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Debiasi, Tatiane Viegas. Estratégias de uso de fontes inorganicas de nitrogénio em mudas
de espécies arboOreas neotropicais de distintos estagios sucessionais. 2017. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

As plantas absorvem o nitrogénio do solo principalmente a partir das fontes inorgénicas
nitrato (NO3-) e aménio (NH4+). Diferentes espécies vegetais podem apresentar padrdes
especificos quanto a fonte de nitrogénio mineral preferencialmente utilizada, o que pode ser
uma importante resposta adaptativa ao ambiente onde vivem. Esse trabalho teve como
objetivo analisar as estratégias de uso de diferentes fontes inorganicas de nitrogénio (NO3- ou
NH4+) por mudas de espécies arbdreas neotropicais pioneiras e ndo pioneiras. Foram
selecionadas quatro espécies: duas pioneiras (Heliocarpus popayanensis Kunth e Trema
micrantha (L.) Blume) e duas ndo pioneiras (Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze e Eugenia
brasiliensis Lam.). Analisou-se o efeito do cultivo em hidroponia com NO3- ou NH4+ sobre o
crescimento e metabolismo do nitrogénio (conteudo endbgeno de compostos nitrogenados,
atividade da enzima nitrato redutase e taxa de absorcdo das duas fontes de nitrogénio) de
mudas dessas espécies. Além disso, foi medida a incorporacdo de 15N em aminoacidos na
raiz e folhas ap6s a incubacdo com 15NO3- ou 15NH4+. Verificou-se que as espécies
pioneiras tiveram uso majoritario do NO3-, apresentando alta taxa de absorcdo desse anion da
solucéo e assimilando-o principalmente na folha, conforme verificado pela alta atividade de
enzima nitrato redutase foliar, pelos altos niveis de NO3- na seiva do xilema e pelo maior
enriquecimento com 15N em aminoacidos nas folhas em relagéo a raiz. Quando cultivadas
com NH4+, apresentaram sintomas de toxicidade e tiveram o crescimento reduzido. As
especies nao pioneiras ndo foram sensiveis a toxicidade do NH4+. Inclusive, C. estrellensis
foi beneficiada pelo cultivo com esse cation. As mudas dessa espécie absorveram igualmente
as duas fontes de N e a assimilacdo do NO3- ocorreu principalmente nas folhas, de forma
similar as pioneiras. Ja as mudas de E. brasiliensis absorveram preferencialmente NH4+ e,
diferentemente do que ocorreu nas demais espécies, assimilaram o NO3- principalmente na
raiz. Em todas as espécies, a assimilacdo do NH4+ ocorreu predominantemente na raiz.
Observaram-se também variagfes na translocacdo de compostos nitrogenados na seiva do
xilema e no metabolismo de aminoacidos na raiz e folhas entre as espécies do mesmo grupo
sucessional. No entanto, verificou-se nas espécies pioneiras predominio de asparagina na raiz
e na seiva do xilema, enquanto nas nao pioneiras a glutamina foi o aminoacido mais
abundante na raiz e na seiva do xilema. As diferentes respostas entre os grupos funcionais
devem estar relacionadas a adaptacdes as condigdes de luminosidade e disponibilidade de
nitrogénio dos ambientes onde essas espécies sdo encontradas. Além disso, a diferenca quanto
ao uso do NO3- entre as ndo-pioneiras pode ter relacdo com o estrato que essas espécies
atingem ao longo do seu ciclo de vida, ja que, ao contrario de E. brasiliensis (subosque), C.
estrellensis atinge o dossel, 0 que poderia favorecer o0 uso do NO3-.

Palavras-chave: Aminoacidos. Amonio. Metabolismo do nitrogénio. Nitrato. Nitrato
redutase. Pioneira.



Debiasi, Tatiane Viegas. Strategies of use of inorganic nitrogen sources in seedlings of
Neotropical tree species of different successional stages. 2017. Dissertation (Master’s
degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Plants absorb nitrogen from soil mainly from the inorganic sources nitrate (NO3-) and
ammonium (NH4+). Different plant species may present specific patterns regarding the
mineral nitrogen source preferentially used, which may be an important adaptive response to
the environment where they live. This study aimed to analyze the strategies of use of different
nitrogen inorganic sources (NO3- or NH4+) by saplings of pioneer and non-pioneer
neotropical tree species. Four species were selected: two pioneers (Heliocarpus popayanensis
Kunth and Trema micrantha (L.) Blume) and two non-pioneers (Cariniana estrellensis (Raddi)
Kuntze and Eugenia brasiliensis Lam.). We analyzed the effect of cultivation in hydroponics
with NO3- or NH4+ on growth and nitrogen metabolism (content of endogenous nitrogen
compounds, activity of nitrate reductase enzyme and absorption rate of the two nitrogen
sources) of the seedlings of these species. Furthermore, we measured the incorporation of 15N
into amino acids in the root and leaves after incubation with 15NO3- or 15NH4+. It was
found that the pioneer species had preference for the use of NO3-, showing high absorption
rate of this ion from the solution and assimilating it mainly in leaves, as verified by the high
activity of leaf nitrate reductase, by the high levels of NO3- in xylem sap and by the higher
15N enrichment into amino acids in leaves in relation to the root. When grown with NH4+,
they showed toxicity symptoms and reduced growth. On the other hand, non-pioneer species
were not susceptible to NH4+ toxicity. In fact, C. estrellensis was benefited by the cultivation
with this cation. The seedlings of this species absorbed the two N sources equally, and the
assimilation of NO3- occurred mainly in leaves, similarly to pioneers. E. brasiliensis
seedlings absorbed preferentially NH4+ and, unlike the other species, assimilated NO3-
mainly in the root. In all studied species, NH4+ assimilation occurred predominantly in the
root. Variations in the translocation of nitrogen compounds in xylem sap, and in amino acid
metabolism in roots and leaves, among species of the same successional group were also
observed. However, it was found the prevalence of asparagine in the root and xylem sap in of
the pioneer species, whereas in non-pioneers glutamine was the most abundant amino acid in
the root and xylem sap. The different responses observed between the functional groups
should be related to adaptations to light conditions and nitrogen availability of the
environments where these species are found. Furthermore, the difference in NO3- use
between non-pioneers may be related to the stratum that these species reach throughout their
life cycle, since unlike E. brasiliensis (understory), C. estrellensis reaches the canopy, which
could favor the use of NO3-.

Keywords: Amino acids. Ammonium. Nitrogen metabolism. Nitrate. nitrate reductase.
Pioneer.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em pouco mais de 500 anos, cerca de 93% da area da Mata Atlantica foi desmatada
(SOS Mata Atlantica 2006) e, apesar da sua intensa destruicdo, continua sendo uma das
florestas mais ricas em biodiversidade do planeta, sendo considerada um “hotspot” para a
conservacao da biodiversidade (Myers e Knoll 2001). Devido ao crescente desmatamento nos
ultimos anos, as exigéncias legais e a discussdo sobre a necessidade de recuperacdo de areas
degradadas e recomposicao florestal ttm aumentado no Brasil, levando a maior demanda por
mudas de espécies arboreas neotropicais (Keller et al. 2009).

Muitas espécies lenhosas apresentam problemas de sobrevivéncia e crescimento de
suas mudas apds o plantio em areas degradadas (Jacobs et al. 2004). Surgiu, portanto, a
necessidade de se produzir mudas que tenham qualidades que favorecam o estabelecimento
no campo (Mattsson 1996). Ao longo das Ultimas décadas, as melhorias na qualidade das
mudas aumentaram substancialmente suas taxas de sobrevivéncia e de crescimento inicial
apos o plantio (Cortina et al. 2013), mas a heterogeneidade do ambiente dificulta a
identificacdo de mudas de alta qualidade, j& que mudas mais adequadas para uma determinada
area e tempo de plantio podem néo ser ideais para outras condigdes ambientais (Cortina et al.
2013). A falta de conhecimento sobre as exigéncias ecofisioldgicas das espécies nativas do
Brasil € umas das principais razdes do insucesso nos reflorestamentos (Cunha et al. 2005).
Com isso, é de extrema importdncia o conhecimento das caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas e metabolicas das mudas, a fim de estabelecer os fatores que beneficiariam ou ndo
a sua sobrevivéncia e o seu desenvolvimento inicial no campo.

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes que exercem as maiores influéncias no
crescimento e produtividade das plantas sob diferentes condi¢cbes ambientais, por ser
constituinte de biomoléculas essenciais como &cidos nucleicos, ATP, NADH, NADPH,
clorofila, proteinas e enzimas (Cao e Tibbitts 1993; Harper 1994; Kraiser et al. 2011; Kusano
et al. 2011). Este nutriente estad disponivel para plantas superiores terrestres em diferentes
formas, que incluem principalmente formas inorganicas (NOs” e NH4") e moléculas organicas
nitrogenadas (Bloom 1997; Harrison et al. 2007; Ashton et al. 2008).

O nitrato (NOg3) é considerado a principal fonte de N inorganico assimilado pelas
plantas superiores, mas ha evidéncias de que o amonio (NH4") possa ser predominante em
muitas situagdes (Stewart et al. 1993; Nardoto e Bustamante 2003). A absorc¢do do NOj3™ (Fig.
1) pelas raizes ocorre de forma ativa por meio de varios cotransportadores H'/NO3™ de baixa
ou alta afinidade (Crawford e Forde 2002; Miller et al. 2007). Ja a absorcio de NH," (Fig. 1)



do solo pelas raizes das plantas ocorre de forma passiva por difusdo através de canais
proteicos, quando as concentracdes externas desse ion sdo altas, e de forma ativa atravées de

transportadores, quando as concentracdes externas sao baixas (Willians e Miller 2001).

Folha

Cloroplasto

Fig. 1 Esquema geral da absorcdo e assimilagcdo de nitrogénio em plantas. Baseado em
Hawkesford et al. (2012).

O NOs pode ser assimilado nas folhas ou nas raizes (Fig. 1), sendo que o primeiro
passo da sua assimilacdo na planta é catalisado pela enzima nitrato redutase (NR) localizada
no citoplasma, cujo doador de elétrons é o NAD(P)H (Fig. 2) (Meyer e Stitt 2001). Esta
enzima é composta por trés subunidades envolvidas na transferéncia de elétrons do NAD(P)H
para 0 NO3’, que € reduzido a nitrito (NO;") (Meyer e Stitt 2001). Nas folhas, 0 NO,™ entra no

cloroplasto, onde a enzima nitrito redutase catalisa sua reducio a aménio (NH4"). Nos tecidos

Seiva do xilema



heterotroficos, como a raiz, 0 NO, é reduzido nos plastideos pela nitrito redutase. Nesse caso,
os € para a reducdo de NO,” a NH4" sdo provenientes citosol, através do ciclo das pentoses e
da glicdlise, e nas mitocondrias pelo ciclo do &cido tricarboxilico (Oaks e Hirel 1985; Meyer e
Stitt 2001).

NAD(P)H 6 Fdg ATP NADH
Fdg
NO; NO, NH,* Gln Glu
Glutamato
Nitrato redutase Nitrito redutase Glutamina sintase
sintetase
Asparagina
ATP
sintetase Outros
Aminoacidos
Asn

Fig. 2 Rea¢Oes esquematizadas da assimilacdo de nitrogénio em plantas. Baseado em Bloom
(2010). Ferredoxina reduzida (Fdg), glutamina (GIn), glutamato (Glu) e asparagina (Asn).

A reducdo completa do NOs a NH4" requer oito elétrons, sendo seu processo de
assimilacdo mais eficiente na folha, onde o poder redutor para a reducdo do NO3 e 0s seis
elétrons utilizados na reducdo do NO, podem ser fornecidos diretamente pelas reacdes
fotoquimicas no cloroplasto. Isso € particularmente vantajoso sob altas intensidades
luminosas e a assimilagdo do carbono encontra-se saturada por luz (Smirnoff e Stewart 1985;
Sodek 2004).

O NH,", embora seja intermediario em muitas reacbes metabdlicas, pode causar
sintomas de toxicidade quando acumulado, como ocorre em plantas de varias espécies
cultivadas com este céation como fonte exclusiva de N (de Graaf et al. 1998; Britto e
Kronzucker 2002). As células vegetais evitam essa toxicidade pela rapida assimilacdo do
NH," (Figs. 1 e 2), que foi gerado a partir da reducio do NOs; ou da fotorrespiracio, ou
absorvido diretamente do meio externo (Krapp 2015). A enzima responsavel pela assimilacdo
do NH;" em aminodacidos é a glutamina sintetase (GS), que funciona mesmo em baixas
concentragdes de NH,4", catalisando a unifo deste com glutamato para formar glutamina. A
eficiéncia desse processo é normalmente muito maior que a taxa de producdo de NH," pela

reducdo do NO3™ e/ou pelo processo de fotorrespiragdo, mantendo o NH;" em concentragdes



baixas nos tecidos vegetais (Xu et al. 2012). A sintese de glutamato pode ser mediada pela
enzima glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT), em uma reacdo que necessita
de dois elétrons fornecidos pela ferredoxina (no cloroplasto) ou NADH (em tecidos ndo
verdes) (Meyer e Stitt 2001). O sistema GS-GOGAT é dominante para a sintese de glutamato
em plantas superiores. A glutamina e o glutamato formados por esse processo irdo fornecer o
N para a sintese de outros aminoacidos (Oaks 1994).

Nem toda glutamina formada via GS segue pela GOGAT, ou seja, ela pode também
ser exportada como composto de translocacdo de nitrogénio ou ser utilizada para a sintese de
asparagina (Asn) e transportada nesta forma. Assim, o sistema GS-GOGAT tem duas
finalidades: producdo de aminoacidos para a sintese de proteinas no proprio tecido (suprindo a
demanda local) e producdo de glutamato e aspartato para a formacdo de amidas, que séo
translocadas para outros tecidos (Krapp 2015).

A exigéncia energética da assimilacdo do N varia em funcdo da fonte de N disponivel
para a planta. O baixo custo energético na assimilagdo do NH," pode ser importante para o
crescimento de uma planta em ambientes onde a luz é fator limitante (Stewart et al. 1988),
como é o caso de espécies ndo pioneiras. Por outro lado, 0 NO3 pode ser translocado em
maiores concentragfes pela seiva do xilema, podendo ser assimilado em aminoacidos nas
raizes ou nas folhas, ao passo que o NH," absorvido do solo é assimilado principalmente nas
raizes e os aminoacidos formados sdo transportados no xilema (Engels e Marschner 1995;
Oliveira et al. 2013).

A translocacdo de N na planta envolve compostos especificos e caracteristicos da
especie, e pode variar, por exemplo, com as estacbes do ano e com a forma de nitrogénio
nutricional (Pearsons e Sunley 2001). Os aminoacidos formados podem ser exportados pelo
xilema (principalmente em raizes e caule) e floema (folhas). Ja 0 NO3™ ndo é translocado via
floema, portanto sua presenca no xilema € indicativa de absorcdo radicial e de assimilacéo
foliar (Smirnoff e Stewart 1985)

No geral, predominam na seiva do xilema os produtos primérios da assimilacdo do N,
que sdo as amidas glutamina e asparagina e os aminoacidos glutamato e aspartato (Martins
2007). O acumulo de arginina também é comum em muitas espécies de plantas, podendo
constituir cerca de 40% do nitrogénio em sementes proteicas e cerca de 50% do pool livre
total de nitrogénio em arvores frutiferas (Micallef e Shelp 1989). A arginina possui uma baixa
razdo C/N (=1,5), sendo um eficiente composto de reserva e de translocagédo de N. O N
transportado pela seiva do xilema pode ndo ser exclusivamente de origem radicial, pois

reservas de N podem ser remobilizadas (Moreno e Garcia-Matinez 1983). A remobilizacédo e



retranslocacdo de nutrientes de folhas e tecidos senescentes para outros 6Orgdos em
crescimento ou de armazenamento sdo importantes estratégias na reducdo da perda de
nutrientes, elevando a eficiéncia no uso do mesmo na planta (Vitousek 1984). Porém, o
conhecimento sobre a remobilizacdo de N nas espécies nativas brasileiras ainda é muito
incipiente, havendo pouca informacao disponivel (Nardoto et al. 2006).

Diferentes espécies vegetais podem apresentar padrdes especificos quanto a fonte de
nitrogénio mineral preferencialmente utilizada, o que pode ser uma importante resposta
adaptativa ao ambiente onde vivem. Um exemplo é a grande capacidade de utilizacdo de NO3
por algumas espécies do género Ficus, associada a sua distribuicdo em solos com altas taxas
de nitrificacdo e maior disponibilidade desse anion (Schmidt e Stewart 1998). Diferentemente,
outras espécies como arroz, cebola, alho-pord e varias espécies arbdreas de ecossistemas
australianos com predominio de NH4" no solo (como as florestas de eucaliptos) apresentam
preferéncia pelo uso desse cation (Turnbull et al. 1996; Schmidt e Stewart 1998).

Apesar da preferéncia por NH,;" por algumas plantas, vérias espécies podem apresentar
sintomas de toxicidade quando cultivadas em solos com alta concentragio de NH;", na
auséncia de NOjz (Britto e Kronzucker 2002). Alguns sintomas de toxicidade estéo
relacionados com as alteragdes quimicas na planta induzidas pela exposi¢do ao NH4", que
incluem a deficiéncia de cations essenciais como o0 potassio, célcio e magnésio, em
comparagdo com as plantas supridas com NO;3; (Kirkby 1968; van Beusichem et al. 1988;
Boxman et al. 1991; Holldampf e Barker, 1993; Troelstra et al. 1995; Gloser e Gloser 2000).
Outros sintomas estdo relacionados com elevados fluxos de NH," em ambas as direcdes na
membrana plasmatica (Feng et al. 1994; Nielsen e Schjoerring 1998; Rawat et al. 1999; Min
et al. 1999; Britto et al. 2001; Cerezo et al. 2001). Dado que tais fluxos podem exceder muito
a capacidade de assimilacdo de NH4" da planta, deve ocorrer o acimulo de NH;" no tecido
(Hecht e Mohr 1990; Lang e Kaiser 1994; Wieneke e Roeb 1997; Husted et al. 2000) e/ou o
aumento do efluxo de NH;" da planta. Baseado no aumento da respiracdo na raiz com a
nutricdo de NH,4", e na diminuicdo na razdo raiz/parte aérea, alguns pesquisadores sugeriram
gue um dreno excessivo de carbono nos tecidos da raiz, onde a maior parte do metabolismo de
NH," acontece (Schortemeyer et al. 1997), é em parte responsavel pela toxicidade do aménio.

Um importante exemplo da necessidade de se conhecer as relacGes de nitrogénio das
mudas foi o estudo de Kronzucker et al. (1997). Esses autores demonstraram que a baixa
capacidade de utilizacdo do NOs3 por plantulas de Picea glauca (Moench) Voss (Pinaceae) era
um impedimento para o seu estabelecimento em &reas degradadas com predominancia de

NOs’, enquanto que a utilizacdo de mudas de espécies mais adaptadas ao uso do NO3™ poderia



resultar em reflorestamentos bem sucedidos. Dessa forma, ha interesse ecologico e econémico
em se identificar as estratégias de uso do nitrogénio por mudas de espécies arboreas para que
se torne possivel estabelecer critérios na escolha das espécies que obtenham sucesso na
recuperacdo de &reas degradadas em que as caracteristicas nutricionais do solo e a forma de
nitrogénio predominante sejam conhecidas.

Em alguns ecossistemas naturais, 0 NH;" é a fonte de N predominante (Bijlsma et al.
2000), inclusive em solos de Floresta Ombrofila Densa (Pereira-Silva 2008, Silva 2012) e
Floresta Ombofila Mista (Morena 2015). A abundéncia relativa do NH4" no solo, em relagio
ao NOg’, é determinada por varios fatores, sendo os mais importantes 0 acimulo de matéria
organica, pH, temperatura, oxigenacdo e presenca de aleloguimicos (Britto e Kronzucker
2002). O baixo pH, a baixa temperatura, o0 acimulo de aleloquimicos e o baixo suprimento de
oxigénio inibem muitos microrganismos nitrificantes, diminuindo a nitrificagéo e provocando
aumento da abundancia de NH;" em relagdo ao NOs™ (Vitousek et al. 1982; Stark e Hart 1997;
Zhang et al. 2008). Solos com essas condi¢des tendem a ser de areas em sucessdo avancgada,
enquanto solos ricos em NOj3 tendem a ser de inicio de sucessdo (Lodhi 1978; Britto e
Kronzucker 2002).

Alguns estudos tém relacionado as caracteristicas de aquisi¢do e uso de N em plantas
com sua classe sucessional (Stewart et al. 1988; Freeden et al. 1991; Pate et al. 1993; Aidar et
al. 2003; Pereira-Silva 2008; Campos 2009; Silva 2012). De acordo com o modelo proposto
por Aidar et al. (2003) para comunidade sucessional de Mata Atlantica, as espécies pioneiras
apresentam alta capacidade de assimilacdo de NOs pelas folhas, apontada pela elevada
atividade da NR foliar, elevado contetdo foliar de nitrogénio total e translocacdo de grande
guantidade de NO3™ pela seiva do xilema, seguido do aminoacido asparagina. Por outro lado,
espécies secundarias tardias apresentam baixo contetdo foliar de nitrogénio total e baixa
atividade da NR nas folhas e, consequentemente, menor taxa de assimilagdo de NO3™ nesse
orgdo, além de translocar principalmente aminoacidos como a asparagina e arginina pela seiva
de xilema. As espécies secundarias iniciais apresentam caracteristicas intermediarias entre os
dois grupos. De acordo com Aidar et al. (2003), as estratégias de uso do nitrogénio
desenvolvidas pelos grupos funcionais estdo de acordo com as caracteristicas ecologicas das
especies envolvidas.

Ap0s esse estudo realizado por Aidar et al. (2003), estudos posteriores com abordagem
similar confirmaram o modelo das estratégias de uso do nitrogénio ao longo da sucessao
ecologica em outras regides (Pereira-Silva 2008; Campos 2009; Silva 2012; Latansio-Aidar

2013). Todas essas analises foram realizadas em ecossistemas naturais (em condicdes de



campo) e, por inviabilidade técnica, ndo foram feitas analises das raizes. Dessa forma, se faz
necessaria uma analise integrada das relac6es entre o metabolismo do nitrogénio e aspectos do
crescimento vegetal, incluindo analises do metabolismo do nitrogénio nas raizes, em plantas
cultivadas sob condicGes controladas. Outro ponto a ser levantado é que os estudos acima
citados foram realizados com individuos adultos. Dessa forma, torna-se essencial a realizagédo
de andlises das estratégias de uso do nitrogénio por plantas jovens, a fim de se verificar se €
possivel a extrapolacdo do modelo proposto por Aidar et al. (2003) para mudas a serem
utilizadas em programas de reflorestamento.

Estudos iniciais foram realizados na Universidade Estadual de Londrina, com mudas
de espécies arboreas nativas da Floresta Estacional Semidecidual cultivadas em areia
contendo diferentes fontes de nitrogénio (dados ndo publicados). Foi observado que as
espécies pioneiras apresentaram maior dependéncia por NO3  em relagdo as ndo pioneiras,
corroborando o modelo proposto por Aidar et al. (2003). Também foram observadas variacGes
dentro de um mesmo grupo sucessional quanto & sensibilidade ao NH;*, & forma de N
predominante na seiva do xilema e ao principal érgdo onde ocorre a assimilacdo do NO3'.

A fim de dar continuidade a esse estudo, a realizacdo de um experimento em cultivo
hidropdnico propiciaria um maior controle sobre 0 meio de cultivo, pois a cada semana o
meio seria renovado, mantendo constantes o pH e a quantidade de macro e micronutrientes.
Além disso, essa forma de cultivo facilitaria 0 uso do is6topo estavel N, cujo destino
metabolico na planta pode ser acompanhado, constituindo uma maneira de elucidar diferencas
no uso de N entre espécies de plantas (Robinson 2001).

Com isso, objetivou-se analisar o efeito do cultivo com fontes inorganicas de
nitrogénio (NOs™ ou NH,") sobre o crescimento e o metabolismo de N de mudas de espécies

arbdreas neotropicais pioneiras e nao pioneiras cultivadas em hidroponia.
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Resumo

Diferentes espécies vegetais podem apresentar padrBes especificos quanto a fonte de
nitrogénio preferencialmente utilizada, o que pode ser uma importante resposta adaptativa ao
seu habitat. Esse trabalho teve como objetivo analisar as estratégias de uso de fontes
inorganicas de nitrogénio por mudas de espécies arbdreas neotropicais pioneiras (Heliocarpus
popayanensis Kunth e Trema micrantha (L.) Blume) e ndo pioneiras (Cariniana estrellensis
(Raddi) Kuntze e Eugenia brasiliensis Lam.). Para isso, analisou-se o efeito do cultivo em
hidroponia com nitrato (NO3) ou aménio (NH,") sobre o crescimento, o metabolismo e a
translocacdo do nitrogénio em mudas dessas espécies. Também foi acompanhada a
incorporacéo do N em amino4cidos apés a incubacdo com >NO3z ou *NH,". As espécies
pioneiras tiveram uso majoritario do NOj’, apresentando alta taxa de absor¢édo e translocacéao
desse anion e assimilando-o principalmente na folha, conforme verificado pela alta atividade
de enzima nitrato redutase foliar, pelos altos niveis de NO3 na seiva do xilema e pelo padrédo
de enriquecimento de aminoacidos em °N. As espécies pioneiras tiveram o crescimento
reduzido na presenca de NH,", ao passo que as ndo pioneiras foram tolerantes a esse cation.
Entre as ndo pioneiras, verificou-se que a espécie de subosque E. brasiliensis assimilou esse
anion principalmente nas raizes, enquanto em C. estrellensis (espécie de dossel) a assimilacédo
ocorreu principalmente nas folhas. Observaram-se também variacdes na translocacdo de
compostos nitrogenados na seiva do xilema e no metabolismo de aminoacidos na raiz e folhas
entre as espécies do mesmo grupo sucessional. As diferentes respostas devem estar
relacionadas a adaptacdes as diferentes condicdes de luminosidade e disponibilidade de
nitrogénio dos ambientes onde essas espécies sao encontradas.

Palavras-chave: aminoécidos; amonio; isétopo estavel *°N; metabolismo do nitrogénio;
nitrato; nitrato redutase; pioneira.
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Abstract

Different plant species may present specific patterns regarding the nitrogen source
preferentially used, which may be an important adaptive response to their habitat. This study
aimed to analyze the strategies of use of inorganic nitrogen sources by seedlings of pioneer
(Heliocarpus popayanensis Kunth and Trema micrantha (L.) Blume) and non-pioneer
(Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze and Eugenia brasiliensis Lam.) neotropical tree
species. We analyzed the effect of hydroponic cultivation with nitrate (NO3’) or ammonium
(NH,") on growth and nitrogen metabolism and translocation of seedlings. >N incorporation
into amino acids was also monitored after incubation with **NOs™ or *°NH,*. Pioneer species
had preference for the use of NO3', showing a high absorption rate of this ion and assimilating
it mainly in leaves, as verified by the high activity of leaf nitrate reductase, by the high levels
of NO5™ in the xylem sap and by the *°N enrichment pattern into amino acids. Pioneer species
showed reduced growth in the presence of NH,", whereas non-pioneers were tolerant to this
cation. Among the non-pioneers, the understory species E. brasiliensis assimilated this anion
mainly in roots, whereas in C. estrellensis (canopy species) the assimilation occurred
predominantly in leaves. Variations in the translocation of nitrogen compounds in xylem sap
and in amino acid metabolism in roots and leaves among species of the same successional
group were also observed. The different responses might be related to adaptations to different
light conditions and nitrogen availability of the microsites where these species are found.

Keywords: amino acids; ammonium; nitrogen metabolism; nitrate; nitrate reductase; pioneer;
stable isotope “°N.
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Introducéo

O nitrogénio (N) é considerado um importante nutriente que limita crescimento e
produtividade das plantas, pois constitui biomoléculas essenciais como acidos nucleicos,
ATP, NADH, NADPH, clorofilas e proteinas (Kraiser et al. 2011). Este nutriente esta
disponivel para as plantas superiores terrestres predominantemente nas formas inorganicas
nitrato (NO3") e amonio (NH4") (Miller e Cramer 2004).

A absorcdo do NOj3 pelas raizes ocorre de forma ativa por meio de varios
cotransportadores H*/ NO3™ (Miller et al. 2007). Apos absorvido, 0 NO3™ é reduzido a nitrito
(NO") nas folhas ou nas raizes pela enzima nitrato redutase (NR) citoplasmatica, com uso de
poder redutor na forma de NADH ou NADPH (Meyer e Stitt 2001). O NO; é reduzido a
NH;" pela enzima nitrito redutase nos cloroplastos ou nos plastideos, com uso de poder
redutor da ferredoxina reduzida ou do NADPH (Oaks e Hirel 1985; Meyer e Stitt 2001). Por
sua vez, o NH4" resultante dessa reacéo, assim como o NH4" diretamente absorvido passiva
ou ativamente pelas raizes, é assimilado em aminoacidos pela a¢do sequencial das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) (Krapp
2015).

Dessa forma, o processo de absorcdo e assimilacdo do nitrogénio mineral envolve o
gasto de grandes quantidades de energia pelas células vegetais, o qual é mais elevado quando
o NOs ™ é usado em comparacdo a utilizagdo direta de NH," (Bloom 1997). Por outro lado,
enquanto o NO3™ pode ser estocado em altas concentracdes nas células (Dechorgnat et al.
2011), o NH4" pode levar a efeitos toxicos quando acumulado, sendo assim rapidamente
assimilado apos sua absorcéo direta ou formacao a partir da reducdo do nitrito (Zhu et al.
2000; Hachiya et al. 2010).

Diferentes espécies vegetais podem apresentar padrdes especificos quanto a fonte de
nitrogénio inorganico predominantemente utilizada, o que pode ser uma importante resposta
adaptativa ao ambiente onde vivem. Tipicamente, solos de ambientes temperados em estagio
inicial de sucessdo tendem a ter predominio de NOj, enquanto solos de areas de sucessdo
ecoldgica avancada sdo ricos em NH4 (Britto e Kronzucker 2002). De acordo com um
modelo proposto por Aidar et al. (2003), espécies arboreas neotropicais pioneiras, encontradas
em clareiras e nas bordas da floresta, locais com maior disponibilidade de luz, apresentam alta
capacidade de assimilacdo do NOs, conforme indicado pela elevada atividade da NR nas
folhas e pela translocacdo de grandes concentracfes de NOj3™ pela seiva do xilema. Por outro

lado, espécies ndo pioneiras (tolerantes a sombra) apresentam menor capacidade de
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assimilacdo do NO3’, com baixa atividade da NR nas folhas e predominio da translocacao dos
aminoacidos asparagina e arginina pela seiva do xilema, indicando assimilacio de NH;"
predominantemente na raiz. Como parte da energia quimica para assimilacdo do NOjs nas
folhas provém do transporte fotossintético de elétrons, a utilizacdo dessa fonte de N é
vantajosa em ambientes onde a luz ndo é um fator limitante (Smirnoff e Stewart 1985).
Diferentemente, a assimilacdo foliar de NO3™ ndo seria vantajosa em ambientes sombreados
onde predominam as espécies ndo pioneiras, favorecendo a assimilacdo de outras fontes
nitrogenadas pelas raizes, como o NH,", e processos de remobilizagdo do nitrogénio
enddgeno (Aidar et al. 2003).

Varios estudos feitos em campo corroboraram o modelo proposto por Aidar et al.
(2003), como os de Campos (2009); Marchiori (2012); Silva (2012) e Latansio- Aidar (2013),
mas ainda ha lacunas a serem preenchidas no que diz respeito as estratégias utilizadas pelas
plantas no uso de diferentes fontes inorgéanicas de N, como a absor¢éo e assimilacdo do N pela
raiz e a analise dos compostos nitrogenados presentes na raiz e folhas.

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2017), no qual se utilizaram mudas de
espécies arboreas nativas da Floresta Estacional Semidecidual, cultivadas em areia contendo
diferentes fontes de nitrogénio, mostrou que as espécies pioneiras, de fato, tiveram elevada
dependéncia pelo NO3™ em relacdo as ndo pioneiras, corroborando o modelo proposto por
Aidar et al. (2003). Além disso, as espécies pioneiras, quando tratadas com NH;",
apresentaram crescimento reduzido e alteracbes em parametros fisioldgicos, sugerindo que
essas espécies apresentaram sintomas de toxicidade ao NH,4". Foram observadas variagoes
entre as espécies ndo pioneiras quanto a sensibilidade ao NH,4", & forma de N predominante na
seiva do xilema e ao principal 6rgdo onde ocorre a assimilacdo do NOs3'".

Todavia, estudos mais aprofundados sdo necessarios a fim de confirmar esses
resultados e abordar outros aspectos das estratégias de uso do N das mudas. Neste caso, a
realizacdo de um experimento em cultivo hidropdnico propiciaria um maior controle sobre os
nutrientes e o pH do meio de cultivo. Além disso, essa forma de cultivo facilita a analise da
absorcao de N pela raiz e o uso do is6topo estavel *°N, cujo destino metabélico na planta pode
ser acompanhado, constituindo uma maneira de elucidar diferengas no uso de N entre espécies
de plantas (Robinson 2001).

Dessa forma, objetivou-se analisar o efeito do cultivo com diferentes fontes
inorganicas de nitrogénio (NO3 ou NH,") sobre o crescimento e o metabolismo e translocacio
de N de mudas de espécies arboreas neotropicais pioneiras e nao pioneiras cultivadas em

hidroponia. Foram levantadas as seguintes hipoteses: i - As espécies pioneiras apresentam
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maior crescimento no tratamento com NO; e apresentam sensibilidade a toxicidade do NH,",
enquanto as espécies ndo pioneiras apresentam maior crescimento no tratamento com NH;". ii
- As espécies pioneiras absorvem preferencialmente o NO3', enquanto as espécies nao
pioneiras absorvem preferencialmente o NH,4". iii - Nas espécies pioneiras, a assimilagdo do
NOz ocorre principalmente nas folhas, enquanto a assimilagio do NH," ocorre
principalmente na raiz. Ja nas espécies ndo pioneiras a assimilacdo das duas fontes de
nitrogénio ocorre principalmente na raiz. iv- Ha padrdes no metabolismo de aminoacidos em
raiz e folha e na translocagdo desses compostos nitrogenados pela seiva do xilema entre

espécies de um grupo sucessional.

Material e Métodos

Local

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Departamento de Biologia
Animal e Vegetal, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, no
municipio de Londrina, PR (23°19°29°S e 51°11°51°°0), em altitude média de 566 m e clima
do tipo Cfa, segundo Képpen, com precipitacdo media anual de 1615 mm (IAPAR 2000).

Material vegetal

Para o presente estudo, foram escolhidas quatro espécies arboreas nativas que ocorrem
na Floresta Estacional Semidecidual, duas espécies arbdreas pioneiras: Heliocarpus
popayanensis Kunth. (Malvaceae), popularmente conhecida como jangadeiro, caracteristica
de bordas de matas e florestas secundarias (Lorenzi 2008); e Trema micranta (L.) Blume
(Cannabaceae), popularmente conhecida como candilba, distribuida em todos os biomas
brasileiros, exceto em ambientes muito umidos (Carvalho 1994). As outras duas espécies
escolhidas sdo de estagios mais tardios da sucessdo (tolerantes a sombra): Cariniana
estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), espécie que atinge o dossel, popularmente
conhecida como jequitiba-branco, com ocorréncia em Floresta Ombrdéfila Densa e Floresta
Estacional Semidecidual, da Bahia a Santa Catarina (Carvalho 2003); e Eugenia brasiliensis
Lam. (Myrtaceae), tipica de subosque, popularmente conhecida como grumixama, com
ocorréncia do sul da Bahia até Santa Catarina (Kohama et al. 2006). As quatro espécies sdo
empregadas em programas de reflorestamento desenvolvidos pelo viveiro do Laboratério de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE), da Universidade Estadual de

Londrina.
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Experimento 1
Germinacao

As sementes foram germinadas em caixas com areia esterilizada. Todas as sementes
foram previamente limpas. Apds a completa expansdo do primeiro eofilo, as plantulas foram

transferidas para a hidroponia, onde foram submetidas aos diversos tratamentos.

Cultivo das mudas sob adicao controlada de nitrogénio inorganico

Cada muda foi cultivada em recipiente com 550 mL de volume total, em meio
hidropdnico aerado continuamente, que foi renovado semanalmente a fim de manter o pH
préximo a 5,5. Ao todo foram cultivados 20 individuos de cada espécie, sendo 10 para cada
tratamento (NOs~ e NH;"). Os recipientes correspondentes a cada tratamento foram
preenchidos com solugdes nutritivas distintas, descritas na tabela 1.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo por dois meses e 0S parametros

morfologicos e metabdlicos das espécies foram analisados no final do experimento.

Anélise de crescimento
Foram avaliados os seguintes parametros morfologicos das mudas: matéria seca (MS)
da raiz e da parte aérea (PA) (g), taxa de crescimento relativo (TCR) das raizes e da PA (mg

g™ dia™) e &rea foliar total (cm?).

Tabela 1 Composicdo da solugdo nutritiva com as diferentes fontes de nitrogénio e suas
concentragdes finais.

Sal NO3 NH,
(NHy), SO4* - 1 mM
KNO;* 2mM -
KH,PO, 0,5 mM 0,5mM
K,SO, 1mM 1 mM
MgSO,.7H,0O 1mM 1 mM
CacCl,.2H,0 1 mM 1mM
FeSO,EDTA 100 uM 100 pM
H3BO; 46,25 pM 46,25 uM

MnCl,.4H,0 9 uM 9 UM
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ZnCl, 0,75 uM 0,75 uM
Na,Mo00,.2H,0 0,28 uM 0,28 uyM
CuCl,.2H,0 0,331 uM 0,331 uM
* A solugdo livre de nitrogénio, mencionada no “Experimento 2” ndo contém (NH,), SO4 nem

KNOs.

Para a determinacdo da matéria seca, 0s componentes das mudas foram separados,

acondicionados em sacos de papel e secos em estufa a temperatura de 60°C por quatro dias
até atingirem peso constante. A TCR foi calculada através da equagdo (INMSf - InM Si)/t

(Hoffman e Poorter 2002), em que MSf = massa seca final, MSi = massa seca inicial e t =
representa o tempo de duragdo do experimento em dias. A MSi foi obtida no dia zero do
experimento, antes de as plantulas serem submetidas aos tratamentos, quando a média da MS
da raiz e da PA de cinco individuos de cada espécie foi determinada. A area foliar total foi
obtida através do integrador de area foliar modelo LI1-3000C (LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE, USA).

Extracdo dos metabolitos priméarios

Para a extracdo dos metabolitos, foram coletadas a porcao apical das raizes e as duas
folhas mais jovens completamente expandidas. As amostras foram trituradas em N liquido e
0s aminoacidos foram extraidos com a solucdo de MCW (metanol:cloroformio:agua, 12:5:3,
vIviv) por 24 h (Oliveira e Sodek 2013). Apos centrifugacdo a 1800 xg por 30 min, foram
adicionados 1 volume de cloroférmio e 1,5 volume de 4gua a cada 4 volumes do sobrenadante
obtido. A fase aquosa foi separada apos 24 h e mantida a 37°C por 15 h para concentracdo da
amostra, antes de ser congelada. As proteinas foram extraidas por 24 h com NaOH 0,1 M a
partir do residuo resultante da extracdo com MCW.

Anélise dos metabdlitos primarios

O conteudo de NOjs foi determinado atraves da sua reducdo a NO,™ pelo catalisador
cloreto de vanadio (VCl;0,4% em HCI 0,5 N). O NO; resultante foi dosado usando reagente
de Griess (sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N seguida da adicdo de N- (naftil)-etilenodiamina
0,02%) com posterior leitura da absorbancia a 540 nm (Miranda et al. 2001).

O NH," foi dosado pela reagdo de Berthelot com uso de dois reagentes: reagente 1
(fenol 1% e nitroprussiato de sodio 0,2 mM) e reagente 2 (NaOH 125 mM, Na,HPO,4 150 mM
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e NaClO 0,12%). Apos a reacdo de 35 min a 37 °C, o contetido de NH," foi determinado pela
leitura da absorbancia a 625 nm (McCullough 1967).

O conteudo de aminoacidos livres totais foi determinado utilizando tampao citrato 0,2
M (pH 5), ninhidrina 5% (em metilcelusolve) e KCN 0,01M (em metilcelusolve). Apds a
adicdo dos reagentes, os tubos de ensaio foram tampados e mantidos a 100 °C por 20 min. Por
fim, foi adicionado etanol 60% e feita a quantificacdo pela leitura da absorbancia a 570 nm
(Yemm e Cocking 1955).

O conteudo de proteinas foi determinado utilizando o reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250 da Bio-Rad, seguindo as especificacdes do fabricante (Bradford 1976).

Em todas as analises espectrofotométricas, a determinacdo das absorbancias foi
realizada utilizando-se um leitor de microplacas modelo Spectra Max Plus 384 (Molecular

Devices, China).

Determinacéo da atividade da enzima nitrato redutase

A porcao apical das raizes e as duas folhas mais jovens completamente expandidas
foram coletadas e imediatamente utilizadas para a analise enzimatica. A atividade da enzima
nitrato redutase (NR) foi determinada in vivo baseando-se no método proposto por Stewart et
al. (1986). Amostras de raizes e folhas (0,15 g) de mudas cultivadas com NOj3 foram cortadas
em segmentos e transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de reacéo (K;HPO4
0,05 M pH 7,5; propanol 1%; KNO3z 0,05 M). Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente sob vacuo (para a infiltracdo do meio de reacdo nos tecidos) e no escuro e, apos 40
min, uma aliquota do meio foi coletada para a dosagem do NO; formado utilizando-se o

reagente de Griess (Hageman e Reed 1980).

Coleta e analise da seiva do xilema

A seiva do xilema foi extraida a partir da porcdo apical do caule utilizando-se uma
camara de pressdo do tipo Schélander, conforme o procedimento descrito por Jaeger et al.
(2009). A seiva coletada foi diretamente utilizada para as analises de aminoacidos livres
totais, NOs™ e NH,4", utilizando os métodos descritos anteriormente.

A composicdo e a concentracdo individual dos aminoacidos livres presentes na seiva
do xilema foram analisadas usando a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia -UPLC
(Waters Acquity UPLC® system- Waters, Milford, MA, USA- com detector de
fluorescéncia). A derivatizacdo foi realizada seguindo o protocolo do kit AccQ-Tag de

derivatizacdo da Waters modificado. As amostras de seiva foram centrifugadas por 20
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minutos a 8000 rpm, e 10 uL delas foram adicionados a 70 uL tampéao borato e 20 uL de 6
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (AQC), agitadas por 10 segundos em
vortex e posteriormente aquecidas em banho-maria a 55°C por 10 minutos. A separacdo foi
realizada com a coluna AccQ.Tag Ultra Column C18 (2,1x100 mm 1,7 um), a 60 °C com os
seguintes eluentes: A- AccQ.Tag Ultra Eluent A (10% em agua), B- AccQ. Tag Ultra Eluent
B (100%), em fluxo de 0,7 mL/minuto. Os aminoacidos foram detectados em UV no
comprimento de onda de 260 nm. Para evitar contaminacédo da coluna pela amostra, apds cada
injecdo a coluna era lavada com 200 puL. de acetonitrila 95% em agua e posteriormente com
600 uL acetonitrila 5% em agua. Essas analises foram realizadas no Instituto de Botéanica de

Sdo Paulo, com a colaboracao do Prof. Dr. Marcos Pereira Marinho Aidar.

Experimento 2
Germinacao e crescimento

As sementes das espécies arboreas foram germinadas conforme descrito para o
Experimento 1. Apo6s a expansdo do primeiro eofilo, as plantulas foram transferidas para
vasos com areia (3 plantulas por vaso), onde foram regadas duas vezes por semana com a
mistura das solucdes da tabela 1, obtendo 1 mM de KNO3 e 0,5mM de (NH,4),SO,4. Apos dois
meses, as plantas foram transferidas para a hidroponia, em frascos de 550 mL contendo a

mesma solugéo.

Exposic&o as fontes enriquecidas em °N

Apls sete dias de cultivo em hidroponia para aclimatacdo, as plantas foram
transferidas para frascos de 150 mL contendo a solucdo nutritiva livre de N (Tabela 1), para
que fosse consumido o conteudo enddgeno de N, sob aeracdo. Ap6s um dia, a solucao foi
suplementada com 2 mM K*NO; ou 1 mM (**NH,4),SO4 (ambos com enriquecimento em *°N
de 20%). Foram mantidos dois individuos de cada espécie por tratamento em meio sem

enriquecimento em *°N, como controle.

Absorcao das fontes de N

Apbs 24 h da suplementagdo com 2 mM K™NOs; ou 1 mM (**NH,),;S0, foram
coletadas cinco aliquotas (500 pL/frasco) de cada tratamento para determinagdo das taxas de
absorcdo das fontes de nitrogénio pelas raizes de cada espécie. Também foram coletadas
aliquotas de quatro frascos sem plantas, dois de cada fonte de N, usados como controle. Os

niveis de NOs™ e NH;" nas aliquotas foram quantificados como descrito anteriormente e a
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maréria seca das raizes de cada individuo foi determinada. As taxas de absorcdo de cada fonte
de N foram calculadas através da formula: (NGmero de moles de NOs™ ou NH," nos frascos

controle - Numero de moles de NO3;™ ou NH," no frasco com plantas)/Matéria seca da raiz.

Determinac&o da incorporacdo do *°N em aminodcidos

Apbs 24 h de incubacdo, as raizes e folhas foram pesadas e coletadas em N, liquido para
analises. As raizes foram lavadas com solucdo de CaSO4 0,5 mM + KCI 1 mM e depois com
4gua destilada, para eliminacdo do °N adsorvido & sua superficie (Ashton et al. 2010),
enquanto as folhas foram lavadas apenas com agua destilada. Os aminoéacidos foram extraidos
em MCW conforme descrito anteriormente (Experimento 1). A porcentagem do °N
incorporado aos aminoacidos de raizes e folhas foi analisada utilizando-se o sistema de
cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massas (Shimadzu QP2010 plus system,
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan), em colaboracdo com o Prof. Dr. Ladaslav Sodek, da
Universidade Estadual de Campinas. Apos passagem dos extratos MCW numa coluna Dowex
50W H™ e eluicdo com NH,OH 4M, os aminoécidos foram derivatizados com N-metil-N (tert-
butildimetilsilil) trifluoracetamida (Sigma, Saint Louis, USA) em piridina a 70°C por 30 min.
Os aminoacidos foram analisados no modo SIM seguindo as condi¢fes descritas por Chaves
das Neves e Vasconcelos (1987). A quantificacdo dos aminoacidos (em nmol) foi feita a partir
da comparacdo das areas dos picos de aminoacidos nas amostras com as areas do padréo. Para
o célculo da quantidade relativa de cada aminoacido (em mol%) foi utilizada a seguinte
formula: Quantidade do aminoacido individual x 100/quantidade total de aminoacidos na
amostra.

Para calcular o enriquecimento dos aminoacidos em *°N, a seguinte férmula foi usada:
Porcentagem de N enriquecido = (Re — R¢)/[1 + (Re — R¢)] x 100 (Silvester et al., 1996), na
qual Re = [(M + 1)/M] das amostras provenientes de material exposto ao *°N, e R. é igual a
mesma relacdo M+1 e M para as amostras de material controle (ndo expostas ao *°N). Os
valores M e M+1 representam as intensidades relativas de duas formas do mesmo fragmento,
uma com N (=M) e a outra com >N (M+1) (Oliveira e Sodek 2013). O enriquecimento
médio dos aminoacidos em cada 6rgdo foi calculado como a média da % *°N nos amino4cidos

ponderada pela quantidade dos aminoacidos em mol%.

Analise estatistica
O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Nove repeti¢fes

foram utilizadas para as analises morfologicas, enquanto quatro repeticdes foram utilizadas
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para as analises metabdlicas e trés repeticdes para as analises do experimento com °N. Os
dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator, para
comparar o efeito dos tratamentos de N em cada espécie. No caso dos dados de
enriquecimento com N, foi comparada a incorporacdo de N em aminoécidos entre os
6rgdos da planta (raiz e folha). A atividade da enzima NR foi comparada entre os 6rgaos das
mudas e entre as espécies, com ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de Tukey. Em
todos os casos, foi testada a normalidade da distribuicdo dos dados e a homogeneidade de
variancias e, quando necessario, os dados foram transformados. Todas as analises estatisticas
foram realizadas adotando-se o nivel de significancia de 5%, no programa Statistica v. 10.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Resultados

Crescimento

Foi notavel o menor crescimento das mudas das espécies pioneiras, H. popayanensis e
T. micrantha, tratadas com NH,", em relagdo ao tratamento com NO3 (Fig. 1). Além disso, as
mudas dessas espécies apresentaram clorose internerval em suas folhas quando cultivadas
com NH,". Quantitativamente, em H. popayanensis e T. micrantha, a area foliar e o contetido
de matéria seca da raiz e parte aérea foram menores no tratamento com NH," (Tabela 2). A
TCR da parte aérea em H. popayanensis foi de 91,5 mg g™ d* no tratamento com NO3 para
75,3 mg g™ d™ no tratamento com NH,*, enquanto a TCR da raiz foi 117,1 mg g* d™* e 92,3
mg g* d* nos tratamentos com NOz e NH,*, respectivamente. Em T. micrantha, foram
encontrados resultados semelhantes aos da outra pioneira: TCR da parte aérea foi de 120,6 mg
g™ d* para o tratamento com NO3 para 66,0 mg g™ d* no tratamento com NH," e a TCR da
raiz foi de 131,5 mg g™* d™ no tratamento com NO3 para 107,4 mg g d* no tratamento com
NH,".

Diferentemente, C. estrellensis, espécie ndo pioneira, apresentou maiores valores de
area foliar e contetido de matéria seca da parte aérea no tratamento com NH,", ao passo que o
contelido de matéria seca da raiz ndo foi afetada pela fonte de N (Tabela 2). A TCR da parte
aérea foi de 30,4 mg g d™* no tratamento com NH," para 25,4 mg g™ d* no tratamento com
NOs’, e a TCR da raiz foi de 30,7 mg g d* e 30,4 mg g* d”* nos tratamentos com NOs e
NH,4", respectivamente. Em E. brasiliensis, ndo foram observadas diferencas significativas

nos parametros de crescimento entre os tratamentos (Tabela 2). A TCR da parte aérea foi de
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31,8 mg g d™* nos dois tratamentos de N e a TCR da raiz foi 23,5 mg g™ d™ no tratamento
com NOs e 20,1 mg g™* d* no tratamento com NH,". Em ambas as espécies ndo pioneiras, ndo

foram observados sintomas de toxicidade do NH," (Fig. 1).

Metabolismo do nitrogénio nas raizes e folhas

Considerando mudas cultivadas com NOjz, as espécies pioneiras apresentaram
atividade da NR foliar maior que as ndo pioneiras, com a maior atividade observada em T.
micrantha (Fig. 2). Entre as ndo pioneiras, a atividade dessa enzima nas folhas foi maior em
C. estrellensis, em relacéo a E. brasiliensis. Na raiz, a atividade dessa enzima foi baixa e néo
diferiu entre as especies.

T. micrantha, H. popayanensis e C. estrellensis apresentaram uma maior atividade NR
na folha em relagdo a raiz, ao passo que ndo houve diferenca entre os 6rgdos em E.
brasiliensis (Fig. 2). Quanto a proporcdo da atividade da NR entre folha e raiz (razéo
folha/raiz), verificou-se que T. micrantha apresentou a maior razdo folha/raiz (38,7) seguido

por H. popayanensis (4,75), C. estrellensis (2,54) e E. brasiliensis (1,38).

NH,*

NOy | NOy
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NO;

NH,*

Fig. 1 Mudas de Heliocarpus popayanensis (A), Trema micrantha (B), Cariniana estrellensis
(C) e Eugenia brasiliensis (D) cultivadas com NO3” ou NH;" como fonte de nitrogénio. Escala
=10 cm.

No tratamento com NH,", as espécies ndo pioneiras apresentaram maior contetido de
aminoéacidos totais na raiz, em relacdo ao tratamento NO3™ (Fig. 3a). Diferentemente, a espécie
T. micrantha apresentou maior conteido de aminoacidos totais na raiz no tratamento com
NOs,, enquanto H. popayanensis ndo apresentou diferenca significativa no conteido de
aminodcidos totais na raiz entre os tratamentos. O cultivo com NH,4" levou a um aumento no
contedo de aminoacidos totais nas folhas apenas da espécie E. brasiliensis quando
comparado com o tratamento com NO3™ (Fig. 3b). Nas outras espécies, ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos.

Tabela 2 Area foliar e matéria seca da raiz e parte aérea de mudas de Heliocarpus
popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e Eugenia brasiliensis
(Eb) cultivadas com NOs™ ou NH;* como fonte de nitrogénio. Os dados sdo médias + erros-
padrdo (n = 9). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos de nitrogénio,
para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05)

- Area foliar Matéria seca Matéria seca
Especies Tratamentos 2 . )
(cm”) raiz (9) parte aérea (Q)
NO;’ 496 £ 28,2 * 0,823+0,112*  2,22+0,248 *
Hp
NH,* 229+159 0,233 £ 0,021 0,986 + 0,069
NO;3 458 + 26,4 * 1,05+0,157* 2,54 +0,117*
m
NH,* 48,3+ 14,3 0,382 + 0,08 0,412 +0,112
NO;’ 119+11,1* 0,236 +0,023 0,623 £ 0,039 *
Ce
NH,* 169 £ 14,0 0,226 + 0,034 0,803 + 0,058
NO;’ 61,9+7,98 0,143 + 0,009 0,550 + 0,009
Eb
NH," 83,5+9,33 0,117 £ 0,008 0,658 + 0,049
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Fig. 2 Atividade da enzima nitrato redutase (NR) na raiz e folhas de mudas de Heliocarpus
popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e Eugenia brasiliensis
(Eb) cultivadas com NO3™ como fonte de nitrogénio. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n =
4). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os 6rgaos e as espécies (ANOVA
de dois fatores seguida de teste de Tukey; p < 0,05).

A fonte de N afetou a quantidade de proteinas na raiz de todas as espécies, sendo essa
quantidade maior no tratamento com NH;" (Fig. 3c). Nas folhas, o contetdo de proteina foi
maior no tratamento com NH;" nas espécies T. micrantha e E. brasiliensis (Fig. 3d). Nas
outras espécies, H. popayanensis e C. estrellensis, ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos.
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Fig. 3 Conteudo total de aminoécidos (A e B) e proteinas (C e D) na raiz e folhas de mudas de
Heliocarpus popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e
Eugenia brasiliensis (Eb) cultivadas com NOs™ ou NH," como fonte de nitrogénio. Os dados
sdo médias * erros-padrdo (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas entre os
tratamentos de nitrogénio, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05)
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Translocagdo dos compostos nitrogenados pela seiva do xilema

Quando cultivadas com NOgs, houve um grande aumento na porcentagem de NOj3
translocado pela seiva do xilema em todas as espécies (Tabela 3). Nas espécies H.
popayanensis, T. micrantha e C. estrellensis 0 NO3 foi a fonte de N predominante na seiva do
xilema de mudas cultivadas com NOj;, mas em E. brasiliensis os aminoacidos foram
predominantes sobre o NO3” no mesmo tratamento (Tabela 3).

No cultivo das mudas com NH;" como fonte de N, a porcentagem de NH4"
transportado pela seiva do xilema aumentou em relagio ao NO3', mas a proporcdo de NH;"
translocada foi menor que os aminoécidos. Em todas as espécies, foi possivel observar que o
cultivo com NH,4" induziu a um aumento na proporcao de aminoacidos translocados pela seiva

do xilema.
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Tabela 3 Contetdo relativo (em mol%) de NOs', NH," e aminoacidos na seiva do xilema de
mudas de Heliocarpus popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis
(Ce) e Eugenia brasiliensis (Eb) cultivadas com NO3™ ou NH4" como fonte de nitrogénio. Os
dados sdo médias + erros-padréo (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas entre 0s

tratamentos de N, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05).

Espécies Tratamentos NO;’ NH,"* Amino&cidos
NO3 55,4+ 3,44 5,77 £ 0,62 38,8 £ 3,99

" NH,"* 143 +£1,12* 132+1,02* 853+1,98*
NOs 59+ 0,819 504+0,991  359+1,02

m NH," 142 +£1,78* 14,3+0,953* 71,4 +0,865*

NO3 73,2+2,20 6,51+1,76 20,3 +0,807

o NH," 151 +3,44* 194+123* 654+ 355*
NO3 33+1,95 9,19+0,680 57,8+241

= NH,* 550 +0,930* 12,8 £0,924* 81,6+ 1,63*

Quantificacao e identificacdo dos aminoacidos presentes na seiva do xilema

Em H. popayanensis, os principais aminoacidos translocados pela seiva do xilema
foram asparagina (Asn), serina (Ser), glutamina (GIn), arginina (Arg), &cido aspartico (Asp),
acido glutamico (Glu), alanina (Ala) e acido y-aminobutirico (GABA) (Fig. 4). O tratamento
com NH," levou a um aumento na proporcao de Asn, Ser e Arg na seiva do xilema em relacéo
ao cultivo com NOg, ao passo que o0s niveis relativos de Glu, Ala e GABA foram reduzidos.
Assim, nas plantas de H. popayanensis cultivadas com NOs’, GABA (20,2%), Glu (18,5%) e
Asn (16,6%) foram os aminoacidos mais abundantes na seiva do xilema. Ja na presenca de
NH,"*, as amidas Asn (37,0%) e GIn (18,0%) passaram a ser predominantes (Fig. 4).
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Fig. 4 Conteldo relativo de aminoacidos (em mol%) presentes na seiva do xilema de mudas
de Heliocarpus popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e
Eugenia brasiliensis (Eb) cultivadas com NOs;™ ou NH;* como fonte de nitrogénio. Os dados
sdo medias (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas no conteddo de cada
aminoacido entre os tratamentos de N, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05).
Apenas 0s aminoacidos que apresentaram uma quantidade em mol% superior a 3% sdo
mostrados: Ala (alanina), Arg (arginina), Asn (aparagina), Asp (&cido aspartico), Cit
(citrulina), GIn (glutamina), Glu (acido glutamico), GABA (acido y-aminobutirico), Pro
(prolina), Ser (serina) e Thr (treonina)

Em T. micrantha, os principais aminoacidos translocados pela seiva do xilema foram
Asn, Ser, GIn, Asp, Glu, treonina (Thr), Ala e GABA (Fig. 4). No tratamento com NH,",
houve um aumento na proporcao de Ser em comparacao ao cultivo com NO3'. Por outro lado,

no tratamento com NOj, os aminoécidos GIn e Glu foram transportados em maiores
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quantidades relativas em relagdo ao tratamento com NH,". Independente da fonte de N, Asn
foi 0 aminoacido predominante na seiva do xilema de T. micrantha, correspondendo a mais de
50% dos aminodcidos translocados (Fig. 4).

Em C. estrellensis, os principais aminoacidos translocados pela seiva do xilema foram
Ser, GIn, Arg, Asp, Glu, GABA, prolina (Pro) e citrulina (Cit) (Fig. 4). A GIn foi translocada
em maior quantidade relativa no tratamento com NH," em relagio ao tratamento com NOs'.
No cultivo com NOg3’, os aminoacidos Ser, Arg, Asp, Glu, GABA e Cit foram transportados
em maiores proporgdes em comparagdo ao tratamento com NH,". Em mudas cultivadas com
NOs’, Cit (25,2%) foi predominante na seiva do xilema de C. estrellensis seguida pela Gin
(21,6%), ao passo que no cultivo com NH," essa proporcéo se inverteu (Gln 56,0% e Cit
12,5%) (Fig. 4).

Em E. brasiliensis, os principais aminoacidos translocados pela seiva do xilema foram
Ser, GIn, Arg, Asp, Glu, Alae GABA (Fig. 4). O tratamento com NH," induziu a um aumento
na proporcao de GIn na seiva do xilema em relacéo ao cultivo com NO3'acompanhado de uma
diminuicdo nas quantidades relativas de Ser, Asp, Glu e GABA. Mesmo assim, independente
da fonte de N, GIn foi 0 aminoacido predominante na seiva do xilema de E. brasiliensis (Fig.
4).

Absorcdo de NOs e NH," pelas raizes

As raizes das espécies pioneiras (H. popayanensis e T. micrantha) apresentaram maior
taxa de absorcio de NOs em relagdo ao NH4*, com razbes de absor¢do de NOs/NH,"
proximas a 2 (Tabela 4). As raizes de C. estrellensis absorveram quantidades equivalentes das
duas formas de N, apresentando razdo de absor¢do de NOz/NH;" proxima a 1. Dentre as
espécies estudadas, E. brasiliensis foi a Gnica que apresentou maior taxa de absor¢do de NH,"
em relagdo ao NO3’, e teve uma razdo de absor¢do de NO3s/NH," de 0,44.

Assimilacdo de °NO3 e °NH,;* pela raiz e folha
Os resultados de enriquecimento com >N em cada amino4cido a partir do *NOs e
>NH," podem ser consultados nos dados suplementares (Tabelas Suplementares S1 a S4).
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Tabela 4 Taxa de absorcdo (em pmol g™dia™) de NOs" e NH4" e razdo de absorcéo de NOg’
INH," por mudas de Heliocarpus popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana
estrellensis (Ce) e Eugenia brasiliensis (Eb) cultivadas com NOs” ou NH,;" como fonte de N.
Os dados sd@o medias + erros-padréo (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas entre
a absorcéo de NO3 e NH,", para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05)

Espécies NO3 NH," NO;/NH,"
Hp 851+694* 443 £ 45,0 1,92
Tm 1522 + 61,9* 681 £ 30,5 2,23
Ce 526 + 61,9 577+42,4 0,91
Eb 325 £ 15,4* 741 £16,1 0,44

Na raiz de mudas de H. popayanensis tratadas com NOs3’, Asn (19,5%), Glu (17,3%),
GABA (12,4%) e Ser (11,0%) foram os aminoacidos mais abundantes (Fig. 5), ao passo que
nas folhas foram Ser (36,4%), Gln (21,0%) e Glu (18,1%), com Asn ndo chegando a 1% (Fig.
6). No tratamento com NH,", o predominio de Asn na raiz foi ainda maior (50,6%), seguido
de uma elevada proporcdo de GIn (27,0%). Nas folhas, Ser (34,8%) e GIn (24,4%)
permaneceram como 0S aminoacidos mais abundantes, sendo observado um aumento na
proporcdo de Asn (18,2%). O enriquecimento médio dos aminoacidos com N em mudas
tratadas com NOj3™ foi maior nas folhas do que na raiz (Tabela 5), sendo que apenas GABA e
Asn ndo apresentaram diferenca entre os 6rgaos (Tabela Suplementar S1). Nas mudas tratadas
com NH,4*, houve maior enriquecimento médio dos aminoacidos com N na raiz do que nas
folhas (Tabela 5), resultante do menor enriquecimento da GIn nas folhas (Tabela Suplementar
S1).

Na raiz de mudas de T. micrantha cultivadas com NOgs’, Asn (38,8%), GIn (20,7%) e
Glu (13,8%) foram os aminoacidos mais abundantes (Fig. 5), semelhante ao observado nas
folhas (Asn 35,9%, GIn 26,7% e Glu 12,9%) (Fig. 6). No tratamento com NH,4", a proporcio
de Asn na raiz também foi alta (38,4%), mas houve aumento da proporcao de GABA (19,8%)
e diminuigdo de Asp (2,0%) em relagdo ao tratamento com NOgs". Nas folhas, houve aumento
na proporcéo de Ser (15,3%) e diminuicdo de Asp (0,5%) em plantas tratadas com NH,", em
relacio ao NOsz, mas as amidas Ashn e GIn permaneceram como 0S aminoacidos
predominantes. Em plantas tratadas com NOjz; houve maior enriquecimento médio dos
aminoécidos com N nas folhas em relacdo a raiz (Tabela 5), sendo que apenas Glu ndo

diferiu entre os 6rgdos (Tabela Suplementar S2). Quando tratadas com NH,*, também se
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observou maior enriquecimento médio com N nas folhas do que na raiz (Tabela 5). Os
aminoacidos responsaveis pelo maior enriquecimento médio nas folhas de plantas de T.
micrantha incubadas com °NH," foram Ser e, em maior parte, Asn, principal aminoécido
relacionado & translocacéo de N das raizes até as folhas. O enriquecimento de >N nos demais
aminoacidos ndo diferiu entre os 6rgdos (Ala, GIn e Asp) ou foi maior na raiz em relacdo a
folha (GABA e Glu).

Tabela Suplementar S1 Enriquecimento em °N (%) de aminoacidos em raizes e folhas de
mudas de H. popayanensis cultivadas com NOs; ou NH;" como fonte de N, ambas
enriquecidas com 20% de °N. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n = 3). Asteriscos
indicam diferencas significativas no enriquecimento do aminoacido em *°N entre raiz e folha,
para cada fonte de N, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05). Ala (alanina), Asn (aparagina), Asp
(acido aspartico), Gln (glutamina), Glu (acido glutamico), GABA (4cido y-aminobutirico),
Ser (serina) e Thr (treonina).

NOs NH,"

Aminoéacido Raiz Folha Raiz Folha
Ala 530£0,73 8,93+045* 11,28 £1,58 8,47 1244
GABA 5,46 £0,79 7,83+0,54 14,0 £1,18 8,73+2,72
Gin 9,27 £1,40 18,91+ 1,00 * 26,13+ 1,70 1557+381*
Glu 6,27 + 0,64 8,91+0,62* 13,07 +1,53 7,85+2,55
Asn 10,9+2,70 10,1 £0,94 19,39+ 2,60 21,55+ 1,87
Asp 5,84 £ 0,67 9,01+0,59* 11,58 £ 1,26 8,80 £2,40
Ser 2,0+0,90 7,713+0,27* 4,08 +0,90 8,18 +2,80
Thr 1,34 £0,70 533+0,43* 334+1,11 4,97+ 1,60
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Fig. 5 Contetdo de aminoacidos (em mol%) presentes na raiz de mudas de Heliocarpus
popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e Eugenia brasiliensis
(Eb) cultivadas com NO3z ou NH4* como fonte de nitrogénio. Os dados s&o médias (n = 3).
Asteriscos indicam diferencas significativas no conteddo de cada aminoacido entre 0s
tratamentos de N, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05). Os aminoacidos
mostrados sd@o Ala (alanina), Asn (aparagina), Asp (&cido aspartico), GIn (glutamina), Glu
(acido glutamico), GABA (acido y-aminobutirico), Pro (prolina), Ser (serina) e Thr (treonina).
Os aminoacidos inclusos em “Outros” sdo Arg (arginina), Gly (glicina), Ile (isoleucina), Leu
(leucina), Lys (lisina), Met (metionina), Phe (fenilalanina), Tyr (tirosina), His (histidina) e Val
(valina).
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Tabela 5 Enriquecimento médio de >N (%) em aminoacidos em raizes e folhas de mudas de
Heliocarpus popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e
Eugenia brasiliensis (Eb) cultivadas com **NOs™ ou **NH;" como fonte de nitrogénio, ambas
enriquecidas com 20% de *°N. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n = 3). Asteriscos
indicam diferencas significativas no enriquecimento médio do **N em aminoécidos entre raiz
e folha, para cada fonte de N, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05).

NO5 NH,"*
Espécies
Raiz Folha Raiz Folha
Hp 543+057 987+003* 183+197 118+165*
Tm 996+0,22 17,3+041* 121+083 16,3+0,16*
Ce 288+003 336+005* 106+015 0,96+0,38*
Eb 766+0,31 526+0,37* 17,1+097 6,70+0,48*

Tabela Suplementar S2 Enriquecimento em *°N (%) de aminoacidos em raizes e folhas de
mudas de T. micrantha cultivadas com NOs ou NH,;" como fonte de N, ambas enriquecidas
com 20% de *°N. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n = 3). Asteriscos indicam diferencas
significativas no enriquecimento do aminoacido em *°N entre raiz e folha, para cada fonte de
N, pelo teste F (ANOVA,; p < 0,05). Ala (alanina), Asn (aparagina), Asp (acido aspartico),
GIn (glutamina), Glu (4cido glutamico), GABA (acido y-aminobutirico), Ser (serina).

NO;3 NH,"

Aminoacido Raiz Folha Raiz Folha
Ala 10,9 £ 0,96 14,31 +0,78 * 10,2 +£ 0,08 9,64 +£0,27
GABA 9,37 £1,02 12,77 +£1,02* 10,8 £ 0,57 9,20+£0,32 *
GlIn 17,97+ 1,20 226+126* 17,2 +£1,60 18,96 + 1,60
Glu 9,81+0,71 10,8 £ 0,99 10,8 £ 0,33 9,55+047*
Asn 8,45+ 1,37 194+£172* 143+£241 21,24 +0,82*
Asp 8,62 £ 0,85 13,71+ 0,60 * 9,11 +0,27 9,15+0,35
Ser 6,12 £ 0,75 13,65+0,99 * 4,60 + 0,32 9,79+0,52 *




38

Z

o

e

*I

*I

i

A B

mAla
T *ok 1 GABA
B Pro
NH: [ Ser
®Thr
® Asp
" Glu
= Asn
Gln
® Qutros

Z
L
L ||

Z
o
- -

o, [N

Eb

N [ |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 6 Conteudo de aminoacidos (mol%) presentes nas folhas de mudas de Heliocarpus
popayanensis (Hp), Trema micrantha (Tm), Cariniana estrellensis (Ce) e Eugenia brasiliensis
(Eb) cultivadas com NO3z ou NH,;" como fonte de nitrogénio. Os dados sdo médias (n = 3).
Asteriscos indicam diferencas significativas no conteddo de cada aminoacido entre 0s
tratamentos de N, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05). Os aminoacidos
mostrados sd@o Ala (alanina), Asn (aparagina), Asp (&cido aspartico), GIn (glutamina), Glu
(acido glutamico), GABA (acido y-aminobutirico), Pro (prolina), Ser (serina) e Thr (treonina).
Os aminoacidos inclusos em “Outros” sdo Arg (arginina), Gly (glicina), Ile (isoleucina), Leu
(leucina), Lys (lisina), Met (metionina), Phe (fenilalanina), Tyr (tirosina), His (histidina) e Val
(valina).

Na raiz de mudas de C. estrellensis cultivadas com NOj3’, Thr (15,8%), GlIn (14,1%),
GABA (13,9%), Ser (13,9%), e Glu (13,6%) foram os aminoéacidos mais abundantes (Fig. 5),
enquanto nas folhas foram Pro (42,3%), Ser (14,8%), GIn (11,9%) e Glu (10,6%) (Fig. 6). No

tratamento com NH,", houve grande predominio de GIn (57,6%) na raiz, ao passo que houve
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diminuicdo da propor¢do de diversos aminoacidos (Ala, GABA, Ser, Thr, Asp e Glu), em
relacdo ao tratamento com NOs". Nas folhas de mudas tratadas com NH,", houve diminuicio
apenas na proporcdo de Ala e GABA, comparado ao tratamento com NOs. No tratamento
com NO3, houve maior enriquecimento médio com N em amino4cidos nas folhas, em
relacdo a raiz (Tabela 5), com os aminoécidos Ala, GIn, Glu, Asp, Ser e Thr apresentando
menor enriquecimento nas raizes em relacdo as folhas (Tabela Suplementar S3). Por outro
lado, sob nutricdo com NH,4", o enriquecimento médio com esse is6topo foi maior na raiz do
que nas folhas (Tabela 5), e apenas a Pro ndo apresentou diferencas no enriquecimento entre
0s Orgdos (Tabela Suplementar S3).

Tabela Suplementar S3 Enriquecimento em *°N (%) de aminoécidos em raizes e folhas de
mudas de C. estrellensis cultivadas com NO3z ou NH4" como fonte de N, ambas enriquecidas
com 20% de *°N. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n = 3). Asteriscos indicam diferencas
significativas no enriquecimento do aminoacido em *°N entre raiz e folha, para cada fonte de
N, pelo teste F (ANOVA,; p < 0,05). Ala (alanina), Asp (&cido aspartico), GIn (glutamina),
Glu (4cido glutamico), GABA (4cido y-aminobutirico), Pro (prolina), Ser (serina) e Thr
(treonina).

NOs NH,

Aminoé&cido Raiz Folha Raiz Folha
Ala 3,97 +£0,34 525+041* 8,84 +0,77 1,55+0,72*
GABA 4,81+0,22 6,04+17 10,9+ 0,78 149+0,78*
Gln 6,03 +£0,48 9,10+0,20 * 14,82 + 1,09 1,91+1,90 *
Glu 3,92+0,28 5,55+0,33 * 9,07 £ 0,55 1,39+0,88*
Asp 4,37 +0,31 588+0,51* 8,83 +0,50 1,61+0,73*
Ser 2,21+0,24 494 +0,43* 3,86 +0,33 1,39+0,85*
Pro 0,65+0,15 0,41 +0,31 1,87 £1,15 0,54 0,30
Thr 0,74 £0,05 1,68 +0,30 * 1,89 £ 0,29 0,73+0,30*

Na raiz de mudas de E. brasiliensis tratadas com NOj3’, GIn foi o aminoacido
predominante na raiz e folhas (78,6 e 76,2%, respectivamente) (Fig. 5). No tratamento com
NH,*, houve aumento na proporcdo de GABA (5,2%) e Asp (3,9%) na raiz, em relagdo ao
tratamento com NOs3. Nas folhas, ndo houve diferencas significativas nas proporc¢des dos

aminoacidos entre os tratamentos de N (Fig. 6). Nessa espécie, 0 enriquecimento medio dos



40

aminoacidos com N de mudas cultivadas com NO3™ foi maior na raiz, em relagdo as folhas
(Tabela 5). A GIn, aminoacido mais abundante em E. brasiliensis, foi a responsavel pelo
maior enriquecimento médio nas raizes (Tabela Suplementar S4). Quando tratadas com NH,",
houve maior enriquecimento médio com N em aminoécidos na raiz do que nas folhas
(Tabela 5). Para ambas as fontes de N, apenas Ser teve maior enriquecimento nas folhas em

relacdo as raizes (Tabela Suplementar S4).

Tabela Suplementar S4 Enriquecimento em °N (%) de aminoacidos em raizes e folhas de
mudas de E. brasiliensis cultivadas com NO3 ou NH;* como fonte de N, ambas enriquecidas
com 20% de °N. Os dados sdo médias + erros-padrdo (n = 3). Asteriscos indicam diferencas
significativas no enriquecimento do aminoacido em *°N entre raiz e folha, para cada fonte de
N, pelo teste F (ANOVA,; p < 0,05). Ala (alanina), Asp (acido aspartico), GIn (glutamina),
Glu (acido glutamico), GABA (acido y-aminobutirico), Ser (serina).

NOs NH,
Aminoé&cido Raiz Folha Raiz Folha
Ala 4,80 + 0,47 4,44 +0,34 9,48 +£0,48 7,21+0,11~*
GABA 3,04 £0,73 2,15+1,19 9,72+£0,12 4,89+ 0,24 *
GlIn 8,23+1,52 591+104%* 20,6 £1,97 7,36 £ 0,56 *
Glu 5,60 £ 0,77 3,69 +0,40 9,64 + 0,20 533+0,13*
Asp 5,76 £0,72 3,77 £ 0,341 10,2 +£0,32 524 +0,12 *
Ser 1,40 £0,23 361+042* 3,76 £ 0,41 6,36 + 0,09 *
Discussao

O presente estudo avaliou o efeito do cultivo hidropdnico com duas fontes de N
inorganico (NOs;™ ou NH,") sobre o crescimento, o metabolismo e a translocacio do N em
mudas de espécies arboreas nativas que ocorrem na Floresta Estacional Semidecidual de
diferentes estagios da sucessao (pioneiras e ndo pioneiras). Por meio das andlises realizadas,
foi possivel verificar a alta sensibilidade das espécies pioneiras ao cultivo com NH,", além da
alta absorcdo de NOj3 e capacidade de assimilacdo desse anion nas folhas. Além disso, foi
possivel observar a tolerancia das espécies ndo pioneiras ao NH,4" e as diferencas entre essas
espécies quanto a absor¢do e assimilacdo do NOj. Portanto, esse estudo mostrou a
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contribuicéo das raizes e folhas para a assimilacdo do N, além das diferencas entre as espécies
no uso das diferentes fontes de N inorgéanico.

As analises de crescimento mostraram que as espécies pioneiras, H. popayanensis e T.
micrantha, cresceram menos e apresentaram reducdo da area foliar total e sinais de clorose
nas folhas quando supridas com NH,", em relagdo ao NO3™ (Tabela 2, Fig. 1a, b), que podem
ser sintomas de toxicidade ao NH;" (Britto e Kronzucker 2002). De fato, plantas sensiveis ao
NH,", quando tratadas com esse cation como Unica fonte de N, podem ter o crescimento,
principalmente da raiz, limitado (Raab e Terry 1994; Guo et al. 2002). A diminuicdo da area
foliar em plantas tratadas com NH;", em comparacido com NOj3, foi também observada em
outras espécies (Raab e Terry 1994; Walch-Liu et al. 2000). Esse efeito pode ser atribuido a
uma perda na capacidade de regulacdo osmotica e a concomitante diminuicdo da taxa de
expansao celular nas folhas, possivelmente devido a perda de turgor celular (Leidi et al. 1992;
Raab e Terry 1994). Por fim, a diminuicdo da area fotossintetizante pode contribuir para o
baixo acimulo de biomassa nas plantas supridas com NH;" (Guo et al. 2007). Portanto, em H.
popayanensis e T. micrantha, o menor acumulo de biomassa pode ser parcialmente
relacionado a menor expanséo foliar no tratamento com NH,".

Além disso, outros fatores podem ser responsaveis pela toxicidade observada nas
espécies pioneiras tratadas com NH;" como fonte exclusiva de N, como a diminuicdo da
absorcdo de cations essenciais (Siddigi et al. 2002; Roosta e Schjoerring 2007), distdrbios na
regulacdo do pH induzidas pelo NH," (Walch-Liu et al. 2000), 0 consumo excessivo de
carboidratos para a assimilagdo do NH4*, causando limitagdo de carbono (Finnemann e
Schjoerring 1998), além de desbalanco hormonal (Britto e Kronzucker 2002) que pode levar a
reducdo da sintese de citocininas, resultando em diminuicdo da expanséo foliar (Andrews et
al. 2013).

Considerando as ndo pioneiras, E. brasiliensis ndo apresentou diferencas nos
parametros de crescimento entre os tratamentos de N, enquanto C. estrellensis apresentou
maior area foliar e TCR da parte aérea no tratamento com NH,", em comparacdo com o NOs’
(Tabela 2, Fig. 1c, d). Esses resultados indicam que o NH," ndo foi toxico para as espécies
ndo pioneiras estudadas e, inclusive, beneficiou o crescimento de C. estrellensis. Apesar de
mesmo as espécies muito tolerantes a nutricilo com NH;" apresentarem sintomas de
toxicidade quando supridas com essa fonte de N (Britto e Kronzucker 2002), ha espécies que
apresentam crescimento mais pronunciado quando tratadas com NH,", em relagdo ao NOg,

como Unica fonte de N (de Graaf et al. 1998), como ocorreu em C. estrellensis.
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Apesar das diferencas na tolerancia ao NH,4", as espécies apresentaram semelhancas
quanto a assimilacdo desse ion. Quando cultivadas com NH,", as mudas das quatro espécies
estudadas apresentaram aumento do contetido de proteinas na raiz (Fig. 3c) e transportaram,
proporcionalmente, mais aminoacidos pela seiva do xilema (Tabela 3), em relagdo ao cultivo
com NOjs. Houve também, em C. estrellensis e E. brasiliensis, aumento do contetudo de
aminoacidos na raiz no tratamento com NH,", em relacio ao NO3™ (Fig. 3a). Esses resultados
indicam que, nas raizes das mudas tratadas com NH;*, em comparagdo ao tratamento com
NOj’, houve maior assimilacdo de N, provocando aumento da sintese de proteinas nesse érgdo
e aumento da translocacdo de aminoacidos pela seiva do xilema.

Além disso, nas mudas tratadas com NH;", o maior enriquecimento médio de
aminoacidos com N nas raizes de H. popayanensis, C. estrellensis e E. brasiliensis, em
relacdo as folhas, mostraram que a assimilacdo desse cation ocorreu principalmente na raiz
dessas espécies. De fato, uma resposta comum ao cultivo com NH;" é o aumento da
assimilacdo em aminoacidos na raiz (Tabela 5), o que pode contribuir para diminuir o
acimulo de NH,4" nesse 6rgdo e sua translocacdo para a parte aérea, evitando assim 0s seus
efeitos toxicos (Oliveira et al. 2013; Sarasketa et al. 2014, 2016). Apesar da toxicidade
causada pelo cultivo com NH,", houve alta assimilacéo desse cation em aminoéacidos na raiz
de H. popayanensis e T. micrantha. Nesse estudo, também se observou na seiva do xilema das
quatro espécies estudadas a translocacio de baixas proporcdes de NH,", em relagdo a
aminoacidos. Em mudas de T. micrantha tratadas com NH,", diferentemente das demais
espécies estudadas, observou-se maior enriquecimento médio com '°N nas folhas, em
comparagdo com a raiz (Tabela 5). Isso pode ter ocorrido devido a translocacdo de
aminoacidos assimilados na raiz até as folhas, principalmente na forma de Asn, que é o
aminoécido com maior enriquecimento nas folhas (Tabela Suplementar S2), onde foram
utilizados para sintese de proteinas, ocasionando a diminui¢do do contetudo de aminoacidos na
raiz (Fig. 3a) e o aumento do contetdo de proteinas nas folhas (Fig. 3d), sob cultivo com
NH,". Além da Asn, o enriquecimento da Ser foi maior nas folhas em relacéo as raizes das
mudas de T. micrantha, nos dois tratamentos, possivelmente resultante da fotorrespiragao
(Ros et al. 2014). Esse mesmo resultado foi encontrado nas mudas de E. brasiliensis.

Uma grande diferenca observada entre os grupos sucessionais foi relativa a atividade
da enzima NR foliar (Fig. 2). As folhas das espécies pioneiras apresentaram maior atividade
da NR em relacdo as ndo pioneiras. Esses resultados corroboram estudos anteriores com
arvores adultas em sucessdes de Mata Atlantica, que relataram elevada atividade da enzima

NR foliar em pioneiras e baixa atividade dessa enzima em espécies tardias (Stewart et al.
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1992; Aidar et al. 2003, Oliveira et al. 2017). Espécies arbdreas pioneiras sdo encontradas em
clareiras e nas bordas da floresta, locais com maior disponibilidade de luz (Britto e
Kronzucker 2002). Como a energia para assimilacdo do NO3™ nas folhas provém do transporte
fotossintético de elétrons, a utilizagdo dessa fonte de N é vantajosa nesses ambientes onde a
luz ndo é um fator limitante (Smirnoff e Stewart 1985; Guo et al. 2007). Além disso, as
espeécies pioneiras possuem maior taxa de fotorrespiracdo (Bazzaz e Pickett 1980; Souza et al.
2008), 0 que torna necessario a elas reassimilar o NH,;* formado na folha pela fotorrespiragao,
investindo em grande quantidade de GS e maquinaria para o processo de assimilagdo do NH,"
(Keys et al. 1978). Seria entdo vantajoso investir em enzimas como a nitrato redutase e nitrito
redutase para a assimilacdo do NO3™ também na folha. Diferentemente, a assimilacao foliar de
NOj3 ndo seria vantajosa em ambientes sombreados onde predominam as espécies secundarias
tardias, favorecendo a assimilagdo de outras fontes nitrogenadas pelas raizes, como o NH;"
(Aidar et al. 2003).

As mudas das espécies pioneiras (H. popayanensis e T. micrantha) cultivadas com
NO3" apresentaram baixa atividade da NR na raiz (Fig. 2), indicando assimilacdo de NOj3
relativamente baixa nesse 6rgdo. Por outro lado, as mudas dessas espécies translocaram altas
proporcdes desse ion pela seiva do xilema (Tabela 3) e apresentaram alta atividade de NR nas
folhas, o que indicou que essas espécies tém alta capacidade de assimilar nitrato na parte
aérea. Em H. popayanensis e T. micrantha, o maior enriquecimento médio com N
aminoacidos nas folhas no tratamento com NOgs’, em relagdo a raiz (Tabela 5), corrobora a alta
capacidade de assimilacdo de NO3™ na parte aérea dessas espécies.

Assim como ocorreu nas espécies pioneiras tratadas com NO3’, C. estrellensis também
apresentou alta capacidade de assimilacdo de NO3™ na parte aérea, indicada pela translocagdo
de uma alta proporcéo de NOs pela seiva do xilema (Tabela 3) e pela atividade da NR foliar
superior a da raiz (Fig. 2), 0 que sugere que essa espécie assimila NO3™ principalmente nas
folhas, padrdo geralmente observado nas pioneiras (Stewart et al. 1988; 1992; Aidar et al.
2003). O maior enriquecimento médio com *N nas folhas das mudas tratadas com NO3 em
relacdo a raiz (Tabela 5) também aponta para a predominancia da assimilacdo desse anion nas
folhas. Campos (2009) também observou elevada atividade da NR foliar, associada a uma alta
concentracdo de NO3™ na seiva do xilema em individuos adultos de Cariniana estrellensis, em
um fragmento de Floresta Ombrofila Densa. Apesar da alta capacidade de assimilagdo de
NOj" apresentada por C. estrellensis, a atividade da enzima NR foliar dessa espécie foi mais
baixa do que as das espécies pioneiras, bem como a razdo da atividade dessa enzima entre

folha e raiz e a diferenca de enriquecimento dos aminoacidos com **N entre folha e raiz.
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Apenas E. brasiliensis ndo apresentou diferencas entre a atividade da NR foliar em
comparagdo com a atividade da raiz, o que mostra que, diferentemente das pioneiras e de C.
estrellensis, E. brasiliensis ndo ¢é forte assimiladora de NO3™ na parte aérea, assim como foi
observado por Silva (2012) em espécies de Myrtaceae, inclusive do género Eugenia. Além
disso, mesmo no tratamento com NOj, essa espécie transportou proporcionalmente mais
aminoacidos do que NOg3 na seiva do xilema (Tabela 3), o que pode indicar que a assimilacdo
desse anion se da principalmente na raiz, o que ndo foi observado nas demais espécies. Apesar
da baixa atividade da NR nas raizes e nas folhas em E. brasiliensis, essa espécie foi capaz de
assimilar NO3™ quando cultivada apenas com essa fonte de N, conforme indicado pelas altas
concentracfes de aminoacidos e proteinas na raiz e nas folhas (Fig. 3), pelo maior
enriquecimento médio com >N em amino4cidos na raiz do que nas folhas (Tabela 5) e pelas
andlises de crescimento (Tabela 2). Para essa espécie, mesmo uma atividade relativamente
baixa da NR nas folhas foi suficiente para sustentar sua demanda por N e seu metabolismo,
que, caracteristicamente, sdo baixos em espécies tolerantes a sombra (Stewart et al. 1992).

Em H. popayanensis e T. micrantha, a quantidade de NOs absorvida da solucéo
nutritiva foi maior do que a de NH;" (Tabela 4). Esses resultados, em conjunto com a
verificacdo da translocacdo de grandes concentracdes de NO3™ para a parte aerea e da elevada
assimilacdo dessa fonte nitrogenada nas folhas, reforcam a hipoGtese de uso majoritario de
NOgs por espécies pioneiras (Stewart et al. 1992; Aidar et al. 2003). Em C. estrellensis, foi
possivel observar bom aproveitamento das duas fontes de N, ja que ndo houve diferenca
significativa na taxa de absorcdo entre as duas fontes. Além disso, as mudas dessa espécie,
quando tratadas com NH,4", apresentaram elevada capacidade de assimilar essa fonte de N na
raiz, e quando tratadas com NOj3 exibiram caracteristicas similares as pioneiras, ou seja,
capacidade de translocar esse anion para a parte aérea e assimila-lo nas folhas. No caso da E.
brasiliensis, o NH," foi a forma de N mais absorvida e foi assimilado principalmente nas
raizes, resultado que corresponde ao que foi sugerido para espécies tardias de florestas
tropicais, com base na observacdo da translocacdo de grandes quantidades de aminoécidos
pela seiva do xilema (Aidar et al. 2003). Apesar do uso majoritario de NH;" por E.
brasiliensis por NH,", e do menor custo energético para assimilar NH4", em relagdo ao NOs,
ndo foi verificada diferenca nas taxas de crescimento relativo entre os tratamentos nessa
espécie, 0 que pode ter relagdo com as condigdes experimentais de luminosidade. A
intensidade luminosa dentro da casa de vegetacdo onde se realizou o experimento é alta, em
relacdo ao subosque de uma floresta. Dessa forma, a assimilagdo de NOj’, energeticamente

mais custosa do que a do NH;" (Guo et al. 2007), ndo seria desvantajosa sob luminosidade
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ndo limitante. Por outro lado, sob baixa intensidade luminosa, é possivel que o uso do NH,",
em detrimento do NOg’, resulte em maior crescimento em individuos de E. brasiliensis. A
taxa de absorcdo e a presenca de altas concentracdes de NO3 em raizes de C. estrellensis e E.
brasiliensis (Tabela 4 e Fig. 2), espécies ndo pioneiras, demonstrou que essas espéecies sdo
capazes de absorver NOj’, diferentemente do que ocorre com Picea glauca, conifera de
sucessdo tardia que apresenta fortes limitacGes na absor¢do do NO3’, que pode chegar a ser 20
vezes menor do que a de NH;" (Kronzucker et al. 1997).

Em T. micrantha, Asn foi o principal aminoécido translocado pela seiva do xilema
(Fig. 4), assim como foi 0 aminoéacido mais abundante nas raizes (Fig. 5) e nas folhas (Fig. 6),
independente da fonte de N, demonstrando o papel central desse composto no metabolismo e
distribuicdo de N nessa espécie. As mudas de T. micrantha apresentaram aumento do
contetido de GABA na raiz quando cultivadas com NH,4" (Fig. 5). Esse aumento, também
observado nas raizes de mudas de E. brasiliensis cultivadas com NH;" (embora em menor
intensidade), pode ter algum papel na regulacdo do pH, ja que quando plantas sdo cultivadas
com NH4", como Unica fonte de N, ha diminuicéo do pH celular e do meio externo (Crawford
et al. 1994; Schubert e Yan 1997; Britto e Kronzucker 2002). A formagédo de GABA pode ser
resultado da descarboxilagdo do Glu, com incorporagio de H*, que pode ocorrer quando o pH
da célula esta baixo (Sodek 2004; Crawford et al. 1994).

A Asn também foi 0 aminoécido predominante na raiz e na seiva do xilema de mudas
de H. popayanensis cultivadas com NH4" (Figs. 4 e 5). Sob cultivo com NO3 também foi
observada grande quantidade de Asn sendo translocada, mas houve predominio de GABA
neste tratamento. Nas folhas, boa parte da Asn e do GABA deve ser desviada para sintese de
outros aminoacidos, uma vez que Ser e Gln sdo 0s aminoacidos mais abundantes nesse 6rgdo
independente da fonte de N (Fig. 6).

Os resultados observados nas espécies pioneiras corroboram os estudos feitos
anteriormente (Aidar et al. 2003; Campos 2009), em que 0s autores relataram que as espécies
pioneiras investem na translocacdo do N assimilado nas raizes principalmente através de Asn,
que compreende cerca de 50% do N na seiva do xilema dessas espécies. Na maioria das
plantas, a amida Asn € um importante veiculo de translocacdo de N entre os tecidos (Suérez et
al. 2002). Esse aminoacido, sintetizado a partir da transferéncia do grupo amida da GIn para o
Asp, é predominante na seiva do xilema de muitas plantas ndo noduladas, atuando como
precursor de proteina, transportador de longa distancia e armazenador de N por longo periodo,
em virtude de sua estabilidade e relativamente baixa razdo C:N (2) (Singh 1999; Lea et al.
2007).
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Diferentemente das pioneiras, em C. estrellensis e E. brasiliensis a Asn foi encontrada
em baixissimos niveis na seiva do Xilema e nos oOrgdos analisados. Um dos principais
aminoéacidos sintetizados na raiz e translocados na seiva do xilema dessas espécies foi a GIn
(Fig. 4 e 5). Em E. brasiliensis, houve um grande predominio de GIn na raiz, na seiva do
xilema e nas folhas. Em C. estrellensis, o contetudo desse aminoécido foi maior nas raizes e na
seiva do xilema das mudas tratadas com NH,4", em relacdo ao tratamento com NO3™ (Fig. 4 e
5). Ja sob nutricdo com esse anion, a translocacdo pela seiva do xilema foi
predominantemente na forma de Cit, embora a GIn também tenha sido detectada em altas
concentragfes. A GIn é um importante veiculo de translocacdo de N entre os tecidos (Suérez
et al. 2002). Por ser produto primario da assimilacdo de N inorganico, ocupa posicdo de
destaque como intermediario do metabolismo de N (Stewart et al. 1980).

Pereira-Silva (2008) também estudou a espécie C. estrellensis e observou como
principal forma de translocacdo a Cit. Segundo Malaguti et al. (2001), a Cit é o principal
aminoacido transportado na seiva de diversas espécies (Malaguti et al. 2001), e tem
baixissima razdo C:N (0,5) (Sodek 2004). Para Betula pendula, ele foi observado como o
principal aminoécido translocado para a remobilizagdo de N (Millard et al. 1998). Isso pode
indicar que a C. estrellensis apresenta uma grande reciclagem interna de N, assim como B.
pendula. No estudo de Silva (2012), foi observado que entre as espécies secundarias tardias
da familia Myrtaceae houve diferenca na forma de translocacdo de aminoécido. Assim como
E. brasiliensis, Myrceugenia myrcioides transportou principalmente GlIn pela seiva do xilema
(Silva 2012). Porém, também foram detectados outros aminodcidos predominantes na
translocacdo de N pela seiva do xilema, como Arg em Gomidesia spectabilis, Arg e Glu em
Eugenia oblongata e Glu em Eugenia cuprea (Silva 2012).

De uma forma geral, no presente estudo, a propor¢do de Arg na seiva das espécies nao
pioneiras foi maior que a das especies pioneiras (Fig. 4). A Arg tem baixa razdo C:N (1,5),
sendo eficiente composto de reserva, cerca de 50% do pool livre total de N em arvores
frutiferas, e de translocacdo de N (Micallef e Shelp 1989). Aidar et al. (2003) propuseram que
a maioria das espécies ndo pioneiras transloca Arg pela seiva do xilema, mas h& grandes
variacgdes dentro desse grupo.

O aminoéacido observado em maior quantidade nas folhas de C. estrellensis foi a
prolina (Pro) (Fig. 6). Uma vez que ndo é abundante na seiva do xilema, a Pro deve ser
sintetizada de novo nas folhas a partir da Cit e da GlIn que chegam via xilema. Apesar de ser
conhecido por ter sua sintese aumentada em situacdes de estresse (Hare e Cress 1997; Saradhi

et al. 1995; Siripornadulsil et al. 2002), observou-se em estudo feito com Arabidopsis
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thaliana que se desenvolveu na auséncia de estresse grandes concentracdes de Pro nas flores,
polen e sementes, e baixas concentracdes na raiz (Verbruggen e Hermans 2008). A Pro tem
um importante papel no armazenamento de N, que pode ser remobilizado e convertido em
outros aminoacidos, ao mesmo tempo pode contribuir para a defesa antioxidante (Dickson
1989).

Em sintese, verificou-se que as espécies pioneiras apresentaram sintomas de
toxicidade na presenca de NH,4", e se assemelharam quanto ao uso das fontes nitrogenadas,
assimilando NO3™ principalmente nas folhas e NH," nas raizes. Ja as espécies ndo pioneiras
foram tolerantes ao NH," e assimilaram esse cation principalmente nas raizes. Essas
diferentes respostas entre os grupos funcionais devem estar relacionadas a adaptacfes as
diferentes condi¢cdes de luminosidade dos ambientes onde essas espécies sao encontradas
(estégios iniciais ou avancados da sucessdo). Porém, quanto ao uso do NOjs entre as nao-
pioneiras, verificou-se que E. brasiliensis assimilou esse &nion principalmente nas raizes,
enquanto em C. estrellensis, de forma similar as pioneiras, a assimilacdo ocorreu
principalmente nas folhas. E possivel que essa diferenca tenha relagdo com o estrato que essas
espécies atingem ao longo do seu ciclo de vida, j& que ao contrario de E. brasiliensis, que é de
subosque, C. estrellensis atinge o dossel, onde as altas intensidades luminosas poderiam
favorecer o uso do NOj3". Assim, é sugerido que as estratégias no uso do N por espécies
neotropicais ndo sdo determinadas somente pelo seu grupo sucessional, mas também por
outros aspectos, como o nicho que cada espécie ocupa no ambiente. Diferentes estratégias de
uso de N permitiriam a divisdo do uso de recursos e a complementaridade de nicho entre
especies do mesmo grupo sucessional, contribuindo assim para sua coexisténcia e para a alta
diversidade de plantas em florestas neotropicais (Boudsocq et al. 2012; Britto e Kronzucker
2013).

Conclusoes

e Quanto a primeira hipotese: “As espécies pioneiras apresentam maior crescimento no
tratamento com NOs e apresentam sensibilidade a toxicidade do NH,*, enquanto as
espécies ndo pioneiras apresentam maior crescimento no tratamento com NH,". De
acordo com os resultados encontrados, aceita-se a hipoOtese. As espécies pioneiras
apresentaram maior crescimento quando cultivadas com NOj3” e realmente apresentaram
sintomas de toxicidade na presenca de NH,4*, como o crescimento reduzido e clorose nas

folhas. As espécies ndo pioneiras foram tolerantes a0 NH," e, inclusive, o crescimento
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de C. estrellensis no tratamento com NH," foi favorecido em relagdo ao tratamento com
NOs3'.

¢ Quanto a segunda hipotese “As espécies pioneiras absorvem preferencialmente o NO3/,
enquanto as espécies ndo pioneiras absorvem preferencialmente o NH;™. A partir dos
resultados de absorcéo é possivel aceitar a parcialmente a hipdtese. De fato, as espécies
pioneiras absorveram preferencialmente o NO3. Porém, houve diferenca na absorcao
das fontes nitrogenadas entre as espécies ndo pioneiras. C. estrellensis absorveu

igualmente NO3™ e NH,4", enquanto E. brasiliensis absorveu preferencialmente NH,".

e Quanto a terceira hipdtese: “Nas espécies pioneiras, a assimilagdio do NOjz ocorre
principalmente nas folhas, enquanto a assimilacdo do NH," ocorre principalmente na
raiz. Ja nas espécies ndo pioneiras a assimilacdo das duas fontes de nitrogénio ocorre
principalmente na raiz”. Os resultados corroboram parcialmente a hipdtese. Quando
cultivadas com NH;*, as mudas de todas as espécies assimilaram esse cation
principalmente na raiz. No tratamento com NOj3, as espécies pioneiras realmente
assimilaram esse anion principalmente nas folhas e E. brasiliensis (ndo pioneira) o
assimilou principalmente na raiz. Por outro lado, em C. estrellensis, a assimilagdo de

NOjs ocorreu pincipalmente nas folhas.

e Quanto a quarta hipotese: “Ha padrées no metabolismo de aminoacidos em raiz e folha
e na translocacdo desses compostos nitrogenados pela seiva do xilema entre espécies de
um grupo sucessional.”. De fato, ha padrGes nos aminoécidos mais abundantes, como
Asn e GIn na seiva do xilema das pioneiras e ndo pioneiras, respectivamente, o que
corrobora a hipdtese. Porém, também ha particularidades do metabolismo de

aminoacidos de cada espécie.
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