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RESUMO

O nitrogénio (N) é um nutriente considerado essencial para as plantas. Faz parte da
composicdo de moléculas como as clorofilas, as proteinas e as bases nitrogenadas.
Porém, quando em quantidades excessivas, pode ser prejudicial para as espécies
arboreas e para a biodiversidade como um todo, ja que a maior disponibilidade de N
pode alterar as interacdes competitivas entre espécies vegetais. A deposicédo de N é
proveniente de varios fatores, sendo um deles o uso de fertilizantes quimicos
nitrogenados nas culturas agricolas. A Floresta Estacional Semidecidual (Bioma
Mata Atlantica) é formada principalmente por fragmentos florestais rodeados por
cultivos agricolas. Este trabalho teve como objetivo avaliar possiveis alteragdes no
metabolismo de N de espécies arblreas nativas da Mata Atlantica que estao
proximas a areas com aplicacédo de fertilizantes nitrogenados. Foram amostradas as
seguintes espécies: Croton floribundus Spreng., Heliocarpus popayanensis Kunth.,
Astronium graveolens Jacq. (espécies intolerantes a sombra), Cabralea canjerana
(Vell.) Mart., Aspidosperma polyneuron Mull.Arg. e Guarea kunthiana A. Juss.
(tolerantes a sombra). Foram coletadas folhas e seiva do xilema de individuos
dessas espécies préximos ao cultivo agricola considerada a borda adjacente a
cultura — BAC) e de individuos proximos a um reflorestamento (considerada a borda
adjacente ao reflorestamento — BAR). Foram analisados parametros como o
transporte de NOs', NH4* e aminoacidos na seiva do xilema e seu acumulo nas
folhas, atividade da enzima nitrato redutase (NR) nas folhas e acimulo de proteinas.
Os resultados obtidos indicaram alteracdo no metabolismo de N de individuos de
espécies arboreas localizados préximos ao cultivo agricola, o que indica maior
disponibilidade de N, que pode estar sendo ofertado pela aplicacao de fertilizantes
nitrogenados nas culturas. As espécies arboreas e variaveis estudadas podem servir
como bioindicadores para monitoramentos futuros em areas de fragmento florestal
gue estéao circundadas por areas agricolas, a fim de identificar possiveis alteracdes
no metabolismo de N.

Palavras-chave: cultivos agricolas; fragmentacdo; deposicdo de nitrogénio;
fertilizantes nitrogenados; floresta estacional semidecidual.



SEKI, Leticia Yukari Biomarkers of nitrogen availability in tree species from a
Semideciduous Seasonal Forest fragment. 2021. 56 p. Dissertation (Masters’
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ABSTRACT

Nitrogen (N) is a nutrient considered essential for plants, as it is part of the
composition of molecules such as chlorophyll and nitrogenous bases. However,
when in excessive amounts, it can be harmful to plants and biodiversity as a whole;
because greater availability of N can affect the competitive interactions between plant
species. The higher deposition of N can be caused by several factors, such as the
use of chemical nitrogen fertilizers in agricultural crops. The Seasonal
Semideciduous Forest is part of the Atlantic Forest Biome, and it is mainly formed by
forest fragments surrounded by crops. Therefore, this work aimed to evaluate
changes in the N metabolism of tree species native to the Atlantic Forest near areas
exposed to the application of nitrogen fertilizers. The following species were
sampled: Croton floribundus Spreng., Heliocarpus popayanensis Kunth. and
Astronium graveolens Jacq. (shade-intolerant species), Cabralea canjerana (Vell.)
Mart., Aspidosperma polyneuron Mull.Arg. and Guarea kunthiana A.Juss. (shade-
tolerant species). We collected leaves and xylem sap of species close to agricultural
cultivation considered the agriculture adjacent border — BAC) and species close to
reforestation (considered the reforestation adjacent border — BAR). Parameters
involving N metabolism were analyzed, such as the transport of NO3, NH4* and
amino acids in the xylem sap and its accumulation in leaves, the activity of the
enzyme nitrate reductase (NR) in leaves, and protein accumulation. Individuals of C.
floribundus located close to agricultural cultivation showed higher NR activity, NO3"
input in the xylem sap, NOs accumulation, and leaf proteins. Individuals of H.
popayanensis located in BAC showed higher transport of NOs in the sap,
accumulation of NH4*, NOs and proteins in the leaves, compared to individuals
present in BAR. The results indicate an alteration in the N metabolism of individuals
of tree species located close to agricultural crops, suggesting greater availability of N,
which may be a result of the application of nitrogen fertilizers. The studied tree
species and parameters can be bioindicators for future monitoring in fragment areas
surrounded by agricultural areas. They can help identify possible changes in N
metabolism of tree species.

Key words: agricultural crops; fragmentation; nitrogen deposition; nitrogen
fertilizers; semideciduous seasonal forest.
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espécies: Croton floribundus (CfBR e CfBA), Heliocarpus
popayanensis (HpBR e HpBA), Cabralea canjerana (CcBR e
CcBA), Astronium graveolens (AgBR e AgBA), Guarea
kunthiana (GkBR e GKkBA), Aspidosperma polyneuron (ApBR e
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1. INTRODUCAO

O Bioma Mata Atlantica € considerado um dos 25 hotspots mundiais
de biodiversidade. A Mata Atlantica abrange cerca de 15% do territério
nacional, ocupando 17 estados. E o lar de aproximadamente 72% dos
brasileiros, concentrando 70% do PIB do pais. Servicos essenciais, como
abastecimento de &agua, manutencdo do clima, agricultura, pesca, energia
elétrica e turismo dependem da Mata Atlantica (FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2021).

O alto crescimento da populacdo humana e, consequentemente, as
altas taxas de urbanizacédo fragmentaram a Mata Atlantica brasileira (RIBEIRO
et al., 2009). Os fragmentos se encontram proximos a areas antropizadas, as
quais contribuem com a deposicdo de N, principalmente as industrias, areas
agricolas e a combustdo causada pela grande quantidade de veiculos
(BULBOVAS et al. 2020). O processo de fragmentacdo e a consequente
descaracterizacdo de habitats tem levado a perda de biodiversidade das
florestas nas Gltimas décadas (PIMM et al., 2014).

Os fragmentos de Mata Atlantica que ainda remanescem se
encontram separados entre si (GASCON et al.,, 2000). A Floresta Estacional
Semidecidual (FES) faz parte do Bioma Mata Atlantico e tem sofrido uma
diminuicdo, devido principalmente a expansao agropecuaria. Os fragmentos
remanescentes se encontram envolvidos por matrizes agricolas (RIBEIRO et
al., 2009).

Os fertilizantes nitrogenados utilizados nos cultivos agricolas
possuem uma grande concentracdo de nitrogénio (N) (FRAZAO et al., 2014).
Estes fertilizantes sdo muito solUveis na agua, o que facilita a sua dispersao no
ambiente. Sdo aplicados no solo no momento do plantio, que geralmente
ocorre em um periodo mais chuvoso; devido a isso, esses compostos sdo em
parte lixiviados (SUBBARAO et al., 2006). Alguns estudos observaram que o
aproveitamento do N pelas plantas cultivadas em desenvolvimento € menor do
que 40% do fertilizante aplicado (FIXEN; WEST, 2002).

Os fertilizantes quimicos que sao intensivamente aplicados nas

areas agricolas podem causar impactos significativos no ambiente, como a
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eutrofizacdo de lagos e rios, a acidificacdo dos solos, a contaminacdo de
aquiferos e reservatérios de agua, e a geracdo de gases associados ao efeito
estufa e destruicdo da camada de 0z6nio (SAMBUICHI et al., 2012). A amonia
(NH3), quando presente na atmosfera, pode reagir com Oxidos de enxofre e
formar sulfato de aménio (NH4)2SO4, o qual é precipitado por meio das chuvas,

e seu acumulo causa acidificacao no solo (MOSIER et al., 2004).

O N é abundante na atmosfera, estando presente na sua forma
gasosa (Nz). Porém, o N2 ndo é aproveitado pelas plantas, as quais nao
conseguem assimila-lo. Para estar disponivel para as plantas, € preciso que
ocorra uma transformagcédo do N gasoso para formas reativas como NOs3 e

7

NH4*. Esse processo € chamado de fixacdo de N, o qual acontece por
processos industriais ou naturais (Figura 1). A fixacdo de N por meio industrial
utiliza a energia da queima de combustiveis fésseis e, como resultado, tem a
producdo de fertilizantes nitrogenados. Os fertilizantes s&o utilizados para
adicionar o N reativo diretamente ao solo (CORDEIRO et al., 2001). O uso de
combustiveis fésseis também esta envolvido com a liberacdo na atmosfera de
oxidos de N e amoénia (NHs), os quais séo precipitadas junto as chuvas,

adicionando mais N no solo (LI et al., 2016).

O processo de fixacdo natural do N pode ocorrer na atmosfera
(através da chuva ou descargas elétricas), ou pela fixacdo biol6gica, na qual
microrganismos presentes no solo sintetizam NHs, que € liberada no solo
(FAQUIN, 2001; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

B
N
§ Fixacdo
E biolégica
% Fixacao

- > » biolégica
Fixadores de - ﬁé g a
N, de vida livre . ‘A‘f
Residuos de animais

e plantas ]f i

Nitrogénio
atmosférico (N,)

Fixacao
atmosférica

Oxidacao
anaerobia
Microrga- do aménio
nismos
do solo

Absorcao
pelas raizes

Fixadores Nitrato
simbiéticos de N, (NO,)

Nitri-
ficacao
Nitrito

(NO,)

Matéria organlca
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Figura 1: Representacdo do ciclo de N na atmosfera. O N passa pela forma gasosa e por ions
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solaveis até que seja incorporado a compostos orgénicos nos organismos vivos (Modificado de:
TAIZ et al., 2017).

O N presente no solo, originado da fixacdo de N2 ou da
decomposicdo da matéria organica, sofre amonificacdo e nitrificacdo,
produzindo NH4* e NOgs', respectivamente, e essas sédo as principais formas de
N utilizadas pelas plantas (TAIZ et al., 2017).

Apoés a absorcao pela raiz, o NOs & convertido a nitrito (NO2) pela
acao da enzima nitrato redutase (NR), o que pode acontecer nas folhas (apos a
translocacdo de NOgs via xilema) ou nas raizes (KRAPP, 2015). A atividade da
NR foliar depende da luz, além do suprimento de NO3z (KAWACHI et al., 2002).
O NO2 formado é convertido a NH4* nos plastidios, pela acdo da enzima nitrito
redutase. O NH4* resultante, ou absorvido diretamente, & assimilado em
aminoacidos pela acdo das enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase
(KRAPP, 2015) (Figura 2).

O NH4* absorvido diretamente pelas raizes é preferencialmente
assimilado de forma rapida nesse local para evitar 0os seus efeitos toxicos. Essa
reacao de assimilagdo ocorre quando a enzima glutamina sintetase combina o
NHs* com glutamato para formar o aminoacido glutamina (TAIZ et al., 2017)
(Figura 2).
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Figura 2: Esquema da assimilagdo de N pelas raizes e folhas das plantas. O NO3z e NH4* sdo
absorvidos pelas células das raizes e podem ser assimilados na prépria raiz ou serem
transportados pelo xilema até as células foliares. (RN: nitrato redutase; RNi: nitrito redutase;
GS: glutamina sintetase; GOGAT: glutamato sintase; GLN: glutamina; GLU: glutamato
(modificado de: BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

Com o aumento da emissao de N reativo na atmosfera, a deposi¢cao
de compostos nitrogenados também aumentou de forma significativa. Alguns
estudos sugerem que algumas florestas, principalmente as mais proximas de
grandes centros, receberam grande carga de compostos de N, e chegaram ao
ponto de serem classificadas como saturadas do nutriente (ALLEN et al.,
2011).

A manutencédo da biodiversidade depende de um equilibrio entre as
espécies coexistentes em um ecossistema e, a deposicdo de N favorece
algumas espécies vegetais mais dependentes de N em comparacao a outras
espécies que sao prejudicadas ou menos favorecidas com o0 excesso deste
nutriente (GARCIA; CARDOSO; SANTOS, 2013).
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Outros estudos indicam que respostas metabdlicas e fisioloégicas sao
dependentes de caracteristicas ecofisiologicas das espécies arbéreas quando
se trata do aumento do N disponivel, sendo algumas delas: demanda por
nutrientes, toler&ncia ou intolerancia a sombra e taxa de crescimento (MO; LI;
GUNDERSE, 2008; TRIPATHI; RAGHUBANSHI, 2014; GARGALLO-GARRIGA
et al., 2017). Uma deposicdo elevada de N a longo prazo pode causar efeitos
negativos, como o aumento de NH4" no solo, causando acidificacdo e
toxicidade para as plantas (BOBBINK et al., 2010). Além disso, o excesso de N
reativo, quando alcanca aguas superficiais, induz o processo de eutrofizacéo, o
gue causa grande perda de biodiversidade (PIERZYNSKI et al., 2005).

Atualmente, existem alguns estudos que avaliaram as possiveis
consequéncias do aumento da deposicdo de N em florestas. Mao et al., (2018)
demonstraram que a deposicao simulada de N em espécies de sub-bosque em
uma floresta tropical no sul da China, levou ao acumulo de N foliar em todas as
espécies arboreas estudadas, mesmo que essas ja vivessem em um ambiente
rico em N. Além do maior acumulo de N, foi possivel observar um desequilibrio
nutricional nas plantas e a reducdo de sua capacidade fotossintética (MAO et
al., 2018). Lu et al., (2010) observaram que, com o aumento da deposicdo de
N, ocorreu diminui¢cdo na diversidade de espécies em uma floresta tropical na
China. Isso pode ter ocorrido devido aos diferentes nichos ocupados pelas
espécies, que sado restringidas por diferentes recursos (TILMAN; PACALA,
1993; FARGIONE et al., 2007).

Em 2003, Aidar et al. observaram que espécies arbdéreas da Mata
Atlantica que pertencem a diferentes grupos sucessionais podem apresentar
diferentes estratégias na absorcdo e na assimilacdo do N. As espécies
intolerantes a sombra demonstram certa preferéncia pela absorcdo e
assimilacdo de NOs, pois a atividade da enzima NR é alta nas folhas e é
grande o transporte desse ion na seiva do xilema. Em contrapartida, as
espécies tolerantes a sombra apresentam baixa atividade da NR nas folhas e
um maior transporte de aminoacidos na seiva do xilema, o que indica maior

assimilacao de N nas raizes (AIDAR et al., 2003).
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Os mesmos resultados foram observados nos trabalhos de Oliveira
et al. (2017) e Debiasi et al. (2019), nos quais mudas de espécies arboreas
nativas da Mata Atlantica de diferentes grupos sucessionais (tolerantes e
intolerantes a sombra) foram tratadas com solu¢des contendo fontes de NH4* e
NO3s. As espécies intolerantes a sombra apresentaram alta atividade da NR
foliar, indicando preferéncia na absor¢cdo de NOs', ja as espécies tolerantes a
sombra apresentaram baixa atividade da NR foliar e grande transporte de

aminoécidos na seiva do xilema, sugerindo maior assimilacéo de N nas raizes.

Um estudo realizado por Bardy (2020) envolvendo espécies
arbéreas nativas de Mata Atlantica de diferentes grupos ecolégicos, avaliou a
resposta de mudas apds serem cultivadas com adi¢do de N. Foi observado um
aumento no acumulo de NOs3 nas folhas de Croton floribundus (espécie
intolerante a sombra) e Guarea kunthiana (espécie tolerante a sombra), sendo
que a ultima também acumulou aminoacidos e N total. Em Aspidosperma
polyneuron (espécie tolerante a sombra), foi observada maior atividade da NR
foliar e transporte de aminoacidos na seiva do xilema e, nas folhas de
Astronium graveolens (espécie intolerante a sombra), acimulo de proteinas. As
respostas das espécies tratadas com N em casa de vegetacdo obtidas por
Bardy (2020) indicam que existem diferentes estratégias das plantas quando
expostas a elevadas quantidades de N. Além disso, alguns parametros
demonstraram melhores biomarcadores do que outros, como o NOs em

relacdo ao NHa*.

Outros estudos que foram desenvolvidos em florestas tropicais
demonstraram que o aumento da concentracdo de N foliar pode ser
acompanhado de um acumulo de aminoacidos (individuais ou totais) e também
de proteinas nas folhas das espécies arboreas. Isso pode ocorrer quando as
espécies estdo expostas a grandes quantidades de N, e assim, podem
responder ao estresse ambiental acumulando metabdlitos de N, principalmente
nas folhas (BAUER et al., 2000; BUBIER et al., 2011).

Apesar de ja existirem alguns estudos que avaliaram as provaveis
consequéncias do excesso de N nas florestas, os estudos envolvendo o Bioma

Atlantico sdo escassos. Estudos como os de Aidar et al. (2003), Oliveira et al.
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(2017), Debiasi et al. (2019) e Bardy (2020) foram essenciais para esclarecer
como o N pode agir de diferentes formas em diferentes grupos ecologicos.
Porém, € interessante analisar se os fatores observados se repetem no
ambiente florestal, ja que a Mata Atlantica, principalmente a FES, atualmente

esta exposta as condi¢cdes de grande deposicdo de N.

Explorar melhor o efeito do aumento de N no solo em espécies
arboreas do Bioma Mata Atlantica é importante para que possamos prever
possiveis modificacdes na biodiversidade e comunidades vegetais, além de
propor novas estratégias para a conservacdo. A avaliacdo das respostas
metabdlicas ¢é essencial para identificar espécies bioindicadoras e
biomarcadores do excesso de N no solo (DIAZ-ALVAREZ; LINDIG-CISNEROS;
BARRERA, 2018).
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2. OBJETIVO
Avaliar os parametros do metabolismo do N em seis espécies
arbéreas nativas de diferentes grupos ecologicos presentes em duas bordas de
um fragmento de Floresta Estacional Semidecidual expostas ou ndo a

influéncia da matriz agricola adjacente.
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3. HIPOTESE

Diferente dos individuos das espécies arboreas que ocorrem
adjacentes ao reflorestamento, aqueles que ocorrem adjacentes ao cultivo
agricola apresentam alteragcdes em tracos relacionados ao metabolismo do N

gue indicam uma maior disponibilidade desse nutriente.

Espécies arboreas tolerantes e intolerantes a sombra pertencentes
ao ambiente florestal apresentardo diferentes respostas em relacdo aos

parametros do metabolismo do N.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ESPECIES ESTUDADAS

Foram utilizadas seis espécies arblreas nativas da Floresta
Estacional Semidecidual. As espécies sdo pertencentes a grupos ecoldgicos

distintos, sendo trés intolerantes a sombra, e trés tolerantes a sombra.

Croton floribundus Spreng. pertence a familia Euphorbiaceae e é
conhecida popularmente como capixingui. E heli6fita, podendo ser decidua ou
semidecidua. E muito caracteristica de mata primaria e secundaria e €
encontrada nas bordas florestais (LORENZI, 1992).

Heliocarpus popayanensis Kunth. pertence a familia Malvaceae e é
conhecida também como jangadeiro, € uma espécie semidecidua, e helitfita. E
encontrada em clareiras e beira de matas, principalmente em formacgdes
secundarias (LORENZI, 2008).

Astronium graveolens Jacq. pertence a familia Anacardiaceae e é
uma arvore semidecidua (PERINA, 2011), emergente, que demanda luz e
possui madeira densa (CARVALHO, 2006). E frequentemente encontrada no
cerrado, cerraddo, florestas ribeirinhas e florestas estacionais semideciduais
(SANTIN, 1989).

Aspidosperma polyneuron Miull. Arg. pertence a familia
Apocynaceae, também conhecida como Peroba-Rosa, € semidecidua
(PERINA, 2011). Ocorre geralmente em solos férteis e profundos,
exclusivamente no interior da floresta primaria densa (LORENZI, 1992). E uma
espécie tolerante a sombra e emergente quando adulta, atingindo até 30
metros de altura (CHAGAS E SILVA; SOARES SILVA, 2000).

Cabralea canjerana (Vell). Mart. € uma espécie pertencente a familia
Meliaceae, e é considerada perene (PERINA, 2011). E uma espécie tolerante a
sombra que atinge o dossel (CHAGAS E SILVA; SOARES-SILVA, 2000)

Guarea kunthiana A. Juss. é uma espécie perene que pertence a
familia Meliaceae (PERINA, 2011). E uma espécie tolerante & sombra que
ocupa o subosque e atinge até 10 metros quando adulta (CHAGAS E SILVA;
SOARES-SILVA, 2000).
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4.2. CoLETA DE DADOS

A coleta foi realizada no Parque Estadual Mata dos Godoy, que esta
localizado na Fazenda Santa Helena — Distrito de Espirito Santo, localizado a
15 km do centro de Londrina. O fragmento possui 675,60 ha de Floresta
Estacional Semidecidual, e esta inserido no Bioma Mata Atlantica (INSTITUTO
AMBIENTAL DO PARANA, 2017). A Mata dos Godoy é considerada uma das
principais areas de preservac¢do ambiental do estado do Parana; porém, hoje

se encontra circundada por culturas agricolas produtoras de soja, milho e trigo.

Um dos locais estudados no fragmento esta em contato direto com
cultura agricola, a qual chamamos de borda adjacente ao cultivo agricola,
estando mais passivel de ser afetada pelo uso dos fertilizantes agricolas. A
outra borda estudada estd em contato direto com um sitio de restauracéo
florestal, que foi implantado no ano de 1990, estando assim protegida do uso
dos fertilizantes, a qual foi utilizada como referéncia (Figura 3).

Borda adjacente
ao cultivo agricola

(BAC)

Borda adjacente ao
reflorestamento
(BAR)

Figura 3: Imagem aérea do Parque Estadual Mata dos Godoy. A regido adjacente ao cultivo
agricola esté indicada como BAC e a regido adjacente ao reflorestamento esté indicada como
BAR. As duas linhas brancas indicam as areas das bordas onde ocorreram as coletas (Google
Earth, 2019).
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Foram amostrados sete individuos de cada espécie na borda
adjacente ao cultivo agricola (BAC) e sete na borda adjacente ao
reflorestamento (BAR), totalizando quatorze individuos para cada uma das
espécies. A coleta foi feita através de busca ativa, coletando preferencialmente
de individuos mais jovens, com crescimento secundario, aparentemente sadios
e pouco predados, que nao estivessem diretamente expostos a luz solar, e que
se encontrassem no maximo até dez metros do inicio da borda em direcdo ao

interior da floresta.

As coletas foram realizadas nos anos de 2017 e 2019, no més de
abril, em que ocorre o cultivo de milho. Nessa fase, a aplicacao de fertilizantes
nitrogenados na cultura € muito comum, o que aumenta as chances de se
detectar um possivel excesso de N nas espécies arbdreas coletadas. Os
fertilizantes nitrogenados que sdo comumente aplicados nessa época sdo a
ureia ((NH2)2CO) e o sulfato de amonio ((NH4)2SO4) (BARBOSA FILHO et al.,
2014).

Para coletar a seiva do xilema, foi selecionado um galho que ja
apresentasse crescimento secundario. Suas folhas foram retiradas antes da
coleta da seiva e a casca foi retirada com um estilete. Foi utilizada uma bomba
a vacuo manual que extraiu a seiva do xilema a partir da pressdo negativa
criada. A seiva coletada foi imediatamente armazenada em gelo e
posteriormente mantida no congelador (-20°C) até 0 momento das analises de
NOs’, NH4* e aminoécidos totais.

As folhas coletadas para a analise dos metabdlitos nitrogenados
primarios foram limpas com agua destilada. Amostras de folha (0,2 g) foram
imediatamente  armazenadas em 5 mL de  solucao MCW
(metanol:cloroformio:agua, 12:5:3, v/v/v), que foi mantida em geladeira até o

momento da extracéo.

Para a analise da atividade da enzima nitrato redutase in vivo, foram
utilizadas folhas frescas, que foram limpas e pesadas (0,15 g) imediatamente

apos a coleta.
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4.3. CARACTERIZACAO DAS BORDAS FLORESTAIS

Para caracterizar as condi¢des microcliméatica e edéafica das duas
bordas, foram verificados parametros como luminosidade, temperatura do ar,

umidade do ar e do solo, nutrientes e caracteristicas fisico-quimicas do solo.

No ano de 2017 foi realizada a coleta do solo nas duas bordas
florestais, seis amostras em cada borda, totalizando doze amostras de solo. A
coleta foi realizada utilizando um trado, a serapilheira foi removida e o trado
inserido na camada superficial do solo (0 — 10 cm). O solo foi armazenado em
sacos plasticos, vedado e mantido em geladeira até 0 momento da andlise. A
partir das amostras de solo foram feitas analises de pH, matéria organica,
carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), capacidade de troca catibnica (CTC) efetiva e saturacdo por bases, no

Instituto de Tecnologia e Laboratério (Londrina — PR).

Em 2019, foram realizadas oito medidas de luminosidade em cada
borda durante o periodo da manhd (entre 9 e 10 horas), utilizando-se um
luximetro, e um densiébmetro. Com o luximetro, foram feitas 8 medidas dentro
da mata nas duas bordas (até 10 m da borda e préoximos da coleta das
espécies arboreas), seguidas de medidas sob sol pleno. O luximetro mede a
incidéncia de luz solar em lux, que corresponde a incidéncia de 1 lumen em
uma superficie de 1 m?, medida com luximetro digital modelo LX1010B
(Politerm).

Medida dentro da mata

Luminosidade (%) = Medida sob sol pleno x 100

O dado de cobertura do dossel foi obtido utilizando um densiémetro

(Lemmon, 1956) e as medidas foram feitas na altura do peito (1,3 m).

Medidas de temperatura e umidade relativa do ar foram feitas no ano
de 2019 através de data loggers (Easy Log USB) instalados no local (5 para
cada borda) os quais foram presos nos troncos das arvores na altura do peito
(1,3 m). Para a temperatura e umidade relativa do ar foram calculadas as

amplitudes diarias durante 8 dias.
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4.4. ANALISES BIOQUIMICAS

EXTRACAO DOS METABOLITOS PRIMARIOS

Apoés ao menos 15 dias de armazenamento na solucdo de MCW, as
amostras de folhas foram pulverizadas em N2 liquido. O extrato foi centrifugado
a 13700 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi coletado. Ao sobrenadante,
foram adicionados cloroformio e &gua (propor¢do de 4 volumes de
sobrenadante:1 volume de cloroformio:1,5 volume de &gua). A solucao foi
agitada em voértex e mantida em temperatura ambiente por 24 horas. O
sobrenadante foi coletado e medido seu volume apos volatilizacdo da parte
hidrofébica em banho maria para as dosagens de compostos de baixo peso
molecular (aminoacidos, NOs™ e NH4* (OLIVEIRA; SODEK, 2013).

As proteinas foram extraidas do precipitado obtido na extracdo do
MCW. O precipitado foi lavado com 6 mL de &gua destilada, seguido por
agitacao no vortex e depois centrifugando a 1300 x g por 30 minutos. A agua
foi retirada com pipeta e descartada. Foi adicionado 1 mL de NaOH 0,1 M ao
residuo lavado, agitado em vortex e mantido por 24 horas em temperatura
ambiente. Os tubos passaram novamente pela centrifuga a 13700 x g por 20
minutos e o sobrenadante coletado para a dosagem de proteinas em

espectrofotometro.

Para as dosagens feitas na seiva do xilema ndo foi necessaria a

extracdo dos metabalitos.

ANALISE DOS METABOLITOS

A concentracdo de NOs foi determinada apos a reducdo de NOs™ a
NO2 pelo cloreto de vanadio (VCls 0,4% em HCI 0,5 M). O NOz2 resultante da
reacao foi dosado usando o reagente de Griess (sulfanilamida 1% em HCI 1,5
N e N-(naftil)-etilenodiamina 0,02%) através da leitura da absorbancia a 540 nm
(MIRANDA et al., 2001).

O NHg4* foi quantificado pela leitura de absorbancia de 625 nm apés

35 minutos a 37°C na reacdo de Berthelot com o uso de dois reagentes:
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reagente 1 (fenol 1% e nitroprussiato de sédio 0,02mM) e reagente 2 (NaOH
125 mM, Na2HPO4 150mM e NaClO 0,12%). (MCCULLOUGH, 1967).

Os aminoacidos livres totais foram determinados utilizando tampéao
citrato 0,2 M (pH 5), ninhidrina 5% (em metilcelusolve) e KCN 0,01 M (em
metilcelusolve). ApOds a adicdo dos reagentes, os tubos foram tampados e
mantidos a 100 °C por 20 minutos em banho-maria. Para finalizar foi
adicionado etanol 60% e leu-se a absorbancia a 570 nm (YEMM; COCKING,
1955).

O conteudo de proteinas foi determinado seguindo as especificacfes
do fabricante, com a utilizacdo do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 da
Bio-Rad, utilizando comprimento de onda de 595 nm (BRADFORD, 1976).

Em todas as analises citadas acima, a leitura das absorbancias foi
realizada por um leitor de microplacas Spectra Max Plus 384 (Molecular

Devices).

ANALISE IN VIVO DA ENZIMA NITRATO REDUTASE

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) foi determinada in vivo,
imediatamente apds a coleta de material vegetal fresco, com base no método
de extracdo proposto por Stewart et al. (1986). Amostras de folhas foram
transferidas para o meio de reagédo (K2HPO4 0,05 M; pH 7,5; propanol 1% e
KNOs 0,05 M), submetidas a baixa pressao para infiltracdo do meio nos tecidos
e, subseguentemente, mantidas no escuro por 40 minutos a temperatura
ambiente. Uma aliquota foi coletada para dosagem de NOz, resultante da NR,
pela reacdo com o reagente de Griess e leitura da absorbancia a 540 nm
(HAGEMAN; REED, 1980).

4.5. ANALISES ESTATISTICAS
CARACTERIZACAO DAS BORDAS
Os resultados de cada borda (por ano, separadamente) foram

submetidas a um teste de normalidade (Shapiro-Wilk), e um teste de

homogeneidade das variancias (Bartlett).
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Os diferentes parametros analisados foram submetidos a um teste t
de Student, comparando a média da BAC em relacdo a referéncia (BAR),
utilizando o programa Instat. As amplitudes térmica e de umidade foram
submetidas ao mesmo teste, comparando a amplitude diaria durante 8 dias

entre as duas bordas.

ANALISES METABOLICAS

Foi feita uma analise de componentes principais, relacionando as
espécies coletadas nas duas bordas com as variadveis analisadas, permitindo
verificar a variancia entre os dados. Uma PERMANOVA foi feita para verificar
se o efeito das bordas foi significativo para cada espécie. A PCA e
PERMANOVA foram realizadas no software PAST 4.02.

As respostas metabdlicas das espécies arbdreas expostas ao cultivo
agricola estdo representadas por meio de graficos radares que foram
construidos a partir das razdes entre as bordas (BAC/BAR) transformadas em
logio. As médias e erros padrdo referentes aos parametros metabodlicos podem

ser verificados nos Apéndices 1 e 2.
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1 5. RESULTADOS
2
3 5.1. CARACTERIZACAO DAS BORDAS
4 N&o foram observadas diferencas da cobertura do dossel, amplitude
5 térmica, amplitude de umidade do ar e umidade do solo entre as bordas
6 (Figuras 4 e 5). J4 a incidéncia de luz foi maior na BAR quando comparada a
7 incidéncia na BAC (Figura 4).
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10 Figura 4. Cobertura do dossel (A) e Incidéncia luminosa (B) (em %) nas duas bordas do
11  fragmento florestal (BAR: borda adjacente ao reflorestamento e BAC: borda adjacente ao
12 cultivo agricola. As colunas sdo médias + erro-padrao (n=7).
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Figura 5. Amplitude de umidade (A) (%) e temperatura (B) (°C) durante oito dias em duas
bordas do fragmento florestal .(BAR: borda adjacente ao reflorestamento e BAC: borda
adjacente ao cultivo agricola). As linhas sédo médias + erro padréo (n=8).

Dentre os parametros do solo analisados, o pH, a CTC efetiva, a
saturacdo por bases, a quantidade de matéria organica, carbono, calcio e
magnésio foram maiores (1,2; 2,3; 1,8; 1,3; 1,36; 3 e 1,9 vezes,
respectivamente) na BAR. N&o foram encontradas diferencas no N total e
potassio, enquanto que o nivel de fésforo foi aproximadamente 1,6 vezes maior
na BAC (Tabela 1)
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Tabela 1: Atributos edéaficos em fragmento de Floresta Estacional Semidecidual na borda
agricola (BAC) e na borda do reflorestamento (BAR). Os valores indicam média + erro padrédo
(n= 6) dos seguintes parametros: pH, matéria organica, carbono (C), nitrogénio total (N), fésforo
(P), potassio (K), célcio (Ca), magneésio (Mg), capacidade de troca de cations, saturagdo por
bases, NOs e NH4* (***p<0,001; NS: diferenca nao significativ; teste t de Student).

BAR BAC

pH 5,57 + 0,03 *** 4,66 + 0,16
Matéria organica (gdm-3) 45,39 + 1,65 *** 34,27 +1,4
C (gdm3) 26,41 £ 0,96 *** 19,92 + 0,81
N (gdm-3) 8,4+0,65ns 7,81 +0,53ns
P (mgdm) 2,07+0,2 3,36 + 0,21 ***
K (cmolcdm-3) 0,34 + 0,08 ns 0,21 + 0,03 ns
Ca (cmolcdm-3) 9,37 £ 0,57 *** 3,91+0,7
Mg (cmolcdm-) 2,33 +0,11 ** 1,22 £ 0,18
CTC efetiva (cmolcdm=3) 12,04 £ 0,62 *** 5,34 +0,86
Saturacao por bases (%) 77 £1,65** 43,32 + 6,15
Umidade (%) 5,29 +0,39 NS 552+0,1NS

5.2.  ANALISES METABOLICAS

Em ambos os anos analisados, individuos de C. floribundus
localizados na BAC apresentaram maiores taxas de atividade da NR foliar e
maiores niveis de NO3™ na seiva do xilema em relacdo aos amostrados no local
de referéncia, a borda do reflorestamento. Também foi observado maior
concentracdo de NO3z e proteinas nas folhas de C. floribundus na BAC em
relacdo a referéncia apenas na coleta realizada em 2017 (Figura 6).

Nos individuos de H. popayanensis localizados na BAC, houve maior
concentracdo de NOs na seiva do xilema e maiores niveis de proteinas nas
folhas nos dois anos de coleta. Somente no ano de 2017, verificou-se maior
nivel de NHas* nas folhas dos individuos da BAC e maior atividade da NR; em

2019, houve maior concentragao de NO3™ nas folhas (Figura 7).
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Em A. graveolens, apenas no ano de 2017, os individuos na BAC
demonstraram maior concentracdo de NOs e maior atividade da NR nas folhas
(Figura 7).
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Figura 6. Comparagbes das respostas metabdlicas de Croton floribundus entre individuos
localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencao das razfes entre as avaliagcdes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOs™ na
folha; NO3-s: concentragdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentracéo de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentracdo de aminoéacidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentragdo de proteinas na folha. *
representa diferencga significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; #p<0,05).
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Figura 7. Comparacdes das respostas metabdlicas de Heliocarpus popayanensis entre
individuos localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencéo das razfes entre as avaliacdes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOs™ ha
folha; NO3-s: concentracdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentragdo de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentracdo de aminoacidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentracdo de proteinas na folha. *
representa diferenca significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001; #p<0,05; ##
p<0,01).

Aspidosperma polyneuron apresentou maior concentracdo de NOs
na seiva e maior contetdo de NOs™ na folha de individuos localizados na BAC
gquando comparados aos localizados na BAR, em 2017 e 2019. Houve maior
conteddo de aminoéacidos na seiva do xilema somente na coleta de 2017 e
maior atividade da NR foliar em 2019, nos individuos localizados na BAC
(Figura 9).

Nos dois anos de coleta, C. canjerana apresentou maior acumulo de
proteinas nas folhas de individuos localizados em BAC. Somente na coleta de
2017, notou-se maior conteudo de NH4* na seiva do xilema e maior atividade
da NR foliar. Ja na coleta de 2019 foi possivel observar que os individuos
proximos a agricultura apresentaram maior concentracdo de NOs e NH4* nas
folhas (Figura 10).

Nos dois anos de coleta, os individuos de G. kunthiana proximos a
agricultura conduziram mais NOs na seiva do xilema e acumularam mais

proteina nas folhas. Em 2017, foi observada uma maior conducdo de
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aminoacidos na seiva do xilema e, em 2019, um aumento na atividade da NR

foliar e acumulo foliar de NH4* na BAC (Figura 11).
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Figura 8. Comparagdes das respostas metabdlicas de Astronium graveolens entre individuos
localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencao das razfes entre as avaliagcdes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOs™ na
folha; NO3-s: concentragcdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentrac@o de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentragdo de aminoécidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentracdo de proteinas na folha. *
representa diferencga significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; **p<0,01; # p<0,05; ## p<0,01).
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Figura 9. Comparacbes das respostas metabélicas de Aspidosperma polyneuron entre
individuos localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencao das razfes entre as avaliacdes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOsz™ na
folha; NO3-s: concentragdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentrac@o de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentragdo de aminoécidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentracdo de proteinas na folha. *
representa diferenca significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; ** p<0,01).
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Figura 10. Comparacdes das respostas metabdlicas de Cabralea canjerana entre individuos
localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencéo das razfes entre as avaliagbes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOs™ na
folha; NO3-s: concentracdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentrag@o de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentragdo de aminoacidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentracdo de proteinas na folha. *
representa diferenca significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; *** p<0,001; # p<0,05; ## p<0,01; ###
p<0,001).
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Figura 11. ComparagBes das respostas metabdlicas de Guarea kunthiana entre individuos
localizados na borda adjacente ao cultivo agricola
(BAC) com individuos localizados na borda do reflorestamento (BAR), apresentadas a partir da
obtencéo das razfes entre as avaliacdes dos resultados das bordas (BAC/BAR) transformadas
em log 10. NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NO3-f: concentracdo de NOsz™ na
folha; NO3-s: concentracdo de NOs na seiva do xilema; NH4+f: concentracdo de NH4* na
folha; NH4+s: concentragdo de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentragdo de aminoacidos na
folha; aas: transporte de aminoacidos na seiva; protf: concentracdo de proteinas na folha. *
representa diferenca significativa entre BAC e BAR no ano de 2017 e # representa diferenca
significativa entre BAC e BAR no ano de 2019 (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; # p<0,05; ###
p<0,001).
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5.3. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A andlise de componentes principais (PCA) baseada nos dados
metabdlicos de 2017 explicou cerca de 57% da variancia dos dados nos dois
primeiros componentes (CP1: 31,797%; CP2: 24,85%). As variaveis
metabdlicas analisadas estdo representadas por vetores, e a média de cada

espécie por borda esta representada pelos circulos preenchidos (Figura 12).

E possivel observar nos resultados obtidos no ano de 2017 que as
espécies C. floribundus, H. popayanensis e A. polyneuron se relacionaram
positivamente com as varidveis aminoacidos na seiva, atividade da NR e
concentracdo de NH4* foliares e com o conteido de aminoacidos nas folhas,
respectivamente. H. popayanensis e A. polyneuron localizaram-se em extremos
opostos do CP1. Houve clara separacao entre BAR e BAC para as espécies A.
polyneuron e G. kunthiana no CP1, relacionada positivamente com os teores
de NO3z e proteinas na folha. Ja para C. floribundus e H. popayanensis, a
separacdo entre as bordas ocorreu principalmente na CP2, relacionada as
variaveis aminoacidos na seiva (C. floribundus) e NH4" nas folhas (H.
popayanensis). A. graveolens se relacionou positivamente com a variavel NOz
na seiva e se encontra distante de G. kunthiana e A. polyneuron ao longo do
CP1 (Figura 12).

A PCA baseada nos dados metabdlicos de 2019 explicou cerca de
69% da variancia dos dados nos dois primeiros componentes (CP1: 41,959%;
CP2: 27,854%). Assim como em 2017, a espécie H. popayanensis se
relacionou positivamente com a NR e o NHs* foliar e A. polyneuron
principalmente com os conteudos foliares de NOs e proteinas; ambas as
espécies se localizaram em extremos opostos do CP1. Ja G. kunthiana se
relacionou positivamente com as variaveis de aminoacidos na seiva (na BAR) e
na folha (na BAC). C. floribundus ficou oposta a A. polyneuron no CP1. Assim
como em 2017, os individuos da BAR de C. floribundus e H. popayanensis se
separaram dos individuos da BAC no CP2, assim como € evidente a separacéo
entre as bordas em A. polyneuron no CP1. C. canjerana na BAC se relacionou
positivamente com a variavel aminoacidos na seiva no ano de 2019, e se

encontra em lado oposto de A. polyneuron em relacdo ao CP1 (Figura 13).
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Na tabela 2, estdo indicados os valores de p das PERMANOVAS
dos anos de 2017 e 2019. Apenas as espécies C. floribundus, G. kunthiana e
A. polyneuron apresentaram diferenca significativa nos parametros metabdlicos
entre as bordas analisadas em ambos os anos. C. canjerana e H.
popayanensis sO apresentaram diferenca significativa na coleta de 2017,
engquanto A. graveolens nao apresentou diferenca entre as bordas em nenhum

dos anos estudados.
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Figura 12. Andlise de componentes principais com os dados coletados em 2017, com individuos localizados na borda do fragmento florestal
adjacente ao cultivo agricola (BAC) e na borda adjacente ao reflorestamento (BAR). Os pontos representam as espécies: Croton floribundus (CfBR e
CfBA), Heliocarpus popayanensis (HpBR e HpBA), Cabralea canjerana (CcBR e CcBA), Astronium graveolens (AgBR e AgBA), Guarea kunthiana
(GKBR e GkBA), Aspidosperma polyneuron (ApBR e ApBA). Os vetores representam as variaveis: atividade da NR foliar (NRf), acumulo de NO3-
foliar (NOz), transporte de NOs™ na seiva do xilema (NOs™ s), acimulo de NH4* foliar (NH4* f), transporte de NH4* na seiva (NH4* s), acimulo de

aminoacidos(aaf), transporte de aminoacidos (aas) e acumulo de proteinas (protf) (* PERMANOVA <0,05; ** PERMANOVA <0,01; *** PERMANOVA
<0,001).
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Figura 13. Analise de componentes principais com os dados coletados em 2019, com individuos localizados na borda do fragmento florestal adjacente ao
cultivo agricola (BAC) e na borda adjacente ao reflorestamento (BAR). Os pontos representam as espécies: Croton floribundus (CfBR e CfBA), Heliocarpus
popayanensis (HpBR e HpBA), Cabralea canjerana (CcBR e CcBA), Astronium graveolens (AgBR e AgBA), Guarea kunthiana (GKBR e GkBA),
Aspidosperma polyneuron (ApBR e ApBA). Os vetores representam as varidveis: atividade da NR foliar (NRf), acimulo de NO3- foliar (NOs), transporte de
NOs na seiva do xilema (NOs s), acimulo de NH4* foliar (NHs* f), transporte de NHs4* na seiva (NHs* s), acimulo de aminoéacidos(aaf), transporte de
aminoacidos (aas) e acumulo de proteinas (protf) (** PERMANOVA <0,01; *** PERMANOVA <0,001).
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1 Tabela 2. Valores de p da PERMANOVA comparando os parametros: concentracdo de NOgz
2 nas folhas e seiva do xilema, concentracéo de NH4* nas folhas e seiva do xilema, concentracao
3 de aminoéacidos nas folhas e seiva do xilema e concentracdo de proteinas nas folhas de
4 individuos coletados nos anos de 2017 e 2019 em comparacfes feitas entre a BA e a BR Os
5 asteriscos indicam diferencas significativas entre as bordas (* p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001).
BAC x BAR BAC x BAR
2017 2019

Cf 0,0048 ** 0,0007 ***

Hp 0,0008 ** 0,1481

Ag 0,316 0,7713

Cc 0,017* 0,0666

Gk 0,0009 *** 0,0018 **

Ap 0,0022 ** 0,0006 ***
6
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6. DISCUSSAO

O microclima foi igual entre as bordas do fragmento comparadas, ou
seja, a amplitude de temperatura, a umidade relativa do ar e a cobertura do
dossel ndo diferiram entre a BAC e a BAR. Entretanto, a luminosidade foi
menor na BAC, o que pode estar relacionado a maior ocupacdo de espécies
heliéfitas, como as lianas, na regido de borda dos fragmentos florestais
(LAURANCE; WILLIAMSON, 2001; SCHNITZER; DALLING; CARSON, 2000),

0 que pode diminuir a incidéncia luminosa no sub-bosque da BAC.

Nas andlises do solo, ao contrario do que era esperado, a
quantidade de N total ndo diferiu entre as duas bordas. O ndo acimulo de N na
BAC pode ter ocorrido devido a alta lixiviacdo do NOs, o qual pode ser
rapidamente perdido ap6s a sua aplicacdo (BLOOM; SMITH, 2017). Porém,
parametros como pH, matéria orgéanica, C, Ca, Mg, CTC efetiva e saturacao
por bases foram maiores na BAR, 0 que pode indicar uma maior fertilidade no
solo dessa regido, sugerindo maior deposicédo de serapilheira proveniente do
reflorestamento e da borda da floresta adjacente ao reflorestamento (PIMENTA
et al., 2011). A serapilheira pode apresentar contribuicdo para a fertilidade do
solo, j& que fornece nutrientes e estimula a atividade microbiana do solo
(GAMA-RODRIGUES et al., 2008), estudos afirmam que em solos tropicais e
subtropicais as propriedades quimicas, fisicas e biologicas tém relacéo estreita
com a matéria organica do solo (CIOTTA et al., 2003). O solo de BAC
apresentou pH mais acido em comparacdo ao solo de BAR, o que também
justifica a maior fertiidade de BAR, jA que o pH mais acido prejudica a
decomposicdo de matéria organica e reduz os teores de cations trocaveis
(TOME JUNIOR, 1997; CERRI; VOLKOFF, 1988).

Apesar de a andlise do solo pertencente a BAC néo ter apresentado
acumulo de N, os tracos funcionais relacionados ao metabolismo de N nas
especies arboreas localizadas na BAC se mostraram alterados quando
comparados aos das espécies localizadas na BAR. A atividade da NR foliar foi
mais alta na BAC em todas as espécies no ano de 2017, sendo que em C.
floribundus este resultado se repetiu nos dois anos estudados. O aumento da
atividade da enzima NR nas folhas de individuos localizados na BAC (mais

evidente nas espécies intolerantes a sombra) ocorre devido a maior
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capacidade desse grupo sucessional de assimilar o N nas folhas. A atividade
da NR foliar é estimulada pela disponibilidade de NOs, ou seja, uma maior
assimilacado de NOs indica uma maior absor¢do do anion (AIDAR et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2017). LIU e colaboradores (2018) apresentaram resultados
similares ao tratarem espécies arbdéreas com N durante 3 meses, foi observado
aumento da atividade da NR em uma espécie arborea intolerante a sombra
apos o tratamento com N, corroborando com os resultados obtidos neste
estudo.

Além disso, exceto G. kunthiana, todas as espécies acumularam
mais NOsz™ nas folhas na BAC em pelo menos um dos anos de coleta. J& o
maior transporte de NO3 na seiva do xilema ocorreu em C. floribundus, H.
popayanensis, G. kunthiana e A. polyneuron. O aumento no transporte de NO3z
na seiva indica maior absorcdo deste anion nos individuos da BAC,
considerando que algumas espécies arbéreas acumulam compostos de N
quando estdo expostas a uma maior disponibilidade deste nutriente (RICHTER
et al., 1995; BAUER et al., 2004; BUBIER et al., 2011).

O acumulo de NH4* nas folhas ocorreu nas espécies H.
popayanensis, C. canjerana e C. floribundus e sua concentragcédo na seiva do
xilema foi maior em C. canjerana. O NH4*, quando presente em grandes
quantidades, pode causar efeitos tdéxicos para as plantas, como a dissipacéo
do gradiente transmembrana que € necessario para o transporte de elétrons na
cadeia respiratoria e fotossintese (BLOOM, 2017). Por isso, as plantas
comumente assimilam o NH4* rapidamente ap0s a sua absor¢do, evitando a
sua toxicidade (OLIVEIRA et al., 2017; SARASKETA et al., 2016). Algumas
espécies demonstraram acumulo e transporte de NHs4* apesar de sua
toxicidade, isso pode ocorrer devido a variedade de estratégias que podem ser
adotadas no uso de N (DEBIASI et al., 2019).

N&o foi observada maior concentracdo de aminoacidos nas folhas
das espécies arboreas estudadas, porém, G. kunthiana e A. polyneuron
apresentaram maior transporte de aminocidos na seiva do xilema nos
individuos préximos a agricultura em 2017, o que pode ser um indicio do uso

desses aminoacidos na producdo de componentes nitrogenados. ISso ocorre
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principalmente a assimilacdo de N nas raizes e transporte de aminoacidos na
seiva do xilema. E uma resposta comum as espécies tolerantes a sombra
demonstrarem maior absor¢cdo de NH4* e assimilagdo em aminoacidos nas
raizes quando expostas a maior disponibilidade de N, evitando seu acumulo e
consequente toxicidade, seguido do transporte dos aminoacidos até a parte
aérea via seiva do xilema (OLIVEIRA et al., 2013; SARASKETA et al., 2014,
2016).

As proteinas se acumularam nas folhas de individuos de C.
floribundus, H. popayanensis, C. canjerana, e G. kunthiana; sendo que nas trés
ultimas isso foi observado nos dois anos de coleta. O excesso de N disponivel
pode induzir as plantas a absorver, assimilar e alocar o N nas formas de
proteinas, clorofila e aminoacidos (RICHTER et al., 1995; BAUER et al., 2004;
BUBIER et al.,, 2011), o que pode justificar o acumulo de proteinas em tais
individuos presentes em BA. Mao et al., 2018, observaram um aumento nos
niveis de aminoacidos e proteinas nas folhas de espécies presentes em uma
floresta tropical no Sul da China, quando expostas a uma deposicdo excessiva
de N.

Apesar da plasticidade das respostas das espécies arbdreas
estudadas, houve um padrdo entre as espécies tolerantes e intolerantes a
sombra, que também foi observado no estudo de BARDY (2020), em que C.
floribundus (intolerante a sombra) também apresentou acumulo de proteinas,
NOs  nas folhas e maior transporte de NO3™ na seiva do xilema, nos individuos
tratados com N. G. kunthiana apresentou acumulo de NOsz’, aminoacidos e
proteinas nas folhas e, maior transporte de NOs na seiva do xilema. J4 A.
polyneuron demonstrou acumulo de NOgs', proteinas e aminoacidos nas folhas,

e transportou mais aminoacidos quando tratada com N (BARDY, 2020).

Nos dois anos de coleta, as variaveis que mais se repetiram foram
acumulo de proteinas nas folhas e maior conducéo de NOg3™ na seiva do xilema
dos individuos préximos a agricultura. Dentre as espécies estudadas, as
intolerantes a sombra C. floribundus, H. popayanensis e A. graveolens
apresentaram alteracbes no metabolismo do nitrogénio caracteristicas de

espécies intolerantes a sombra, como ja visto em alguns estudos que afirmam
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preferéncia de absorcdo e conducdo de NOs na seiva de espécies intolerantes
a sombra, as quais costumam assimilar o anion nas folhas (AIDAR et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019). A assimilacdo de N nas folhas é
dependente da energia produzida na fotossintese, que necessita de luz, o que
justifica a maior taxa de atividade da NR em folhas de espécies intolerantes a
sombra (GUO et al., 2007). Entre as espécies tolerantes a sombra, C.
canjerana e G. kunthiana apresentaram acumulo de proteinas nos dois anos de
coleta, e em G. kunthiana também se repetiu 0 maior transporte de NO3 na
seiva nos individuos localizados na BAC. Oliveira et al. (2017) identificaram um
maior acumulo de compostos nitrogenados em G. kunthiana quando tratada
com N, caracteristica de espécies tolerantes a sombra, que tendem a acumular
estes compostos devido ao seu lento crescimento. A. polyneuron, também uma
espécie tolerante a sombra, concentrou NOs nas folhas e transportou este
anion na seiva do xilema nos dois anos, nos individuos localizados na BAC.
Alguns trabalhos j& observaram um lento crescimento de A. polyneuron
relacionado a alta densidade de sua madeira (SCHONGART, 2008; BARBOSA
et al., 2018; BLAGITZ et al., 2019).

Apesar da similaridade entre os resultados obtidos nas espécies intolerantes a
sombra, entre as outras espécies arboreas estudadas houve uma maior
variacao das estratégias de uso do N. As espécies tolerantes a sombra podem
apresentar diferentes respostas pelo fato de este grupo incluir uma ampla
diversidade de estratégias, ja que envolve espécies que apresentam diferentes
niveis de tolerancia a sombra, desde as mais tolerantes que ocupam
permanentemente o sobosque (G. kunthiana) até aquelas que possuem
variados graus de tolerancia ao longo do crescimento e ocupam o dossel e o
estrato emergente (C. canjerana e A. polyneuron). Além disso, o trabalho é
uma proposta inicial, o que ndo abre espa¢o para uma generalizacdo do

comportamento dos grupos ecoldogicos.

A similaridade no microclima nas duas regides estudadas indica que
as alterac6es no metabolismo de N das espécies proximas ao cultivo agricola
estdo ocorrendo devido ao excesso de N nessa regido, ja que 0s parametros
microclimaticos ndo estdo afetando de maneira distinta as espécies arbéreas.

De acordo com os resultados obtidos também é possivel observar que a
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analise das variaveis do metabolismo de N sdo melhores parametros a serem
observados do que o conteudo de N no solo, ja que este pode ser perdido e

absorvido rapidamente, ou estar sendo consumido pela microbiota do solo.

As alteracbes observadas no metabolismo do N de espécies
arboreas proximas a uma plantacdo agricola indicam que a adubacdo
nitrogenada afeta arvores de um fragmento florestal. Dentre as perspectivas
futuras que estes resultados fornecem, esta a investigacdo da extensdo da
influéncia da borda agricola nos fragmentos. Assim, distancias seguras da
aplicacdo de N proximo aos fragmentos florestais podem ser determinadas

para melhor preservar ambientes de Mata Atlantica.
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7. CONCLUSAO

De acordo com o que foi observado pelas analises, os resultados
corroboram com a hipétese, em que era esperado que as espécies arbbreas
demonstrassem indicios de alteracées no metabolismo de N quando proximas
ao cultivo agricola. Porém os grupos ecolégicos distintos ndo apresentaram

diferenca no metabolismo do N como esperado.

Os parametros que se demonstraram serem melhores indicadores
de alteracbes no metabolismo de N foram: transporte de NOs  na seiva do
xilema, acumulo de NOs™ e proteinas nas folhas, ja que apareceram na maioria
das espécies. J4 as espécies que se demonstraram mais responsivas e com
alteracdes consistentes nas duas coletas foram Heliocarpus popayanensis,

Croton floribundus, Guarea kunthiana e Aspidosperma polyneuron
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Apéndice 1. Médias e erro padrdo das andlises bioquimicas referentes ao ano de 2017. As unidades utilizadas estéo representadas na tabela.

NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NOsf: concentracdo de NOs  na folha; NOs's: concentracdo de NOs™ na seiva do xilema; NH4*f:
concentracdo de NH4* na folha; NH4*s: concentragcdo de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentracdo de aminodcidos na folha; aas: transporte de
aminoacidos na seiva; protf: concentragao de proteinas na folha.

NR NO; f NOs s NH," f NH;*s Aaf Aas Protf

(nmol/g) (rmol/g) (rmol/mL) (rmol/g) (pmol/mL)  (umol/g) (rmol/mL) (rmol/g)
CfBA 33,96 +6,33 2,06 + 0,59 1,59 +0,30 0,79+0,19 0,25+0,08 12,11 +-0,72 541+242 10,67 £ 0,20
CfBR 10,77 +3,15 0,35+ 0,04 0,45+ 0,22 0,85+ 0,25 0,21+£0,07 11,01+1,46 1,47 £ 0,33 6,63 £ 0,08
Hp BA 44,3+12,94 0,48+0,11 1,20+ 0,17 3,33+£0,20 0,12+0,02 5,80%x1,11 1,08 +0,41 2,56 £ 0,06
Hp BR 6,11+0,76 0,36+0,44 0,60+0,14 2,37 £0,22 0,01+£0,01 4,74+0,47 0,43 +£0,22 1,02 + 0,02
Ag BA 5,88+0,62 0,36%0,07 0,53 £ 0,06 0,38+ 0,14 0,04 +£0,03 2,96+2,68 1,34 +1,22 16,42 +1,18
AgBR 352+0,12 0,5%0,03 0,3+0,04 0,40 £ 0,15 0,06+0,05 1,29+1,17 1,62 +1,47 16,10+ 1,94
ApBA 294+164 3955+3,76 3,4+0,53 0,10 £ 0,02 0,21+£0,02 22,96+ 2,69 1,85+0,15 12+0,11
ApBR 1,90+1,32 16,33%3,82 1,05+0,16 0,20 £ 0,09 0,28+ 0,06 22,77 + 3,27 0,85 +0,19 10,81 £ 0,16
CcBA 7,570,717 0,30+0,05 0,21 +£ 0,06 0,51+0,19 0,03+0,03 1,86%+1,69 1,40 + 1,27 3,96 +1,30
CcBR 469+0,75 0,41 £0,05 0,32 £ 0,02 0,37 +£0,14 0,01+£0,01 3,51%3,19 2,05+1,86 10,05+ 1,92
Gk BA 4,21+0,70 0,28+ 0,04 1,51 +£0,29 0,45+ 0,04 0,19+0,06 24,82+2,16 3,18 +0,88 77,21 +0,88
Gk BR 5,20+0,60 0,27 +0,30 0,62 +0,16 0,46 + 0,12 1,44+1,27 17,41+3,44 1,31 +0,39 7,39 + 0,07
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Apéndice 2. Médias e erro padrdo das andlises bioquimicas referentes ao ano de 2019. As unidades utilizadas estéo representadas na tabela.

NRf: Atividade da enzima nitrato redutase na folha; NOsf: concentracdo de NOs  na folha; NOs's: concentracdo de NOs™ na seiva do xilema; NH4*f:
concentracdo de NH4* na folha; NH4*s: concentragcdo de NH4* na seiva do xilema; aaf: concentracdo de aminodcidos na folha; aas: transporte de
aminoacidos na seiva; protf: concentragao de proteinas na folha.
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NR NO;s f NOs s NH;* f NH;* s Aaf Aas Protf

(rmol/g) (rmol/g) (rmol/mL) (rmol/g) (pmol/mL)  (umol/g) (rmol/mL) (rmol/g)
CfBA 6,29+1,13 3,13+1,80 1,43+ 0,23 1,53+0,23 0,32+0,05 18,28 +2,06 2,81 +1,50 2,30+0,15
CfBR 1,45+0,24 0,41+0,10 0,36+ 0,11 1,43+0,09 0,30+0,10 13,43+0,84 8,28 + 4,28 1,89 + 0,19
Hp BA 13,90 + 3,37 1,14 + 0,53 5,82+ 1,13 2,87 +0,34 0,42 +0,08 15,56 + 2,72 1,50 + 0,27 1,55+ 0,19
Hp BR 11,42 +2,73 0,30+ 0,13 2,30+ 1,02 305+0,38 0,33+0,08 12,10+ 0,89 0,97 + 0,35 1,47 +0,12
Ag BA 486+0,74 1,68+0,56 3,82+ 0,69 1,42+0,12 0,65+0,26 19,23+ 2,54 0,67 + 0,46 25,91 + 2,39
AgBR 3,77+0,28 272+1,06 3,92+1,10 1,50+0,11 0,73+0,05 41,73+2319 1,26+0,75 23,55+ 2,03
ApBA 050+0,13 43,22+550 2,78+0,47 0,11+0,05 0,41+0,05 48,23+3,64 0,76 + 0,16 34,11 + 2,90
ApBR 1,44+0,32 16,11+3,83 2,22+0,94 0,16 +0,05 0,55+0,03 39,57 +4,16 0,85+ 0,20 32,19+ 2,97
CcBA 4,62+1,01 2,39+0,60 1,78 + 0,38 2,26+050 0,32+0,05 57,83+7,41 1,69 + 0,89 2,18+0,12
CcBR 2,84+0,38 0,41+0,31 1,53 +0,34 1,06 +0,20 0,46 +0,05 40,83+ 4,90 2,69+1,25 2,87 +0,15
Gk BA 0,96 +0,20 0,49 + 0,09 3,26 + 0,60 1,10+ 0,22  0,079+0,03 27,50 + 2,64 2,02 +0,51 21,73+1,88
Gk BR 1,63+0,21 0,50 +0,06 1,28 +0,23 2,35+0,25 0,092+0,02 28,56 + 1,56 2,10 + 0,45 9,82+ 1,14




