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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha
tempo para todo o propdsito debaixo do
céu.

Ha tempo de nascer, e tempo de morrer;
tempo de plantar, e tempo de arrancar o
que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo
de derrubar, e tempo de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de
prantear, e tempo de dancgar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de
ajuntar pedras; tempo de abracar, e tempo
de afastar-se de abracgar;

Tempo de buscar, e tempo de perder;
tempo de guardar, e tempo de langar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo
de estar calado, e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo
de guerra, e tempo de paz.” (...)

Eclesiastes 3:1-8
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RESUMO

Emissbes de gases do efeito estufa (GEE) pelas atividades pecuarias tém
contribuido para elevar o potencial de aquecimento global, e isso é relevante para o
Brasil, cujo rebanho bovino ultrapassa 220 milhdes de cabegas. Grande parte
dessas emissdes é atribuida a deposicao de dejetos animais em pastagens, através
da conversao de parte do nitrogénio dos dejetos em o6xido nitroso (N20). Algumas
espécies de plantas da familia Brassicaceae foram identificadas pelo seu potencial
em inibir a nitrificacdo no solo, através da producado e exsudacdo de metabdlitos
secundarios, o que motivou o presente estudo com o nabo forrageiro (Raphanus
sativus L.). O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade do nabo forrageiro
consorciado em diferentes propor¢cdes com a pastagem de aveia preta em mitigar as
emissdes diretas de N20 a partir de urina bovina. O experimento de campo foi
conduzido na Fazenda Experimental Canguiri, pertencente a Universidade Federal
do Parana, situada no municipio de Pinhais-PR. Os tratamentos consistiram em
cinco proporgcdes de nabo forrageiro consorciado com a pastagem de aveia preta
sendo PO (proporcao zero de nabo, 100% aveia preta); P15 (15% nabo forrageiro e
85% aveia preta); P30 (30% nabo forrageiro e 70% aveia preta); P60 (60% nabo
forrageiro e 40% aveia preta) e P100 (100% nabo forrageiro). O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com 4 repeticdes, em esquema de parcelas
subdivididas (com e sem aplicagdo de urina). A urina foi coletada de vacas leiteiras
em plena lactagao, e foi aplicada diretamente em microparcelas delimitadas por uma
base de metal com 0,1819 m?, inserida no solo, que também serviu para acoplar as
camaras de amostragem de ar. As coletas de ar foram realizadas pelo método de
camaras estaticas e as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa.
Também foram determinadas a porosidade preenchida por agua (PPA) e as
concentragdes de nitrogénio inorganico (N-NH4* e N-NOs"), por meio da coleta de
solo na camada de 0-5 cm. As avaliagdes tiveram duracéo de 71 dias, nos meses de
outubro a dezembro de 2019, finalizando com a senescéncia da aveia preta e a
reducdo nos teores de N inorganico para niveis basais do solo. O aumento nas
proporgdes de nabo forrageiro em consorcio com a pastagem de aveia preta reduziu
linearmente as emissdes de N20 das manchas de urina, mas nao houve evidéncias
de que essa reducgdo estivesse associada a inibicdo da nitrificacdo, pois quanto
maior foi a propor¢cao de nabo forrageiro, maiores foram as concentragdes de
amoénio e também de nitrato do solo. A umidade do solo expressa pelo valor de PPA
foi possivelmente o principal fator responsavel por regular os fluxos de N20, sendo
que as maiores propor¢coes de nabo tiveram os menores valores de PPA, o que
pode ter reduzido a emissao de N20 via desnitrificagdo. As propor¢des P100 e P60
de nabo reduziram de 31-47% as emissbes acumuladas de N20, e o fator de
emissao em P100 foi 0,31%, mais baixo que o fator de 0,61% na pastagem de aveia
pura (P0); e ambos bem abaixo dos 2% preconizado pelo IPCC. O efeito de inibigdo
bioldgica da nitrificacdo nao pode ser justificado pelos valores de N-nitrato no solo.
Nesse sentido, novos estudos precisam ser desenvolvidos para esclarecer os
mecanismos responsaveis pela redugao das emissdes de N2O em manchas de urina
com o uso de nabo forrageiro em consorcio com aveia preta.

Palavras chaves: Nitrogénio da urina; nitrificacdo; consorcio; Brassicaceae.



ABSTRACT

Greenhouse gas emissions from livestock activity have contributed to the global
warming potential, which is relevant for Brazil, whose cattle herd exceeds 220 million
head. A large part of these emissions is attributed to the deposition of animal waste
in pastures, through the conversion of part of the nitrogen in the waste into nitrous
oxide (N20). Some plant species of the Brassicaceae family have been identified for
their potential to inhibit nitrification in the soil, through the production and exudation
of secondary metabolites, which motivated the present study with forage turnip.
(Raphanus sativus L.). The objective this work was to evaluate the ability of forage
turnip intercropped in different proportions with black oat pasture to mitigate direct
N20 emissions from bovine urine. The field experiment was conducted at Fazenda
Experimental Canguiri, belonging to the Federal University of Parana, located in the
municipality of Pinhais-PR. The treatments consisted of five proportions of forage
turnip intercropped with black oat pasture, being PO (zero turnip ratio, 100% black
oats); P15 (15% forage turnip and 85% black oats); P30 (30% forage turnip and 70%
black oats); P60 (60% forage turnip and 40% black oats) and P100 (100% forage
turnip). The experimental design was in randomized blocks, with 4 replicates, in a
split plot scheme (with and without urine application). The urine was collected from
dairy cows in full lactation and was applied directly to microplots bounded by a metal
base measuring 0,1819 m?, inserted in the soil, which also served to couple the air
sampling chambers. Air samplings were performed using the static chamber method
and samples were analysed by gas chromatography. Water-filled pore space (WFPS)
and inorganic nitrogen concentrations (N-NH4* and N-NO3") were also determined by
sampling soil in the 0-5 cm layer. The evaluations lasted 71 days, from October to
December 2019, ending in senescence of black oats and a reduction in the levels of
inorganic N to basal soil levels. The increase in the proportion of forage turnip
intercropped with black oat pasture linearly reduced N20 emissions from urine
patches, but there was no evidence that this reduction was associated to inhibition of
nitrification, as the greater the proportion of forage turnip, higher were ammonium
and also nitrate concentrations. Soil moisture expressed by WFPS value was
possibly the main factor responsible for regulating N20O fluxes, with the highest
proportions of turnip having the lowest WFPS values, which may have reduced N20
emissions via denitrification. The proportions with P100 and P60 turnip decreased
the cumulative emissions by 31-47%, and the emission factor in P100 was 0.31%,
lower than the 0.61% factor in pure oat pasture (P0); and both well below the 2%
recommended by the IPCC. The biological inhibiting effect of nitrification cannot be
justified by the N-nitrate values in the soil. In this sense, new studies need to be
developed to clarify the mechanisms responsible for the reduction of N2O emissions
in urine stains with the use of forage turnip intercropped with black oats.

Keywords: Urine nitrogen; nitrification; consortium; Brassicaceae.
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1 INTRODUGAO

O aumento das concentragdes de gases do efeito estufa na atmosfera tem
elevado o potencial de aquecimento global, e o resultado mais impactante desse
processo sao as alteragcbes nos regimes de precipitacdo e temperatura, que
implicam diretamente na capacidade das culturas agricolas se adaptarem as
condi¢cdes ambientais extremas, e consequentemente, comprometem a producao de
alimentos e outras atividades econémicas (IPCC, 2007; Lenton, 2011). As projegdes
do Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC) sugerem que a
escala e as taxas de mudancgas estimuladas pela elevagdo nas concentragbes de
gases do efeito estufa podem alterar drasticamente a acessibilidade e a qualidade
dos recursos naturais (IPCC, 2014). Entre os principais gases do efeito estufa, o
oxido nitroso (N20) destaca-se por apresentar um potencial de aquecimento global
que excede 300 vezes o do didéxido de carbono (CO2), e com um periodo de
residéncia atmosférico de até 100 anos (Foster et al., 2007; Grifis et al., 2017).

As atividades agricolas s&o responsaveis por 10 a 14% das emissdes globais
de gases do efeito estufa (Smith et al., 2007; Francesco et al. 2013), e respondem
por 60% das emissdes antropogénicas de N20, sendo que a maior parte do N20
emitido € atribuido ao uso de fertilizantes nitrogenados e a deposi¢ao de dejetos
animais em pastagens (IPCC, 2014; Reay et al., 2012; Broucek, 2017). No Brasil, as
emissdes geradas pela deposigao de dejetos animais em pastagens correspondem
por 34% do total emitido pelas atividades agropecuarias (MCTIC, 2017), sendo que
a maior parte das emissbes € atribuida ao expressivo rebanho bovino, que
ultrapassa 220 milhdes de cabecas (IBGE, 2018). Esse impacto € um reflexo das
atividades pecuarias, que sao predominantemente compostas por sistemas de
pastoreio extensivo, onde altos niveis de nitrogénio sado perdidos em ambientes
sensiveis (pastagens degradadas e taxas de lotagdo que excedem a capacidade da
pastagem). As deposi¢des de nitrogénio em manchas de urina no solo podem atingir
taxas equivalentes a 1000 kg N ha™' (média de 613 kg N ha'') (Haynes e Williams,
1993; Selbie et al., 2015), enquanto que as manchas de esterco podem atingir taxas
que variam de 200 a 800 kg N ha'' (Oenema et al., 1997).

A elevada concentracdo de nitrogénio nos dejetos resulta do baixo
aproveitamento desse nutriente pelos ruminantes, sendo que 70 a 95% do nitrogénio

consumido na alimentagéo é excretado de forma localizada sobre o solo (Oenema et
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al., 2005; Selbie et al., 2015). Estima-se que a quantidade de N em manchas de
urina pode exceder cerca de 2 a 3 vezes a capacidade de absorcao pelas plantas
(Blennerhasset et al., 2006), aumentando assim o potencial de produgao de N20
pelos processos de nitrificacdo e desnitrificagdo (Baggs e Philippot, 2010). Além
disso, aumenta também o potencial de perda de nitrogénio por lixiviagao de nitrato
(NOs3) e por volatilizagédo de aménia (NHs) (Di e Cameron, 2016; Luo et al., 2010;
Soussana e Lemaire, 2014).

Para estimar as emissdes de N20 em sistemas pecuarios, o IPCC
estabeleceu um fator de emissao (FE) padrdo de 2% para o N contido na urina e
esterco de bovinos em pastagens, com base em estudos conduzidos principalmente
em regides de clima temperado (IPCC, 1997). No entanto, ha uma incerteza nessas
estimativas (de 0,7-6,0%), devido as condi¢des especificas de cada pais ou regido,
que incluem diferentes tipos de solo, sistemas de manejo da pastagem, temperatura
e precipitacdo (Barneze et al., 2014; IPCC, 2006). Além disso, o IPCC nao faz
distingdo entre os FEs de urina e de esterco, apesar da diferente composicao entre
esses dejetos. Isso levanta a hipotese que as emissdes séo relativamente maiores
na urina, onde o N esta basicamente em uma forma soluvel e, portanto, mais
facilmente hidrolisavel do que no esterco, que se encontra em estruturas organicas
mais complexas (Luo et al., 2009).

A variabilidade de fatores que podem influenciar direta ou indiretamente nas
emissdes de N20 torna necessario o desenvolvimento de FE’s especificos, com
base em estudos desenvolvidos nas condicdes ambientais de cada pais, o que de
fato, aumenta a confiabilidade dos inventarios nacionais de emissao de gases do
efeito estufa (Simon et al., 2018). A exemplo dessa medida, Nova Zelandia e
Australia adotaram FE’s especificos, sugerindo valores abaixo daqueles estimados
pelo IPCC (IPCC, 2006) (Australia, 2012; New Zealand, 2017), corroborando com
estudos realizados no Brasil em condi¢gbes de clima subtropical (Sordi et al., 2014;
Simon et al., 2018), e tropical (Barneze et al., 2014; Cardoso et al., 2018).

Diversas estratégias foram testadas para mitigar as emissées de N20 em
sistemas agricolas, incluindo pesquisas focadas no solo (Butterbach-Bahl et al.,
2013; Van Groenigen et al., 2015), seguido pelo desenvolvimento de modelos
produtivos mais eficientes, como os sistemas integrados de produgao agropecuaria
(Piva et al.,, 2014; Piva et al., 2019; Ribeiro et al., 2020), o uso de inibidores
sintéticos da nitrificacdo (Cardenas et al., 2016; Di & Cameron, 2005; Simon et al.,
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2018; Luo et al., 2015b; Luo et al., 2016); e mais recentemente, o uso de plantas
com a capacidade de inibir a atividade das bactérias nitrificantes do solo (Subbarao
et al., 2015; Luo et al., 2015a; Di et al., 2016; Hoogendoorn et al., 2016; Balvert et
al., 2017; Gardiner et al., 2017; Simon et al., 2019; de Klein et al., 2019).

Os inibidores bioldgicos da nitrificagao (IBNs) sdo compostos provenientes do
metabolismo secundario das plantas, e que geralmente sao liberados no solo via
exsudagao radicular, pela decomposi¢cao dos residuos de superficie (palhada), ou
podem exercer um efeito diurético na dieta dos animais alimentados com a forragem
dessas espécies, sendo que a hidrolise desses compostos atua diretamente na
supressao das comunidades nitrificantes do solo (Subbarao et al., 2015; Balvert et
al., 2017; Byrnes et al., 2017). Diversos estudos identificaram uma variedade de
plantas com potencial de inibir a nitrificacdo no solo. O sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench) por exemplo, produz compostos como a sakuranetina e a sorgoleona, que
atuam inibindo as enzimas aménio monooxigenase (AMO) e hidroxilamina
oxidoredutase (HAQO) das bactérias nitrificantes Nifrosomonas (Subbarao et al.,
2012). Além disso, em plantas de Brachiaria humidicola também foram encontrados
exsudatos com potencial inibitério, como a braquialactona, que também inibe a AMO
e a HAO (Subbarao et al., 2007; Subbarao et al., 2009). Experimentos conduzidos
na Nova Zelandia, demonstraram que o consorcio de plantain (Plantago lanceolata
L.) com pastagem de azevém e trevo branco tem sido uma opg¢ao promissora para
reduzir as emissdes de N20 (Luo et al., 2018; de Klein et al., 2019; Simon et al.,
2019), pois o plantain produz um composto denominado aucubina, que reduz a
quantidade de N excretado na urina ou pode atuar inibindo a atividade da AMO no
solo (Bartholomeus e Ahokas, 1995).

Além disso, estudos também evidenciaram o potencial de espécies da familia
Brassicacea em produzir IBNs. De acordo com alguns autores (Luo et al., 2015; Di et
al., 2016; Gardiner et al., 2016; Balvert et al., 2017), os glucosinolatos (GLS) sao
importantes fitoquimicos bioativos, e a hidrolise desse composto resulta em diversos
produtos, como isotiocianatos (ITCs), tiocianatos e nitrilos, que se mostraram
eficientes inibidores da nitrificagdo em solo incubado (Bending e Lincoln, 2000).
Nesses estudos de incubagéo, Bending e Lincoln (2000) observaram que os ITCs
inibiam o crescimento das populagdes de bactérias oxidantes de aménio (NH4"),
sendo o fenil-ITC o composto mais téxico dos ITCs testados. A incorporagdo dos

tecidos de brassicas no solo também demonstrou potencial inibitério sobre a
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nitrificagdo (Bending e Lincoln, 2000; Snyder et al., 2010). Brown e Morra (2009)
observaram que os tecidos de Brassica juncea, Brassica napus e Sinapis alba L.
atrasaram a nitrificagdo (indicada pelo acumulo de NH4%), devido as maiores
concentragdes de GLS formadores de ITC, que por sua vez interagiam com grupos
sulfidrila de proteinas (Kawakishi e Kaneko, 1985 e 1987), comportando-se como
biocidas.

O efeito dos IBN também foi observado nos dejetos de ovinos alimentados
com colza (Brassica napus L.), onde a concentracdo de N excretado na urina foi
semelhante a dos animais alimentados com azevém (Lolium perene L.), mas com
uma menor concentracdo de N no esterco (Luo et al.,, 2015a). Além disso,
constataram que o FE da urina foi menor para os ovinos alimentados com colza em
relagdo aos alimentados com azevém, o que pode estar relacionado a liberagao de
metabdlitos secundarios provenientes da hidrélise dos GLS, consumidos na dieta e
transferidos para a urina (Snyder et al., 2010; Luo et al., 2015). Experimentos com
plantas também foram investigados no Brasil, mas, os resultados ainda ndo foram
conclusivos, devido a necessidade de estudos mais profundos sobre a identificagao
desses compostos, os mecanismos de acgao, o efeito dos exsudatos na comunidade
nitrificante, além da investigacdo de diferentes espécies de plantas com potencial
inibitério. Em um desses estudos, Simon et al., (2019) avaliaram o potencial da
brachiaria humidicola e do capim aries (Panicum maximum), e observaram que o0s
fluxos de N20O em manchas de urina foram menores na braquiaria do que no capim
aries, com uma reducao de 20% nas emissdes cumulativas e no FE de N20.

Considerando o potencial que algumas espécies de brassicas tém em inibir a
nitrificagcdo do solo e contribuir para a mitigacdo das emissdes de N20, identifica-se
a interessante oportunidade de pesquisar se o nabo forrageiro (Raphanus sativus L.)
também tem esse potencial. Isso é particularmente relevante nos sistemas agricolas
no Sul do Brasil, onde o nabo forrageiro € amplamente cultivado como planta de
cobertura do solo no inverno, promovendo melhorias na estrutura do solo e na
reciclagem de nutrientes (Crusciol et al.,, 2005; Lima et al., 2007; Reinert et al.,
2008). Além do nabo como uma espécie de cobertura, os sistemas baseados em
pastagens anuais de inverno no sul do Brasil sdo amplamente cultivados com aveia
preta (Avena strigosa L.), tanto para o pastejo de bovinos de leite ou de corte (Lopes
et al., 2009; Anghinoni et al., 2013; Ziech et al., 2015). O fato de o consércio do nabo

forrageiro com aveia preta ser possivel, levanta, portanto, a possibilidade do
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emprego do nabo forrageiro para mitigar as emissées de N20 a partir da urina de

bovinos nessas pastagens.
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1.1 HIPOTESES

e Nabo forrageiro em consorcio com a pastagem de aveia preta mitiga as
emissoes diretas de N20 a partir da urina bovina depositada em um solo de
clima subtropical, possivelmente pela liberagdo de exsudatos radiculares que

atuam sobre a inibigdo da nitrificagao do solo.

e Fator de emissao direta de N20 a partir de urina bovina depositada em pastos
de aveia preta contendo proporgdes de nabo forrageiro € menor do que a taxa

de 2% estimada pelo IPCC para dejetos animais depositado em pastagens.

1.2 OBJETIVOS

e Avaliar a capacidade do nabo forrageiro consorciado em diferentes
proporgdes com a pastagem de aveia preta em mitigar as emissdes diretas de

N20 a partir de urina bovina.

e Avaliar a magnitude do fator de emissédo de N20 a partir de urina bovina
depositada em solo de pastagem de aveia preta contendo propor¢des de
nabo forrageiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area experimental

O experimento de campo foi conduzido na Fazenda Experimental Canguiri,
pertencente a Universidade Federal do Parana (UFPR), situada no municipio de
Pinhais — PR. A area esta localizada nas coordenadas 25° 23’ 41” sul e 49° 07’ 45”
oeste, com 910 metros de altitude. O clima da regiéo é classificado como subtropical
umido mesotérmico (Cfb, Képpen), com auséncia de estagao seca, verdes frescos e
invernos com temperaturas mais baixas (Alvares, 2013). A temperatura média no
més mais quente é de 26,6 °C (janeiro) e no més mais frio 9,8 °C (junho), com
precipitagdo média anual de 1500 mm (Simepar, 2017). De acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (SiBCS), o solo da area é classificado como
Cambissolo Haplico (Santos et al., 2018) com as seguintes caracteristicas
amostradas na camada de 0 — 15 cm em janeiro de 2020: 439 g kg*! de argila, pH
CaCl2 4,9; 4,6 % de MO; 54% de saturacao por bases; * 5,3 cmolc dm= Ca*?; * 0,20
cmolc dm3de K*; * 2,2 cmolc dm=3de Mg (* extrator KCI 1,0 mol L-"); 6,4 mg dm™ de
P (extrator Melich™'); ; 6,4 cmolc dm™ de H* + AP+,

A area do experimento estava em pousio ha cerca de dois anos. Nesse
periodo, a vegetagcédo foi composta predominantemente por vassourinha (Baccharis
dracunculifolia), carqueja (Baccharis trimera), picao-preto (Bidens pilosa) e tiririca
(Cyperus spp.). O preparo inicial da area foi realizado através de uma rogada
mecanizada para remogao da vegetagao mais densa, seguido por uma rogada com
maquina costal para rebaixar a vegetagao o mais préximo da superficie do solo. Em
seguida, os blocos foram dimensionados e marcados com estacas, e as linhas de

semeadura foram demarcadas por uma semeadoura.

2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos consistiram em cinco propor¢bées de nabo forrageiro
(Raphanus sativus L.) consorciado com pastagem de aveia preta (Avena strigosa
Schereb.) no inverno:

e PO, sem nabo forrageiro, 100% aveia preta;

e P15, proporgédo de 15% de nabo forrageiro e 85% de aveia preta;
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e P30, proporcao de 30% de nabo forrageiro e 70% de aveia preta;
e P60, proporgéo de 60% de nabo forrageiro e 40% de aveia preta;

e P100, proporcao de 100% de nabo forrageiro, sem aveia preta.

As propor¢des foram obtidas por diferentes densidades de semeadura de
aveia preta e de nabo forrageiro. No tratamento PO foi usado 100% da dose
recomendada de semente para aveia preta (80 kg ha™); enquanto no tratamento
P100 foi usado 100% da dose recomendada de semente para nabo forrageiro (20 kg
ha'). Em P15 foi usado 15% da dose de semente recomendada para nabo
forrageiro e 85% da dose de semente recomendada para aveia preta (3 kg ha' de
nabo forrageiro e 68 kg ha™! de aveia preta); e este mesmo procedimento foi usado
para se obter as proporgcdes P30 e P60.

O potencial germinativo das sementes foi considerado nestas proporcoes e
para isso as sementes foram analisadas no Laboratério de Tecnologia de Sementes
da UFPR. As sementes de aveia foram separadas em trés lotes de 50 sementes,
sendo distribuidas sobre duas folhas de papel germitest umedecidas com
quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel nao hidratado,
coberto com uma terceira folha e, em seguida, confeccionados em forma de rolos e
mantidos em camara de germinac&o por 72 horas; enquanto que as sementes de
nabo foram separadas em quatro lotes de 30 sementes, seguindo o mesmo
protocolo da aveia, porém, posicionadas no interior de caixas gerbox.

O delineamento experimental foi blocos ao acaso, com quatro repeticées, em
esquema de parcelas subdivididas. As parcelas apresentavam dimens&o de 4 x 3 m,
totalizando 12 m? por unidade, e 240 m? de area total. No interior de cada parcela,
houve a divisdo de uma microparcela, com dimensdes de 0,728 m?, para delimitar o
tratamento controle, isto é, sem aplicagéo do dejeto. A semeadura das cultivares IPR
115 (nabo forrageiro) e Embrapa 139 (aveia preta) foi realizada manualmente no dia
08 de agosto de 2019, em um espagamento de 17 cm entre linhas, sem adubagao
de base.

Aos 60 dias apds a emergéncia das plantas, quando estas estavam com uma
altura média de 32 cm, foi realizado um pastejo simulado. O corte foi realizado com
auxilio de uma rogadeira manual, de modo que o residual da pastagem
permanecesse com altura média de 15 cm, caracterizando um sistema de pastejo

moderado, sendo que o residuo cortado foi removido da parcela. O controle das
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plantas daninhas foi realizado manualmente, quando constatado a necessidade, e o

controle de pragas foi realizado com aplicagao de 6leo de neem (Azadirachta indica).

2.3 Coleta, caracterizacao e aplicacao de urina bovina

A urina foi coletada em um lote de 35 vacas leiteiras da raca Holandesa, em
plena lactagdo. Os animais estavam sendo conduzidos em sistema de pastejo
rotacional, em pastos de aveia preta, e com suplementagdo no cocho, onde eram
fornecidos 1,125 kg/animal de concentrado (ragdo) antecedendo as ordenhas da
manhd e da tarde, além de 17,5 kg/animal/dia de volumoso (silagem de milho)
misturada com 3 kg/animal/dia de concentrado. A coleta de urina foi no dia 08 Out
2019, iniciando as 5:00 h da manha, antecedendo a primeira ordenha do dia (por
volta das 06h 30min), quando as vacas ainda estavam no pasto. A urina foi coletada
em baldes plasticos, previamente higienizados, e o volume coletado foi filtrado e
transferido para tambores maiores (40 litros) para homogeneizacéo e quantificagao.
Com base no numero de animais e no volume coletado, determinou-se a média de
urinada por animal, totalizando 2,2 litros.

Uma aliquota de urina foi separada para determinar a concentracido de N
total, utilizando a metodologia de Kjeldahl. O método consiste na digestdo de 10 mL
da amostra de urina, 7,5 mL de H2SO4 e 0,5 g de sulfato de cobre e potassio
(catalisador da reacéo). Logo apds a digestdo, as amostras foram transferidas para
um baldo volumétrico de 100 mL, onde iniciou-se o processo de destilacdo, com a
adicao de 25 mL de extrato e 30 mL de NaOH (32%). No processo de destilagao
foram capturados 50 mL do destilado em um erlenmeyer previamente preparado
com uma solugao de 20 mL de H2SO4 (0,02 M) e indicador fenolftaleina. A titulagao
foi realizada com NaOH 0,02 M, e resultou na concentracao de 0,63% N/mL.

Na manha do mesmo dia da coleta da urina, esta foi aplicada manualmente
sobre o solo em uma microparcela de 34 x 53,5 cm (0,1819 m?) no interior de cada
parcela. A microparcela era delimitada por uma base de metal com as mesmas
dimensdes, e ancorada ao solo, que serviu também como suporte para a acoplagem
das camaras de coleta durante os eventos de amostragem de ar. O volume aplicado
em cada microparcela foi de 2L, com um regador a uma altura de aproximadamente
0,50 m do solo. Uma segunda microparcela e base metalica com as mesmas

dimensdes foi instalada como condigado controle, sem aplicacéo de urina.
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2.4 Amostragem de ar do solo para quantificagdo dos fluxos de N20O

A amostragem de ar foi realizada pelo método de camaras estaticas descritas
por Mosier (1989) e Parkin et al. (2003). As camaras foram compostas por caixas de
PVC, recobertas com uma manta isotérmica de aluminio, com dimensdes de 34 cm
de largura, 53,5 cm de comprimento e 31,4 cm de altura. Em cada evento de
amostragem de ar, as camaras foram acopladas sobre as bases de metal fixadas no
solo e a vedacéao foi realizada com a adicdo de agua nas canaletas laterais das

bases (Figura 1).

FIGURA 1. REPRESENTACAO DA BASE DE METAL UTILIZADA PARA ACOPLAGEM DAS
CAMARAS DE COLETA DE AR E SUAS DIMENSOES. PINHAIS — PARANA, 2019.

Parte da canaleta onde
[~ aagua é armazenada Z'im

40 cm ! i
i_ _— e Parte da base que permanece
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35em [ ] 35 em—{[ | base de metal fixada no solo
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5cm { 5cm — 2cm
; : )
535 cm ! 36 cm
Parte da base Canaleta localizada acima da
fixada no solo superficie do solo para

acoplagem da camara

FONTE: O autor (2019)
(Adaptado de Bruno J. R. Alves)

As camaras foram equipadas com um termOmetro digital, utilizado para
monitorar a temperatura interna durante a amostragem, dois ventiladores de 12 V
fixados nas laterais internas da camara para homogeneizag¢ao do ar, e uma saida de
valvula na parte superior da cadmara para conectar a seringa coletora de ar. Os
acessorios foram fixados na camara com borrachas de vedacgéao, e apds cada evento
de amostragem, as camaras foram removidas cuidadosamente, mantendo as bases

intactas no solo.
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Cada evento de coleta iniciou as 9:00 horas, quando a camara foi acoplada
sobre a base. Amostras de ar foram retiradas em intervalos de 15 minutos, aos 0,
15, 30 e 45 minutos apos o acoplamento da camara. Para homogeneizagéo do ar no
interior da camara, o ventilador era acionado por aproximadamente 10 segundos
antes de cada tempo de coleta, exceto no tempo 0. A amostra de ar foi retirada com
seringas de polipropileno (20 mL) equipadas com uma valvula na ponteira,
permitindo que o gas coletado fosse transferido diretamente para frascos evacuados
(Exetainer®, Labco, UK). As coletas iniciaram no dia 08 Out 2019 e ocorreram aos 0,
1, 3, 7, 10, 14, 20, 30, 51 e 71 dias apos aplicagdo da urina, até 18 Dez 2019,
quando a cultura da aveia entrou em senescéncia plena e os teores de N inorganico
do solo retornaram aos seus niveis basais.

As amostras de ar foram analisadas por cromatografia gasosa em
equipamento GC — Shimadzu 14-A, pertencente ao Laboratério de Biogeoquimica
Ambiental da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O cromatégrafo
estava equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) para determinacéo da
concentragdo de CH4 e um detector de captura de elétrons (ECD) para determinagao
da concentragao de N20.

A concentragdo de gas na camara foi calculada pela multiplicacdo da
concentragao de gases emitidos no intervalo de 45 minutos pelo volume interno da
camara. A partir da concentragdo do gas por unidade de volume (area da camara),
da temperatura interna da cdmara em graus Kelvin, pressdo atmosférica de 1 atm, e
da constante universal dos gases (0,08206), foi calculado o numero de mols de N20.
A concentracao final foi obtida pela multiplicacdo do numero de mols pela massa de
cada molécula de gas, o que permitiu visualizar o incremento linear das
concentracbes de gases na camara. O coeficiente angular da equacado descreve
esse incremento nas concentragdes, e corresponde a taxa de emissao do gas (ppm
min-! ou ppb min-").

A emissao diaria foi obtida pela transformagao dos fluxos no intervalo entre a
montagem da camara (tempo 0) e a ultima coleta (45 minutos), para minutos e
posteriormente pela duragdo do dia, resultando na emissdo em ug m?2 h'
(concentragdo de gas emitido por unidade de area e por unidade de tempo). Os

fluxos de N-N20 foram determinados pela equagao proposta por Barton (2008).
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FN = (SC v M ) -
&1 *vm (equacdo 1)

Sendo:
= FN - Fluxo de N20O (u N — N20 m= h);
= OC/dt: variagao de concentracao de N20 na camara no intervalo de medi¢ao
(mol mol* h™);
= V- Volume da camara (m?3);
= A - Area ocupada pela camara no solo (m?);
= M - Peso molecular do N20;
= Vm — Volume molar do gas nas condi¢bes normais de temperatura e pressao

(g mol™);

A emissdo acumulada de N20 (mg N-N20 m2) foi calculada a partir da
interpolacdo linear dos valores de emissdao de N20 emitidos em cada evento de
amostragem (Bayer et al., 2015; Simon et al.,, 2018) ao longo dos 71 dias de
avaliagdo. A interpolacédo utiliza as taxas de emissdo ao longo do tempo para
integrar valores de referéncia nos periodos intermediarios, compreendidos entre
uma coleta e outra. O fator de emissédo (FE) foi calculado pela diferenca entre a
emissao acumulada de N20 do dejeto (urina) e a emissdo acumulada de N20 do
tratamento controle, em relagdo a concentracdo de N presente na urina, conforme

descrito na equagéo 2.

0 (urina) — N,0,,,.; (solo sem urina)

N, ;
FE (%) = ( 2% rotal

x 100 (equacdo 2
N aplicado na forma de urina ) (equag )

Sendo:
* N20@rina) — Emissdo acumulada de N-N20 do tratamento com aplicagéo de
urina do periodo de avaliagdo (kg N ha™);
" N20 (solo sem winay — N-N20 acumulado durante o ciclo de avaliacido para o
tratamento controle (g m-?);

= N aplicado (na forma de urina) — Quantidade de N aplicado via urina (g m2);
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2.5 Atributos do solo

2.5.1 Concentragao de nitrogénio inorganico (N-NH4* e N-NO3")

Durante a amostragem de ar, foram coletadas amostras de solo para
determinar as concentragdes de N inorganico. Essas coletas foram realizadas em
uma outra microparcela que também recebeu urina, e que tinha dimensodes
semelhantes a microparcela de avaliagdo de gases, porém estava a uma distancia
de 50 cm destas. As coletas de solo foram realizadas em triplicatas, com auxilio de
um trado calador, a 5 cm de profundidade, sendo posteriormente homogeneizadas
para obtencdo de uma amostra de solo composta, de aproximadamente 50 gramas.
Do total de solo obtido, uma aliquota de 5 g foi pesada e extraida com solugdo de
KClI 2 mol L. As concentragcbes de NHs4* e NOs3 foram determinadas por
espectrofotometria em sistema de analise por injecao de fluxo (FIA), utilizando o
método do salicilato e da coluna de cadmio, respectivamente (Hambridge, 20073,
2007 b).

As intensidades de NH4" e NOs foram calculadas a partir da interpolagéo
linear dos valores de concentragcéo obtidos em cada coleta ao longo de 71 dias. A
interpolagcdo permite que as concentragbes de cada coleta individual sejam
integralizadas em concentragbes intermediarias, definidas pelo intervalo entre uma
coleta e outra, e com isso, foi possivel verificar os tratamentos com maior
intensidade de NH4* e NOg3, durante o periodo. Além disso, foi calculada a taxa de
variagdo na concentracdo de nitrato (A N-NOs3), por meio da diferenca de
concentragdo de NOs entre uma coleta e sua anterior, em relagéo ao intervalo de
dias entre as coletas, determinando a proporcdo de NO3 que estava sendo

nitrificado em cada intervalo de tempo.

2.5.2 Densidade do solo

A avaliagao da densidade do solo ocorreu no dia 07/01/2020, cerca de 20 dias
apos a ultima amostragem de ar, pelo método do anel volumétrico. O procedimento
consistiu na coleta de trés amostras indeformadas de solo na camada de 0 a 5 cm

em cada parcela. Os anéis foram preparados (toalete) e submetidos em estufa a 105
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°C até obter peso constante. A determinacgao foi realizada pela divisdo do peso seco

da amostra pelo volume do cilindro.
2.5.3 Porosidade preenchida por agua (PPA)

Da mesma amostra de solo coletada para determinar os teores de nitrogénio
inorganico, foi retirada uma aliquota de 20 gramas de solo para determinar a
umidade gravimétrica do solo, a partir da pesagem do solo umido, seguido pela
secagem das amostras a 105 °C em estufa de circulagdo forcada, até obter peso
constante, conforme Embrapa (1997). Com base nos valores de umidade
gravimétrica, densidade de particulas (op= 2,65 kg dm-3) (Simon et al., 2018) e a

densidade aparente do solo, foi calculada a porosidade preenchida por agua,

(ii—ii}x oz) )
e x100
PPA (%) =\ (1-3)

conforme descrito na equagao 3:

Sendo:
* 0g - Umidade gravimétrica do solo;
= 0s - Densidade aparente do solo (determinada por anel volumétrico);

= op — Densidade de particulas;

A média ponderada da porosidade preenchida por agua foi calculada pela
interpolacao linear dos valores totais de PPA obtidos em cada coleta ao longo de 71

dias.

2.5.4 Parametros meteoroldgicos

As informacgdes meteoroldgicas de precipitagcado diaria e temperatura média
diaria foram obtidas em uma estagdo meteoroldgica localizada no Nucleo de
Inovagédo Tecnoldgica em Agropecuaria (NITA), localizada cerca de 850 metros do

experimento.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (Bartlett), e os tratamentos foram comparados entre
si pela analise de regressao (p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas no
programa estatistico R Studio, com a utilizacdo dos pacotes Agricolae e MASS.
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3 RESULTADOS

3.1 Precipitacao pluviométrica e temperatura do ar

A precipitacdo mensal foi maior no més de novembro, com 241 mm, seguido
pelos meses de outubro, com 122 mm e setembro com 110 mm, sendo que a menor
precipitagdo acumulada ocorreu no més de agosto, com 27 mm (Figura 2). A
temperatura média diaria foi maior nos meses de outubro e novembro, com 18,9 e
18,5 °C, respectivamente, sendo que o més de agosto foi definido por temperaturas

mais baixas, em torno de 13,9 °C.

FIGURA 2. PRECIPITACAO (BARRAS, mm) E TEMPERATURA MEDIA DIARIA DO AR (LINHA
TRACEJADA, C°) DURANTE O PERIODO DE 30/07/2019 A 21/12/2019. PINHAIS — PARANA, 2019.
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FONTE: Estagdo meteorologica digital localizada junto ao Nucleo de Inovagao Tecnoldgica em

Agropecuaria (NITA).

3.2 Fluxos de N20 a partir de manchas de urina

Os fluxos de N20O aumentaram constantemente ap6s a aplicagdo da urina,
atingindo o pico de emissao 7 dias apds aplicagcdo, e retornando aos niveis de
emissao basal em aproximadamente 58 dias (Figura 3). Nesse pico, os fluxos de

N20 foram mais baixos nos tratamentos P100 e P60, com 573 e 890 ug N-N20 m? h-
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', respectivamente, o que resultou em uma redugdo de 58% (P100) e 35% (P60) nos
fluxos de N20 em relacédo ao tratamento PO, que apresentou a maior emissdo, com
1370 ug N-N20 m? h-'. Além disso, os tratamentos P15 e P30 também apresentaram
fluxos elevados durante o pico, com 1227 e 1222 ug N-N20 m? h-', respectivamente.

O efeito das proporgdes de nabo forrageiro em atuar na mitigacdo das
emissdes de N20 foi observado de maneira mais clara até os 20 dias apds aplicagao
da urina, sendo que a partir dos 30 dias, todos os tratamentos apresentaram fluxos
semelhantes ao PO (94 + 3,42 ug N-N20 m? h'). A emissao dos tratamentos controle
foi baixa ao longo de todo periodo de avaliagao, sendo inferior a 15 £ 0,63 ug N-N20

m?2 h-1.

FIGURA 3. FLUXO DE OXIDO NITROSO DE MANCHAS DE URINA EM PASTOS DE AVEIA PRETA
CONTENDO PROPORCOES DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60%
(P60) E 100% (P100). OS ENSAIOS INCLUIRAM TRATAMENTOS CONTROLE, REPRESENTADOS
NO GRAFICO PELO “X” DA COR DO RESPECTIVO TRATAMENTO. PINHAIS - PARANA, 2019.
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: Asteriscos indicam a significancia entre os tratamentos, de acordo com as regressdes

(p<0.05; tabela 1, material suplementar).

A emissao acumulada de N20 e o fator de emissédo (FE%) apresentaram uma
reducao linear com o aumento das proporgdes de nabo forrageiro (Figura 4A e 4B).
O tratamento P100 reduziu as emissdes acumuladas em 47% (230 mg m-? N-N20) e
o FE em 49% (0,31%), em relagcdo ao tratamento PO, cuja emissdo acumulada foi

436 mg m? N-N20 e o FE de 0,61%. Além disso, também ocorreram redugées
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consideraveis de 31%, 20% e 14% nas emissdes acumuladas dos tratamentos P60
(301 mg m2 N-N20), P30 (348 mg m? N-N20) e P15 (376 mg m?2 N-N20),
respectivamente. A equacéo gerada pela regressdo demonstrou que para cada 1%
de nabo forrageiro no consércio, ha uma redugdo de 1,93 mg m-? N-N20, que deixa

de ser emitido para a atmosfera.

FIGURA 4. EMISSAO ACUMULADA DE OXIDO NITROSO (A) E FATOR DE EMISSAO (B) DE
MANCHAS DE URINA EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORGOES DE NABO
FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). PERIODO DE
AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICACAO DA URINA. (P<0.05). PINHAIS - PARANA, 2019.
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LEGENDA: Linhas verticais representam o erro padrao.



34

3.3 Concentracdes de NH4" e NO3™ do solo

As concentragdes de NH4" do solo foram mais altas apds a aplicacdo da
urina, mas tiveram um declinio cerca de 3 dias apds a aplicacdo, que se estendeu
até os 50 dias quando os tratamentos apresentaram concentracdes semelhantes ao
controle (18 mg N kg') (Figura 5A). A concentragdo mais alta foi no tratamento P100
com 558 mg N kg, seguido pelo P30, com 469 mg N kg, enquanto que os
tratamentos P15 e PO apresentaram concentragdes mais baixas, e valores proximos
a 450 mg N kg'. O tratamento P60 teve sua maior concentragdo de NHs4+* um dia
apos a aplicagao da urina, com 428 mg N kg™.

As concentracées de NOs™ foram baixas apds a aplicagao da urina, e tiveram
um aumento aos 3 dias, o que de fato coincidiu com a redugao nas concentracdes
de NH4* (Figura 5B). As concentragbes mais altas foram no intervalo entre 20 e 30
dias apos a aplicagdo da urina, com tendéncia de ser maior no tratamento P100
(~156 mg N kg') e P60 (186 mg N kg') (aos 20 dias). Apds 30 dias, as
concentracdées de NOs foram diminuindo para valores proximos aos tratamentos
controle, aos 71 dias, sendo que o tratamento PO teve sua redugéo a partir dos 20
dias. Em todo periodo experimental, as concentracées de NH4* foram maiores do

que as concentragdes de NOs'.
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FIGURA 5. CONCENTRACAO DE AMONIO (A) E NITRATO (B), DE 0 A 5 CM DE PROFUNDIDADE
DO SOLO EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORCOES DE NABO FORRAGEIRO
DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). (P<0.05). 0S ENSAIOS INCLUIRAM
TRATAMENTOS CONTROLE, REPRESENTADOS NO GRAFICO PELA LETRA “X” DA COR DO
RESPECTIVO TRATAMENTO. PINHAIS - PARANA, 2019.
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: Asteriscos indicam a significancia entre os tratamentos, de acordo com as regressdes

(p<0.05; tabela 3, material suplementar).

As proporcdes de nabo forrageiro influenciaram as intensidades de NH4™ e
NOs™ do solo, sendo que as intensidades de NH4* foram mais baixas em PO, com
7997 mg N kg' e aumentaram constantemente com o aumento das proporgées de
nabo até o tratamento P60, com 9584 mg N kg (Figura 6A), resultando em um
aumento de 16,5% na intensidade, seguido por um posterior decréscimo de 2,5%

em P100 (9341 mg N kg™).
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As intensidades de NO3s também foram mais baixas em PO, com 4316 mg N
kg e aumentaram constantemente até atingir a maior intensidade em P60, com
6466 mg N kg' (Figura 6B), o que promoveu um incremento de 33% nas

intensidades de NOs", seguido por uma reducgado de 11% em P100 (5750 mg N kg™).

FIGURA 6. INTENSIDADE DE AMONIO (A) E NITRATO (B) DO SOLO AMOSTRADO NA CAMADA
DE 0 A 5 CM EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORCOES DE NABO
FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). PERIODO DE
AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICACAO DA URINA. PINHAIS - PARANA, 2019.
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LEGENDA: Barras verticais representam o erro padrao. (p<0.05).
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As taxas de variagdo nas concentragdes de nitrato foram baixas apds a
aplicagao da urina no solo, mas aumentaram consideravelmente apds 3 dias, com
tendéncia de maiores taxas de nitrificacdo entre os dias 7 e 14, nos tratamentos
P100, P60, P15 e PO, com taxas variando de 14,9 (P60) a 15,7 (P15) mg N kg™’
(Figura 7). O aumento nas taxas de nitrificacdo coincidiu com a reducdo nas
concentragdes de NH4™ e o aumento nas concentracées de NOs™ (Figura 5A e 5B),
sendo que as taxas entraram em declinio apds a maior parte do NH4* ter sido
consumido. Aproximadamente 27 dias apds a aplicagao da urina, as taxas atingiram

valores negativos de nitrificacao.

FIGURA 7. TAXA DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE NITRATO (A N-NOs) NO SOLO EM
PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORGCOES DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (PO0),
15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). PERIODO DE AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS
APLICACAO DA URINA. PINHAIS - PARANA, 2019.
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: Asteriscos indicam a significancia entre os tratamentos, de acordo com as regressdes

(p<0.05; tabela 3, material suplementar).

A relacédo entre a emissao acumulada de N20 e as intensidades de NH4" e
NOs- do solo foi significativa apenas para a intensidade de NH4* (R?= 0,72) (Figura
8A), mas néo foi para a relacdo entre o acumulado de N20 e as intensidades de
NOs- (R?= 0,56) (Figura 8B). Em ambas as relagdes, o aumento das proporgdes de
nabo em consoércio com a aveia apresentou redugdo linear nas emissdes

acumuladas e nas intensidades de N-inorganico.
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FIGURA 8. RELACAO ENTRE O ACUMULADO DE OXIDO NITROSO (N20) E AS INTENSIDADES
DE AMONIO (7A) E NITRATO (7B) EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORCOES
DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). PERIODO
DE AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICACAO DA URINA. PINHAIS - PARANA, 2019.
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3.4 Porosidade preenchida por agua (PPA)

De maneira geral, o aumento das proporgdes de nabo forrageiro reduziu a

PPA do solo. Logo apés a aplicagdo da urina, a PPA dos tratamentos P15 e PO

aumentou para 60,5% e 62,5%, sendo que em PO esses valores se mantiveram
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elevados durante todo o periodo de avaliagédo (Figura 9A). Aos 3 dias, os valores de
PPA decresceram, ficando abaixo de 56%, seguido por um aumento aos 7 dias,
resultando em uma PPA de 63,7% em PO (Figura 8A), que por sua vez, coincidiu
com os fluxos mais intensos de N20 nesse tratamento (Figura 2). Além disso, a PPA
dos tratamentos P15 e P60 aumentou para 58%, e em P100 e P30 permaneceu
abaixo de 55%.

Nos tratamentos controle, a PPA do solo foi inferior a 60%, com excec¢ao da
ultima amostragem de ar, que superou 60% (Figura 9B), mas nao refletiu em

maiores emissdes de N20 (Figura 2).

FIGURA 9. POROSIDADE PREENCHIDA POR AGUA (PPA) EM PASTOS DE AVEIA PRETA
CONTENDO PROPORCOES DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60%
(P60) E 100% (P100). (A) TRATAMENTOS COM URINA E (B) TRATAMENTOS CONTROLE.
PERIODO DE AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICAGAO DA URINA. PINHAIS - PARANA, 2019.
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Asteriscos indicam a significancia entre os tratamentos, de acordo com as regressdes
(p<0.05).
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A PPA ponderada dos tratamentos com urina foi maior no tratamento PO, com
58,7%, sendo um reflexo dos elevados valores de PPA durante o periodo de
avaliacao (71 dias); e foi mais baixo no tratamento P60, com 53,6% (Figura 10A). No
controle, a PPA ponderada foi mais baixa no tratamento P15, com 57,5%, seguido
por PO, com 56,6% (Figura 10B). Os demais tratamentos (P30, P60 e P100)
apresentaram valores de PPA intermediarios entre PO e P15, com uma variagao de
53,6 £ 0,14% na urina, e 55 £ 0,27% para o controle, o que deixa evidente que a
umidade do solo diminuiu com o aumento nas propor¢des de nabo forrageiro.

A relagao entre o acumulado de N20 e a PPA ponderada demonstrou que o
aumento da PPA contribuiu para o aumento das emissbes acumuladas de N20
(Figura 11), sendo que a maior PPA ponderada do tratamento PO (58,6%),
apresentou uma emissdo acumulada de 448,7 mg m? N-N20 (R?= 0,65), enquanto
que a menor PPA ponderada no tratamento P60 (53,6%) resultou numa emissao

acumulada de 301 mg m? N-N20.
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FIGURA 10. POROSIDADE PREENCHIDA POR AGUA (PPA) PONDERADA DOS TRATAMENTOS
COM URINA (A) E CONTROLE (B) EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO PROPORCOES
DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100% (P100). PERIODO
DE AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICACAO DA URINA. PINHAIS - PARANA, 2019.
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LEGENDA: Barras verticais representam o erro padréo. (p<0.05).
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FIGURA 11. RELACAO ENTRE O ACUMULADO DE OXIDO NITROSO (N20) E A POROSIDADE
PREENCHIDA POR AGUA (PPA) PONDERADA EM PASTOS DE AVEIA PRETA CONTENDO
PROPORCOES DE NABO FORRAGEIRO DE 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) E 100%
(P100). PERIODO DE AVALIACAO FOI 71 DIAS APOS APLICACAO DA URINA. PINHAIS -
PARANA, 2019.
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeito do nabo forrageiro na redugao das emissdes de N20

O aumento nas proporgdes de nabo forrageiro em consorcio com a pastagem
de aveia preta teve um efeito positivo em reduzir linearmente as emissées de N20
das manchas de urina (Figura 3). No entanto, ndo houve evidéncia de que essa
diminuicdo na emissdo de N20 estivesse associada a uma eventual inibicdo da
nitrificagcdo pelo nabo forrageiro, como previsto inicialmente na hipétese. As maiores
concentragdes e intensidades de nitrato foram justamente nas maiores proporgcdes
de nabo forrageiro, P100 e P60 (Figura 5B e Figura 6B), assim como as maiores
taxas de variagao na concentragao de nitrato durante e apds o pico de emisséo de
N20 (Figura 7), o que nao evidencia um efeito inibitério do nabo sobre a nitrificagao.
Se a liberagao de exsudatos radiculares pelo nabo tivessem exercendo um efeito
inibitério sobre a nitrificacdo, as concentragdes de NH4* deveriam permanecer
elevadas por um periodo prolongado, ou entdo, diminuir de maneira lenta, o que
poderia indicar uma baixa atividade das bactérias nitrificantes (Nitrossomonas e
Nitrobacter). Contudo, o que se observou foi uma intensa transformacéo do N no
solo (trés dias ap6s a aplicagao da urina).

Apesar de ndo verificarmos um efeito inibitério, diversos estudos apontam que
a liberagdo de metabdlitos secundarios pelas raizes das plantas requer condi¢coes
especificas, como pH, temperatura, salinidade e fertilidade (Valentine, 2007), mas
que ainda sao parcialmente desconhecidas, principalmente em brassicas. A
auséncia de efeito inibitério sobre a nitrificagdo também foi observada nos estudos
de Balvert et al. (2017), que testaram uma variedade de produtos provenientes da
hidrélise dos glucosinolatos, ja identificados como potenciais inibidores da
nitrificacdo, porém nao evidenciaram efeito desses produtos quando aplicados em
um experimento de campo, enquanto que os produtos aplicados em um solo
incubado mostraram-se eficazes em inibir a nitrificacdo. Na Nova Zelandia, diversas
espéecies de plantas pertencente a familia das brassicas foram reconhecidas por seu
potencial IBN, incluindo nabos folhosos (Brassica rapa; syn. B. campestris), nabos
de bulbo (Brassica rapa; syn. B. campestris), nabo silvestre (Brassica napus spp.

napobrassica), couve (Brassica oleracea spp. acephala) e colza forrageira (Brassica
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napus spp. biennis), no entanto, os estudos com essas espécies ainda sao
preliminares (Ruiter et al., 2009).

A PPA do solo foi provavelmente o principal fator responsavel por regular as
emissdes de N20 em nosso estudo, mesmo com uma PPA ponderada abaixo de
60% (Figura 10A). Os valores mais altos de PPA foram observados nas menores
propor¢des de nabo, como em PO e P15 (Figura 9A), coincidindo com os maiores
fluxos de N20 nesses tratamentos (Figura 3). Possivelmente, a maior umidade do
solo nesses tratamentos esteja associada a maior densidade de plantas de aveia, e
consequentemente, a uma menor exposigcao da superficie do solo a radiagao solar,
reduzindo a evaporagéo direta. Os valores de PPA em torno de 60% apds a
aplicacdo de urina indicam que o processo de nitrosagdo (primeira etapa da
nitrificagao) foi o principal processo responsavel por oxidar o NH4* em NO2 (nitrito),
e a partir desse NO2 produzir N2O através do processo de desnitrificagdo-
nitrificante, que é mediado por bactérias quimioautotréficas, e ocorre em condigoes
limitantes de Oz ou quando o NOz2 é utilizado como aceptor de energia (adaptado de
Wrage et al., 2001).

Por sua vez, o NH4™ que nao foi transformado em N20 na primeira etapa da
nitrificacao, foi transformado em NOs" (nitratag@o), o que de fato foi evidenciado pelo
consumo do NH4* (Figura 5A) e o aumento continuo nas concentragbes de NOs
(Figura 5B). A elevacédo da PPA para valores acima de 60% em periodos criticos
como no pico de emissdo de N20 (Figura 9), pode ter favorecido a redugao desse
NOs pelo processo de desnitrificagdo, gerando como produto intermediario o N20.
Nesse processo, a elevagdo da umidade (PPA) reduz a oxigenagéao e a difusdo dos
gases no solo, estimulando a producdo de N20 em micrositios de anaerobiose
(Azam et al., 2002; Snyder et al., 2009). Van der Weerden et al. (2017) observaram
que a deposigao de urina em solos cultivados com couve forrageira (Brassica
oleracea L.) tiveram uma emissdo menor de N20 em um solo compactado, em
relacdo a um solo ndo compactado, devido a restricdo na difusdo de oxigénio do
solo, além da disponibilidade de substrato (carbono e nitrogénio), (Uchida et al.,
2008).

Por outro lado, o aumento nas propor¢gdes de nabo forrageiro reduziu as
emissoes diretas de N20, principalmente nos tratamentos P100 e P60, onde os
fluxos de N20 foram 58% e 35% menores em relagdo ao tratamento PO,

respectivamente (Figura 3). Os valores mais baixos de PPA nesses tratamentos,
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refletiram em uma PPA ponderada abaixo de 54%, durante todo o periodo de
avaliacédo (Figura 10A), o que acabou restringindo a desnitrificacdo, que de fato é
favorecida quando as condi¢cdes de O2 no solo s&o limitantes. Os valores de PPA
sugerem quais eventos estdo sendo predominantes no processo de transformagao
do N no solo. Valores de PPA abaixo de 60% como observado nas maiores
propor¢des de nabo (P100 e P60), indicam a predominancia da nitrificagdo, ou
desnitrificagao-nitrificante, enquanto que valores de PPA acima de 60% favorecem
as bactérias desnitrificantes, do género Pseudomonas, Sinorhizobium, Rizobium,
Alcaligenes, Bacillus, Thiobacillus e Azoarcus (Bueno et al., 2015), que séao
responsaveis pela maior parcela do N2O emitido pelo solo (Firestone & Davidson,
1989). A reducado da umidade do solo nesses tratamentos pode estar relacionada a
maior perda de umidade por evaporagao, corroborando com Hoogendoorn et al.
(2016), que observaram que a pastagem de azevém consorciada com trevo branco
apresentava uma capacidade maior de absorver umidade do solo em relagdo ao
tratamento com colza, que devido a sua distribuicdo esparsa no solo deixava uma
maior quantidade de solo exposto a evaporacao direta.

A auséncia da inibicdo da nitrificacdo pelo nabo pode estar relacionada a dois
importantes fatores: o primeiro a um efeito limitado ou de curta duragédo dos produtos
da hidrdlise dos glucosinolatos no solo, causado por algum fator ambiental, ou pelo
proprio pastejo simulado, o qual poderia ter estimulado a liberagdo de exsudatos no
solo, ou entdo limitado a sua producéo e liberagdo, devido a planta demandar a
maior parte da energia para recompor o tecido foliar, o que deixa em evidéncia a
necessidade de esclarecer os mecanismos e as condi¢cdes ideais para a liberacao
dos exsudatos. Segundo Bennett e Wallsgrove (1994), a variedade dos metabdlitos,
a quantidade e a composi¢cao podem variar de acordo com a familia, a espécie, e o
ambiente fisico e quimico do local onde essas plantas estdo se desenvolvendo.
Além disso, a propria planta possui potencial de manipular quantitativa e
qualitativamente os perfis de glucosinolatos nos tecidos vegetais, dependendo das
condigdes ambientais em que se encontram (Halkier e Du, 1997).

Alguns estudos observaram que a maior eficacia dos produtos de
glucosinolatos em inibir a nitrificacdo do solo seria por meio da supressédo das
populagdes de bactérias oxidantes de aménia (BOA) (Bending e Lincoln, 2000). No
entanto, Balvert et al. (2017) observaram que em solo incubado, produtos como o

Ph-ITC reduziu o NOs™ e as emissdes de N20O, mas ndo reduziu significativamente a
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abundancia de genes BOA; enquanto que o produto PI-ITC reduziu a abundancia do
gene BOA, mas ndo mitigou as emissdes de N20, o que mostra a especificidade de
determinados compostos. Os autores também sugerem que a eficacia dos produtos
da hidrélise dos GLS sao de curta duragao no solo, e podem ter sido perdidos para a
atmosfera devido a elevada volatilidade dos compostos. Choesin e Boerner (1991)
observaram que muitos produtos da hidrolise dos GLS sao perdidos por
volatilizagdo, sendo que os ITCs sdo rapidamente degradados no solo, restando
poucos vestigios 44 horas apés a aplicagdo (Rumberger e Marschner, 2003). Além
disso, alguns produtos sdo mais eficientes quando atuam em sinergia com outros
compostos, por exemplo, o 2-propenil-ITC é mais eficaz em inibir a nitrificacao
quando interage sinergicamente com o sulfureto de dimetil (Bending e Lincoln,
2000).

Um segundo fator pode estar relacionado a classe de solo e os teores de
matéria organica (MOS). Bremner e McCarty (1993) observaram que os terpenos
liberados pelas brassicas foram mais eficientes em inibir a nitrificagdo por atuarem
diretamente na imobilizagdo do N do solo, pelo fato de que a microbiota do solo
utiliza o composto como fonte de C, e isso poderia ser mais expressivo em solos
com elevados teores de MOS. Com relagdo a classe de solos, Bending e Lincoln
(2000), também verificaram que a aplicagéo de 2-propenil-ITC reduziu a populagao
de bactérias oxidantes de NH4* em uma condigéo de solo franco argiloso, mas nao
apresentou efeito significativo nas populagdes de bactérias oxidantes de NOz2~ em
um solo franco arenoso. Além disso, os ITCs quando aplicados em um solo franco
argiloso nao apresentaram efeito sobre a populagao de bactérias oxidantes de NO2,
mas reduziram o metabolismo do NH4* em um solo com caracteristica franco
arenosa (Bending e Lincoln, 2000).

Os fluxos de N20 mais baixos nos tratamentos com as maiores proporg¢ao de
nabo resultou na reducgéo linear das emissdes acumuladas de N20 (Figura 4A), em
que o tratamento P100 (238,5 mg m2 N-N20) reduziu 47% das emissbes
acumuladas em relagéo ao PO (448,7 mg m? N-N20). Esse comportamento também
foi verificado por Simon et al., (2019), que também observaram uma reducao linear
nas emissdes acumuladas de N20 com o aumento das propor¢des de plantain
(Plantago lanceolata), possivelmente por um efeito inibitério. As emissdes
acumuladas mais baixas tiveram uma relagao direta com a PPA ponderada do solo,

como mostra a relagéo (Figura 11) (R?= 0,65). Barneze et al. (2014) verificaram que
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as emissdes cumulativas podem variar muito com a chuva e as condi¢cbes de
umidade do solo durante e apds a aplicagdo da urina, e que também corroboram
com resultados de Clough et al. (2004), que observaram uma relagdo exponencial
entre os fluxos de N20 e a PPA do solo.

Além disso, as emissdes acumuladas sugerem um efeito ciclico do N no solo
(urina, solo e atmosfera), onde as maiores proporcées de nabo apresentaram um
acumulo mais intenso de NH4" e NOs na camada de 0-5 cm (Figura 6A e 6B),
possivelmente pela maior influéncia da matéria organica do solo (MOS), aliado a
baixa demanda desse nutriente pela cultura do nabo, enquanto que as intensidades
mais baixas de N (P15 e P0), podem indicar um caminho oposto, em que o N pode
ter sido parcialmente absorvido pelas plantas de aveia (Abalos et al., 2018), devido a
maior demanda desse nutriente pela cultura, e o N residual servido como substrato
para a comunidade de bactérias desnitrificantes, estimulando as emissées de N20
para a atmosfera. A relagao entre o acumulado de N20 e as intensidade de N-NH4*
(R?=0,74) (Figura 8A) e N-NOs" (R?= 0,56) (Figura 8B) reforcam esse efeito, em que
os tratamentos com as maiores intensidades de N inorganico (P100 e P60)

promoveram emissdes acumuladas mais baixas.

4.2 Dinamica temporal das emissdes de N20

O aumento das emissdes de N20 apos a aplicagdo da urina no solo (Figura 3)
pode ser explicada pela elevada concentragcdao de uréia na urina e sua rapida
hidrélise em NH4*, uma vez que 70 a 95% de todo o N ingerido na dieta dos
ruminantes é excretado na forma de esterco e urina (Oenema et al., 2005; Selbie et
al., 2015). Quando esse processo foi mais intenso, ocorreu o pico de concentragéo
de NHs4*, 3 dias apdés a aplicagdao da urina (Figura 5A), o que desencadeou
inicialmente o processo de nitrificagdo e posteriormente a desnitrificacdo. Nesse
intervalo, ocorreu o pico de emissdo de N20, cerca de 7 dias a aplicagao da urina,
corroborando com 112 medigdes realizadas em pastagens da Nova Zelandia, onde o
pico de N20 também ocorreu 7 dias apds a aplicagdo da urina (de Klein et al., 2003;
Hoogendoorn et al., 2008, Kelliher et al. 2014; Luo et al., 2015b; Van der Weerden et
al., 2011).

Os picos de N20 em PO (1370 pug N-N20 m? h''), P15 (1227 ug N-N20 m? h')

e P30 (1223 ug N-N20 m? h™') foram semelhantes aos picos observados por Barneze
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et al. (2017), que relataram uma taxa de emissdo maxima de 1250 pg N-N20O m? h,
e Maljanen et al. (2007) com picos maximos de 1200 pug N-N20 m? h-', em manchas
de urina sob solo de pastagem. Apesar disso, a magnitude desses picos pode variar
de acordo com a dieta e a idade dos animais, podendo resultar em picos ainda
maiores, como observado por de Klein et al. (2003) e Sordi et al. (2014), que
verificaram fluxos superiores a 3190 pg N-N2O m? h', em manchas de urina sob
pastagem.

Ap0ds o pico de maior emissao, os fluxos de N2O foram mais baixos, e a partir
dos 30 dias, nao se observou mais efeito das maiores proporgdes de nabo em atuar
na mitigacado das emissdes. Além disso, aos 58 dias apds a aplicagdo, os
tratamentos com urina tiveram emissdes semelhantes aos tratamentos controle, o
que se deve a redugdo da atividade microbiana, devido ao consumo do NH4* (Figura

5A), aliado ao declinio nas concentragdes de NO3s™ (Figura 5B).

4.3 Fator de emissao da urina bovina

O FE médio em todos tratamentos com urina foi de 0,47%, sendo que o
menor FE foi observado em solos cultivados com nabo puro, com 0,31%, enquanto
que o solo com aveia pura resultou em um FE de 0,61%, o que gerou uma diferenca
de 49% entre as espécies cultivadas puras (Figura 4B). Essa diferenca foi
semelhante a de Luo et al. (2015a), que relataram um FE de 0.27% para solos
tratados com urina de ovelhas alimentadas com azevém, e 0,11% para aqueles
solos tratados com colza, o que representou uma reducao de 60%. Ainda assim, os
valores estdo muito abaixo daquele preconizado pelo IPCC, de 2%, e estao
relativamente préximos aos 0,34% encontrados por Simon et al. (2018), 0,20% por
Barneze et al., (2014) e 0,26% por Sordi et al., (2014).

A redugdo nos FE’s de solos cultivados com nabo (brassica) e solos tratados
com a urina de animais alimentados com colza (brassica) (Luo et al., 2015a)
evidenciam a capacidade das brassicas em atuar na redugcdo das emissdes,
independente se por um efeito de inibicdo da nitrificagdo, ou pelas condicbes
ambientais (umidade). De fato, esses resultados sugerem que estudos avaliando o
efeito combinado entre as espécies de brassicas poderiam aumentar a capacidade

de mitigar as emissées de N20 do solo, uma vez que os estudos mais recentes
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indicam que o efeito principal estd na dieta de animais alimentados com brassicas
(Hoogendoorn et al., 2016; Yao et al., 2018).

Diversos sado os fatores que podem influenciar na magnitude dos FE’s,
principalmente nas condi¢des do subtropico, onde as condigdes climaticas séao mais
definidas, aliado a solos com boas condicbes de drenagem (Sordi et al., 2014;
Simon et al., 2018). Nossos valores estao abaixo do padrao estabelecido pelo IPCC,
que € de 2% para dejetos animais depositados ao solo (faixa de incerteza de 0,7 a
6% do N depositado) (IPCC, 2006). Essa enorme variabilidade nos FE’s destaca a
importancia de determinar FE especificos para cada estacao e condigao climatica.
Por exemplo, na Nova Zelandia, o FE para urina é de 1% e para esterco 0,25%
(New Zealand, 2012), enquanto que na Australia, o FE para urina € de 0,4% e
esterco, 0,5%. Outros estudos observaram faixas mais amplas de FE, como Luo et
al. (2008), com FE’s de 0,02% a 1,59%; e De Klein et al. (2003), com FE’s de 0,3 a

2,5% em diferentes solos de pastagem da Nova Zelandia.
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5 CONCLUSAO

O uso de nabo forrageiro em consorcio com aveia preta mostrou-se eficiente
na redugdo da emissdo de N20 a partir de urina bovina, alcangando uma taxa de
reducdo de até 47% nas emissdes acumuladas em relacdo a monocultura de aveia
preta.

O aumento da proporgao de nabo forrageiro em pastos de aveia preta reduziu
linearmente as emissdes de N20 apds a deposig¢ao de urina bovina. O efeito do nabo
na reducdo destas emissdes nao pode ser justificado pela concentragcdo de N
inorganico do solo, sendo a umidade do solo (PPA) possivelmente o principal
mecanismo responsavel por estas perdas.

Os FEs obtidos no presente estudos variaram de 0,31% (nabo forrageiro) a
0,61% (aveia preta em monocultura). Estes valores estao abaixo do FE
recomendado pelo IPCC, 2006 de 2% para dejeto bovino depositado em solo de

pastagem.
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APENDICE

APENDICE: Sementes de aveia-preta sobre papel germitest (A). Sementes de nabo
forrageiro em caixas de germinagéao gerbox (B). Pastejo simulado com residual da
pastagem de 15 cm em pré aplicagdo de urina (C). Vacas na sala de espera
aguardando a ordenha (D). Aplicagdo de urina sobre o solo de pastagem na area
delimitada pela base metalica (E). Distancia entre a base do tratamento controle
(esquerda) e a base que recebeu urina (direita) (F). Camaras alocadas proximas as

bases de metal para inicio da coleta de gas (G).



60

MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1. Equacao das regressdes aplicadas ao fluxo de N2O de manchas de urina em pastos de
aveia preta contendo proporg¢des de nabo forrageiro de 0% (P0), 15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) e

100% (P100) (p<0.05). Pinhais-PR, Brasil, 2019.

Dias apds aplicagao Equagso R? pvalor
0 y= 163,71 ns 0,966
1 y =157,4 + 1,575x 0,85 0,027
3 y = 648,22 ns 0,52
7 y = 1386 — 8,0337x 0,98 0,002
10 y = 651,81 — 3,6544x 0,94 0,001
14 y =401,6 — 235x 0,91 0,003
20 y =423,12 - 2,7731x 0,86 0,005
30 y =94 ns 0,098
58 y= 26,74 ns 0,692
71 y =27,58 ns 0,851

Tabela 2. Equacgdo das regressbes aplicadas ao teor de amdnio (NH4*) e nitrato (NO3) do solo de

manchas de urina em pastos de aveia preta contendo proporgdes de nabo forrageiro de 0% (PO0),

15% (P15), 30% (P30), 60% (P60) e 100% (P100) (p<0.05). Pinhais-PR, Brasil, 2019.

Dias apos _ )
aplicacdo de urina Equagao R p-valor
N-NHg*
0 y= 330,37 ns 0,264
1 y=417,37 ns 0.520
3 y= 464,05 ns 0.160
’ y= 371,50 ns 0.863
10 y= 384,50 ns 0,504
14 y= 278,03 ns 0977
20 y= 192,78 ns 0.431
30 y= 26,57 + 143,21x — 110,09x2 0,81 0,009
58 9= 5,36 ns 0.319
Al y=17,25 ns 0,731
N-NOs’
0 y=198 ns 0,706
! y=2,98 ns 0,174
3 9= 19,65 + 3,30x 0,92 0,030
7 y= 38,40 ns 0,287
10 y= 79,21 ns 0,545
14 y= 114,19 ns 0413
20 y= 158,26 ns 0.652
30 y= 151,56 ns 0.344
58 y= 39,22 ns 0175

71 y=6,49 ns 0,550
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Tabela 3. Equacgao das regressodes aplicadas a porosidade preenchida por agua dos tratamentos com

urina (A) e controle (sem urina) (B) em pastos contendo proporgoes de nabo forrageiro (0%, 15%,

30%, 60% e 100%) em pastagem de aveia preta apds aplicagédo de urina bovina (p<0.05). Pinhais-
PR, Brasil, 2019.

Dias apos

aplicagido de urina Equagdo R® p-valor
PPA tratamentos (% nabo)
0 y=59,34 ns 0,378
1 y=62,20 — 26,21x + 22,30x? 0,96 0,000
3 y= 56,10 — 25,58x + 22,97x? 0,94 0,026
7 y= 60,4 — 6,36x 0,51 0,034
10 y= 52,55 ns 0,051
14 y= 58,51 - 7,91x 0,74 0,004
20 y= 55,34 ns 0,086
30 y= 60,20 — 22,38x + 15,53x? 0,92 0,038
58 y=53,66— 14,38x + 12,94x2 0,90 0,038
71 y= 60,97 ns 0,976
PPA controle

0 y=58,19 ns 0,866
1 y= 57,09 ns 0,891
3 y= 48,55 ns 0,098
7 y= 54,58 ns 0,405
10 y= 51,69 — 6,26x 0,84 0,010
14 y= 55,43 — 6,27x 0,97 0,002
20 y= 56,17 — 4,75x 0,69 0,048
30 y= 56,03 ns 0,302
58 y= 54,51 ns 0,395
71 y= 66,48 ns 0,923

Tabela 4. Equacao das regressdes aplicadas a taxa de nitrificacdo em pastos contendo proporg¢des

de nabo forrageiro (0%, 15%, 30%, 60% e 100%) em pastagem de aveia preta apds aplicagdo de

urina bovina (p<0.05). Pinhais-PR, Brasil, 2019.

Intervalo entre

< ) ]
coletas (dias) Equagao R p-valor

PPA tratamentos (% nabo)

0 - - -
0,5 y=1,00 ns 0,196
2 y=4,01 ns 0,092
5 y=6,84 ns 0,596
8 y=13,6 ns 0,462
12 y= 13,54 — 0,0925x ns 0,017
17 y= 6,68 ns 0,054
25 y=-3,60 + 0,18x — 0,0016x2 ns 0,007
44 y=-5,32 ns 0,735

61 y= 0,052 — 0,091x + 0,00069x? ns 0,000




