounts of N transfer (59 versus
147 kg N.ha * cumulated over three years, based on the
isotopic method). When relating the amount of N trans-
ferred to grass to the amount of N, fixed (Fig. 9), white
clover proved to be about five times better at exploiting
fixed N in favour of the companion grass in the field
(0.50 kg N.kg N as compared to 0.10 kg N.kg N"* for
alfalfa). Similar conclusions could be drawn from the
greenhouse experiment: although more than twice less
abundant, clover root residues released N twice as
quickly to grass after severing legumes to death. Such
differences in N transfer capacity between species had
already been recognised under controlled conditions (Ta
and Faris 1987b) and during field trials for different
ranges of legumes (Mallarino et al. 1990; Heichel and
Henjum 1991), but were primarily associated with dif-
ferences in legume productivity and legume proportion
(Mallarino et al. 1990). By contrast, our results did not
support such a direct quantitative hypothesis.

200
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= Z 160 C
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E % 120 +
= ©
z 5 100+
©
285 s
8'c
E g 60
e
S 40
o8
o

20 y=0.101.x

0 100 200 300 400 500 600 700
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Fig. 9 Relationship between the amount of nitrogen fixed by the
legume and the amount of nitrogen transferred to the companion
grass for alfalfa-fescue mixture (A-FE) and white clover-ryegrass

(WC-RG) mixtures. Nitrogen transfers were estimated using the
isotopic method
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In the context of hay production, the deposit of N in the
soil by legumes during their growth mainly arises from
root activity and root and nodule residues (Dubach and
Russelle 1994; Brophy and Heichel 1989; Fustec et al.
2010). Alfalfa and white clover displayed highly contrast-
ing population dynamics in Exp. 1, with alfalfa presenting
a regular decrease in density over the whole experiment,
while clover displayed a strong intra-year pattern
(expanding in the spring and receding in the summer).
As a result, alfalfa and white clover developed two op-
posing strategies with respect to root growth and long
term survival: on the one hand, alfalfa invested mainly in
perennial structures (large taproot with high soluble con-
tent), whereas white clover maintained or renewed a large
proportion of fine nodal roots with no signs of secondary
growth. Nitrogen transfer was quantitatively related to
recent decreases in the legume population for both spe-
cies. But as the patterns and magnitude of variations in the
legume population differed, so did the N transfers be-
tween species. This finding suggests that the death of
whole plants, or of rooted plant modules (in the case of
a clonal plant such as white clover, Forde et al. 1989),
might contribute significantly to N rhizodeposition in
perennial legumes. The tissue turnover of living plants
may also differ. Indeed, the root traits (secondary thicken-
ing, lignin content and soluble content) suggested possible
differences in the tissue life span of fine roots and nodules,
which was potentially shorter in white clover (Ryser
1996; Aulen et al. 2012). In line with this hypothesis,
our results under controlled conditions (Exp. 2) demon-
strated a rapid N release from roots in response to frequent
defoliation in the case of WC-RG but not in the case of A-
FE (see also Butler et al. 1959; Simpson 1965).

Moreover, tissue composition, as represented by the
N content, fibre content and C/N ratio, also suggested
that the root residues of white clover may decompose
more rapidly than those of alfalfa once released. The
proportion of N-rich root tissues (fine roots and nodules)
remained high in white clover, and the C/N ratio (13.9)
remained significantly below the threshold of 20 that
causes a net mineralization of residues (Wedin and
Tilman 1990; Fox et al. 1990; Cadisch et al. 1998). By
contrast, the proportion of fine roots became marginal
and the C/N ratio increased with time in alfalfa’s most
decomposable fraction (up to 19.3). In addition to root
traits, the difference of growth habit between the two
species is also likely to favour larger quantities of shoot
residues (stems and petioles) from white clover than
alfalfa (Forde et al. 1989), a factor that was not properly
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quantified during this study. Such qualitative differences
of plant residues have been shown to affect the residual
effect that legumes exert on the next crop in a rotation,
and to overwhelm the direct effect of the quantity of
residues in the next spring (Rasmussen et al. 2012). Our
findings suggest that tissue composition and residue
quality also matter to determine N transfer rates to
companion grasses. In addition to the quantitative as-
pects of rhizodeposition already discussed, the delayed
transfer observed in alfalfa-based mixtures could result
from partly immobilized legume N because of poorer
residue quality (>95 % of roots in the taproot with C/N>
26 in three year old stands).

Finally, although differences in the excretion of N-
rich soluble compounds cannot be excluded (Paynel and
Cliquet 2003; Lesuffleur et al. 2013), such differences
were not detected during Exp. 2. No significant supple-
mental N was captured by mixed grasses growing with
alfalfa or white clover in an N-free medium during the
establishment period, prior to frequent legume defolia-
tion (Fig. 8a). Similarly, during the initial growth period
in the field, grass NNI values increased with both le-
gume species not as a result of N transfer, but mainly
because of resource complementarity. Significant N
transfers occurred later, with a longer delay for alfalfa
(about a year) than for clover (apparent from the second
regrowth). Our results therefore suggest that legume
material turnover and decay play a prominent role in
the long-term establishment of N transfer in grasslands,
and that legume species differ in terms of the rate, form
and quality of their residues, ultimately altering N cy-
cling. In addition to yield potential and nitrogen fixation,
the traits involved in determining the ability to recover
from important stresses and to sustain legume abun-
dance fluctuations could be central to explaining N
transfer capacity in perennial legumes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Sobre producdo vegetal em sistemas integrados, algumas consideracGes sao relatadas.
Com os resultados observados nesta pesquisa, considera-se a importancia da adubacao
nitrogenada para garantir a produtividade tanto de massa seca de pastagem como,
consequentemente, a produtividade de grédos na cultura seguinte. Resultados de experimentos
anteriores na mesma area e também outras pesquisas realizadas no sub-tropico brasileiro,
evidenciam que o pastejo ndo interfere negativamente nas condi¢des do solo a ponto de
prejudicar a produtividade de gréos, contribui para a ciclagem do nitrogénio além de adicionar
renda ao produtor, com a producdo de carne ou leite. Por esses motivos, essa pesquisa
trabalhou apenas com as areas que foram pastejadas pelos ovinos.

Existem ainda questbes a serem trabalhadas, como o sistema de pastejo, se
rotacionado, continuo ou rotatinuo, e um melhor entendimento da dindmica da biomassa
microbiana do solo nos processos de mineralizagéo e imobilizacao. Nesse sentido, fazem-se
necessarios ainda, experimentos de longa duracdo para avaliar o melhor momento de se fazer
uma adubacdo nitrogenada quando se pensa em producdo do sistema. Para isso, novas

pesquisas devem ser desenvolvidas em continuidade.



6. ANEXOS
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ANEXO 1 - Resumo da analise de variancia indicando os fatores de variacéo, graus de
liberdade (GL), quadrados médios e significAncia (F) para as variaveis avaliadas na
cultura do milho. Guarapuava, PR, 2012.

oM
FV GL PL EP AP A INS AF IAF
Bloco 2 10997129™  0,004™ 37355™ 1,08™ 51853™  92014™  0,02™
I 3 56560251™  0,005™ 257,00 0,77" 187,48™ 32955153 2,117
Residuo (8) 6 11671165 0,005 961,95 1,58 611,15 203617 0,16
CV a (%) 1,43 2,30 4,30 27,41 4,74 2,11 2,50
Parcelas 11
\Y, 4 32677141™  0,001™ 163457 2,57™ 0950,93" 5824048 3,317
VXl 12 17344085™  0,002™ 547,73™ 251" 108,06 533605 0,35"
Residuo (b) 32 12631945 0,002 559,00 1,19 38,92 143684 0,08
CV b (%) 3,34 3,34 7,34 53,15 2,67 3,96 4,00
Subparcelas 59
PS 1 1057605312 0,125 2750,99° 0,09™ 800,83 1155814 0,80
PSxV 4 2296950™  0,000™ 416,86™ 4,67™  26,60™ 571322" 0,33"
PSx I 3 13536855™  0,002™ 448,03™ 1,36™ 104,45™  634723" 0,46
PSxVxI 12 7843771™  0,001™ 580,02™ 1,48™  32,30™ 184392"™ 0,13™
Residuo (c) 40 11900092 0,002 523,59 2,27 51,39 205952 0,10
CV ¢ (%) 4,58 4,91 10,05 103,69 4,35 6,71 6,54
Total 119
Média 75191 1,05 227,62 1,45 164,66 6761,65 5,06

FV — Fontes de variacdo; CV - Coeficiente de variacdo; Inverno (I); Verdo (V); Pré-semeadura (PS); NUmero de
plantas (PL); Numero de espigas por planta (EP); Altura de planta (AP); Gréos ardidos (A); Altura de insercao
da espiga (INS); Area foliar (AF); indice de area foliar (IAF). ns — ndo significativo; * p<0.05; ** p<0.01 de
probabilidade pelo Teste F.
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ANEXO 2 — Analises de regressao referentes as caracteristicas agronémicas: Numero de

plantas; Numero

de espigas por planta; Altura de planta; Gréaos ardidos; Altura de

insercdo da espiga; Area foliar; Indice de area foliar.
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ANEXO 3 — Andlises de regressao referentes as interacGes dos fatores Inverno, Pré-
semeadura e Verdo. Figuras “A” 0 kg ha™ N em Pré-semeadura; Figuras “B” com 75 e
0 kg ha™ N em Pré-semeadura.
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R2=0,38"
300 Ny = -9E-05x2 + 0,0237x + 53,859
R2=0,74"
40 T T 1
0 75 150 225
Nitrogénio (kg ha') no Inverno
60 - B
A
50 0Ny = 0,0219x + 49,307
Re=0,57%*
75Ny = 0,0161x + 52,293
* R2=0,41*
150 N = -8E-05x2 + 0,0357x + 52,124
Rz=0,01™
225N = -0,0002x2 + 0,0491x + 52,115
R2 = 0,44™
40 T T T 1
0 75 150 225 300

Nitrogénio (kg ha') no Veréo

®0N
E75N
A150N
X225N
*300N

®0N
E75N
A150N
X225N
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Clorofila total

Clorofila total

60

50

40

60 - C
X
X
0Ny = 0,0004x2 - 0,0873x + 55,663
50 - R2=0,70"
75Ny = 5E-05x2 - 0,0193x + 56,098 225Ny =0,0001x?- 0,0231x + 56,161
R2=0,80" R2=0,70™
300 Ny = 2E-05x2 + 0,0041x + 54,442
150 N'y = -6E-05x2 + 0,0087x + 55,871 R2=0,27"
R2=0,29™
40 T T 1
0 75 150 225
Nitrogénio (kg ha) no Inverno
D

ONy=0,0131x+ 51,888

R2=0,38*
75Ny = -0,0002x2 + 0,0642 + 50,119
R2=0,82"
150 N y= -5E-05x2 + 0,0275x + 53,088
R2=0,84"
225Ny = 1E-05x2 + 0,0013 + 55,045
R2=0,18"
T T T 1
0 75 150 225 300

Nitrogénio (kg ha'l) no Veréo

0N

B75N
A150N
X225N
X300 N

®0N
B75N
A150N
X225N
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A
6
5
4
0Ny = 0,0074x + 3,3717
" R2= 0,99%*
< 3 75Ny = -6E-05x2 + 0,0176x + 4,0621
R2=0,94%
5 | 150 N y= 7E-07x2 + 0,0002x + 5,2612
R2=0,97™
225Ny = -3E-05x2 + 0,0079x + 4,8692
1A R2=0,88™
300 Ny = -3E-05x2 + 0,0074x + 4,9961
0 R2 = 0,80™
0 75 150 225

Nitrogénio (kg ha') no Inverno

0Ny =-4E-05x? + 0,0162x + 3,2567

R?=0,88**
<3
= 75Ny = -3E-05 + 0,0123x + 4,1502

) R? = 0,89**

150 Ny = -2E-05x2 + 0,0084x + 4,5463
R2=0,88*
1 225Ny = 0,0012x + 5,087
R? = 0,84
0 T T T 1
0 75 150 225 300

Nitrogénio (kg ha) no Veréo

*0N
WTSN
A150M
WIISH
K300

®0N
B75N
A150N
X225N
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IAF

Nitrogénio (kg ha'l) no Verao

AV
ﬁ——
0Ny =0,0034x + 4,3225
R2=0,89"
75Ny = -2E-05x2 + 0,0071x + 4,754
R2=0,99" SR
150 Ny = -3E-05x? + 0,0077x + 4,9419 m75N
R2=0,97" A150H
225Ny = -2E-06x2 + 0,0011x + 5,3535 -
R2=0,19" =
300 Ny = -1E-07x2 - 0,0002x + 5,3478 Rl
R2=0,09"
75 150 225
Nitrogénio (kg ha') no Inverno
D
0Ny =0,0036x + 4,3871
R2=0,95** #0N
75N = -2E-05x2 + 0,0099x + 4,5375 BTSN
R2=0,98** '
150N
150 N y = -6E-06x2 + 0,0031x + 5,016
R?= 0,930 *2I5N
225 Ny = -5E-06x2 + 0,0027x + 4,9612
R2=0,59"
150 225 300
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