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DEBIASI, Tatiane Viegas. Plasticidade no uso do nitrogénio em espécies arboéreas
neotropicais de grupos funcionais distintos cultivadas sob diferentes intensidades
luminosas. 2022. 109 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2022

RESUMO

As plantas absorvem o nitrogénio (N) do solo principalmente de fontes inorganicas como o
nitrato (NO3) e 0 amo6nio (NH4"). O consumo energético é mais elevado quando o nitrogénio
¢ assimilado a partir do NOs", se comparado ao NH4". Porém, este cation quando acumulado
em grandes concentragdes nas células provoca toxicidade, devendo ser rapidamente
assimilado em aminoacidos nas raizes. A assimilagdo do N depende da fotossintese e,
consequentemente, ¢ influenciada pela luz. Este estudo verificou a influéncia da intensidade
luminosa no uso do N por mudas de espécies arboreas neotropicais cultivadas em hidroponia
na casa de vegetacdo. Foram realizadas analises de crescimento, fotossintéticas e bioquimicas.
As espécies escolhidas foram Cecropia pachystachya (intolerante a sombra), Guarea
kunthiana (tolerante & sombra, de sub-bosque) e Cariniana estrellensis (tolerante a sombra,
que atinge o dossel). No primeiro experimento, foi avaliado se o aumento da intensidade
luminosa induz a preferéncia pela absor¢do de NOs em relagdo ao NH4', em mudas
cultivadas com nitrato de amonio. O monitoramento da incorporagdo de >N em aminoacidos
indicou que C. pachystachya mudou de um metabolismo do N desacelerado sob baixa
luminosidade (BL) para um expressivo uso de ambas as fontes de N sob alta luminosidade
(AL), aumentando substancialmente a concentragdo de aminoacidos com >N derivados do
S’NOs™ e "'NH4" nas raizes e folhas. Guarea kunthiana apresentou baixissimo uso de NOs5”
sob BL, mas aumentou expressivamente a assimilagdo de NO3™ nas raizes e folhas sob AL,
apresentando elevada plasticidade no uso do N pela influéncia da luz. Em C. estrellensis, o
aumento da intensidade luminosa induziu a assimila¢do de NH4" nas raizes e NOj3™ nas folhas.
Esses resultados demonstraram que as respostas das estratégias do uso do N a intensidade
luminosa foi diferente em cada espécie, e estdo de acordo com suas caracteristicas ecologicas.
No segundo experimento, foram verificados os efeitos do NOs™ ou NHs* sobre as mudas
quando submetidas a diferentes intensidades luminosas. Observou-se que as trés espécies
apresentaram decréscimo do crescimento no cultivo com NH4', em relagdo ao NOs", sob
luminosidade intermedidria (ML) e AL, mas ndo sob BL. Essa diminuicao foi de 64% (ML) e
54% (AL) em C. pachystachya, de 22% (ML) e 36% (AL) em G. kunthiana e de 32% (ML) e
20% (AL) em C. estrellensis. O alto dreno energético e de carbono imposto pela elevada taxa
de assimilacio do NH4" em aminoécidos, indicado pelo aumento da concentragdo de
aminoacidos nas raizes e folhas de plantas cultivadas com NH4', provavelmente levou a
redugdo do crescimento sob ML e AL nas trés espécies. O menor crescimento das mudas com
NH4" sob ML e AL também foi associado com diminui¢des da area foliar e teor de clorofilas
e com a limitagdo estomatica da fotossintese em C. pachystachya, e com a menor area foliar, a
limitagdo em parametros fotossintéticos e ao estresse oxidativo em G. kunthiana. Cariniana
estrellensis foi a espécie que demonstrou maior tolerdncia ao NH4", pois foi a Ginica que ndo
apresentou redugdo da area foliar e limitacdes da fotossintese, o que propiciou o aumento do
crescimento sob ML e AL no cultivo com NH4", em rela¢do a BL. O aumento da intensidade
luminosa favoreceu o cultivo com NOj3", em relagdo ao NH4", em mudas de espécies arboreas
neotropicais. A elucidac¢do da preferéncia por NOs™ ou NH4" e a compreensdo da toxicidade
do NH4" em espécies arboreas sob diferentes intensidades luminosas sdo importantes para a



restauragdo florestal porque auxiliam na escolha de espécies para reflorestamentos, uma vez
que fonte de N e luz influenciam significativamente a sobrevivéncia das mudas no campo.

Palavras-chave: amonio; nitrato; metabolismo do nitrogénio; luz; toxicidade do amonio.



DEBIASI, Tatiane Viegas. Nitrogen use plasticity in neotropical tree species of distinct
functional groups grown under different light intensities. 2022. 109 p. Thesis (Doctorate
degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Plants absorb nitrogen (N) from the soil mainly from the inorganic sources nitrate (NO3) and
ammonium (NH4"). Energy consumption is higher when NOs is assimilated, compared to
direct use of NH4". However, NH4" cannot be accumulated in large concentrations in cells due
to its toxicity, so it is quickly assimilated into amino acids in the roots. Nitrogen assimilation
depends on photosynthesis and, consequently, is influenced by light. This study aimed to
verify the influence of light intensity on the N use by seedlings of neotropical tree species
cultivated in hydroponics, using growth, photosynthetic and biochemical analyses. The
species chosen were Cecropia pachystachya (a shade-intolerant species), Guarea kunthiana (a
shade-tolerant understory species) and Cariniana estrellensis (a shade-tolerant canopy
species). In the first experiment, it was evaluated whether light intensity induces the use of
NOs', in relation to NH4", in seedlings cultivated with ammonium nitrate (NHsNO3). The
incorporation of N into amino acids showed that C. pachystachya changed from a
decelerated N metabolism under low light (LL) to an expressive use of both N sources under
high light (HL), substantially increasing the concentration of '*’N-amino acids derived from
ISNO;™ and '"'NH4" in roots and leaves. Guarea kunthiana showed a very low NOs™ use under
LL, but significantly increased NOs3™ assimilation in roots and leaves under HL, showing high
N use plasticity to light. In C. estrellensis, the increase in light intensity induced the
assimilation of NH4" in the roots and NOs™ in the leaves. These results showed that the
responses in the N use strategies to light intensity were different in each species, and are
compatible with their ecological characteristics. In the second experiment, we verified the
effects of NOs™ and NH4" on seedlings growing under different light intensities. It was found
that the three species showed decreased growth (dry mass) in the cultivation with NH4", in
relation to NO3", under moderate luminosity (ML) and HL, but not under LL. This decrease
was approximately 64% (ML) and 54% (HL) in C. pachystachya, 22% (ML) and 36% (HL)
in G. kunthiana and 32% (ML) and 20% (HL) in C. estrellensis. The high energy and carbon
drain imposed by the high rate of NH4" assimilation into amino acids, indicated by the
increase in amino acid contents in roots and leaves of NH4'-fed plants, probably led to
reduced growth under ML and HL in the three species. The hampered growth of seedlings
with NHs" under ML and HL was also associated with decreases in leaf area and chlorophyll
content and with stomatal limitation of photosynthesis in C. pachystachya, and with lower
leaf area, limitation in photosynthetic parameters and oxidative stress in G. kunthiana.
Cariniana estrellensis was the species that showed higher tolerance to NH4", as it was the
only one that did not show a reduction in leaf area or photosynthesis limitations, which
provided an increased growth under ML and HL when growing with NH4", compared to LL.
In summary, the increase in light intensity favored the cultivation with NOs, in relation to
NHj4", in seedlings of neotropical tree species. The elucidation of the N use and the preference
for NO3™ and NH4" by plants, as well as understanding the NH4" toxicity causes in tree species
under different light intensities are crucial for forest restoration and assist in the choice of
species for reforestation, since these factors (N source and light) significantly influence the
survival of seedlings in the field.

Key words: ammonium; ammonium toxicity; nitrate; nitrogen isotope; photosynthesis.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Importancia da restauragdo florestal

A restauragdo florestal por intermédio do reflorestamento ¢ uma estratégia eficaz
e urgente para a mitigagdo das mudancas climaticas globais, devido ao potencial de
sequestro de CO> que as arvores possuem (Bastin et al., 2019). Porém, alguns
programas de reflorestamento tendem a favorecer plantagdes de uma tUnica espécie ao
invés de restaurar a flora nativa, o que gera consequéncias negativas para a
biodiversidade e equilibrio hidrico do ambiente (Chazdon e Brancalion, 2019). Ja o
reflorestamento com mudas de espécies arbdOreas nativas visa atingir multiplos
beneficios, como mitiga¢do da crise climdtica, conservacdo da biodiversidade, reversao
da degradagdo do solo, além de beneficios socioeconomicos (Chazdon e Brancalion,
2019; Andivia et al., 2021).

A Mata Atlantica ¢ um hotspot de biodiversidade, com elevado niumero de
espécies ameacadas de extingdo e com alto endemismo, inclusive de plantas vasculares,
sendo uma prioridade a conservacao de suas areas (Rezende et al., 2018). Contudo, esse
bioma possui apenas 12,4% de sua cobertura florestal original, que hoje esta altamente
fragmentada (SOS Mata Atlantica e INPE, 2021). As 4reas remanescentes da Mata
Atlantica possuem alto potencial de regeneragao natural (Rezende et al., 2018). Porém,
quando a degradacdo ambiental € intensa e a regenerac¢do natural se torna ineficaz, ou
seja, para areas com alta compactagdo do solo, perda excessiva de matéria organica e
escassez do banco de sementes no solo, ¢ recomendada a restauragdo florestal ativa,
como o plantio de mudas (Nunes et al., 2020).

Dessa forma, compreender os fatores que podem promover plantios bem
sucedidos de mudas ¢ crucial para uma restauracdo florestal efetiva (Ostertag et al.,
2015). Um desses fatores ¢ o uso de espécies nativas, adaptadas as condigdes locais
(Nunes et al., 2020). Além disso, conhecer as demandas nutricionais das espécies
selecionadas ¢ necessario para a produ¢do de mudas vigorosas e para maximizar sua
sobrevivéncia e desenvolvimento nos reflorestamentos, pois os riscos de insucesso
aumentam quando faltam informagdes sobre a adaptagdo e desempenho das espécies em
relacdo aos atributos fisicos e quimicos do solo (Nunes et al., 2020).

Estudos que demonstraram a influéncia das fontes de nitrogénio (N) na
distribuicao espacial de espécies vegetais (Kronzucker et al., 1997; Aidar et al., 2003;

Siddique et al., 2010; Dias et al., 2014) e no desenvolvimento de mudas (Oliveira et al.,
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2017; Debiasi et al., 2019) evidenciam a importancia de se compreender o metabolismo
do N e os mecanismos de toxicidade do amdnio (NH4") em espécies arboreas, bem
como a tolerancia de plantas a esse cation.

Além do N, a luz ¢ primordial ao desenvolvimento e sobrevivéncia de mudas
(Quevedo-Rojas et al., 2018). A capacidade de se aclimatar a mudangas de intensidade
luminosa ¢ particularmente importante para mudas de espécies arboreas tropicais, que
inicialmente se estabelecem em locais com sombreamento profundo, mas estdo sujeitas
a aumentos repentinos de luminosidade por aberturas no dossel (Whitmore, 1989;
Quevedo-Rojas et al., 2018). Enquanto a baixa luminosidade inibe o crescimento
vegetal, luminosidades elevadas podem levar a fotoinibi¢ao e danos oxidativos (Pascual
et al., 2017; Sharma et al., 2019). A luz também ¢ essencial para o metabolismo do N, e
o0 uso das principais formas minerais de N disponiveis para as plantas, nitrato (NO3") e
NH4", pode ser influenciado por mudangas de intensidade luminosa (Oliveira et al.,
2017; Pascual et al., 2017; Debiasi et al., 2019). Dessa forma, conhecer o metabolismo
do N e a influéncia da luminosidade sobre o uso do N em mudas auxilia na escolha de
espécies com maior potencial de sobrevivéncia em determinadas areas de

reflorestamento, sendo valoroso para a restauracgao florestal.

1.2 Assimilagdo do nitrogénio

O N ¢ um nutriente que constitui cerca de 2% da massa seca vegetal, compondo
moléculas organicas como aminodcidos, proteinas, clorofilas e acidos nucleicos (Ali,
2020). As principais formas de nitrogénio inorganico disponiveis as plantas no solo sdo
NOs e NH4" (Baslam et al., 2021). Suas proporgdes no solo dependem de vérios fatores,
incluindo o pH, aciimulo de compostos orgénicos, oxigenac¢do, e microbiota do solo
(Esteban et al., 2016; Vega-Mas et al., 2019). Solos com baixo pH e pouco aerados
inibem a nitrifica¢do, resultando em altas concentra¢des de NH4", enquanto solos mais
alcalinos e bem aerados tendem a ter maiores concentracdes de NO3™ (Liu e von Wirén,
2017). A tolerancia ou preferéncia das plantas por NO3™ ou NH4" € a tolerdncia ao NH4"
dependem do solo ao qual estdo adaptadas (Ortigosa et al., 2020).

A absor¢do do NO3™ pelas raizes ocorre de forma ativa por meio de
cotransportadores H'/NOs™ de baixa ou alta afinidade (Wang et al., 2012). J4 a absor¢io
de NH4" ocorre por difusio através de canais proteicos, acompanhada pela extrusdo de

H" por H'ATPase, quando as concentragdes externas desse ion sdo altas, ¢ de forma
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ativa através de transportadores quando as concentragdes externas sao baixas (< 50 uM)
(Esteban et al., 2016).

A assimilacdo do N (revisada em Ali, 2020, Yoneyama e Suzuki, 2020 ¢ Baslam
et al., 2021; Fig. 1) a partir do NO3™ em moléculas organicas envolve sua reducdo pela
enzima nitrato redutase (NR), usando dois elétrons de uma molécula de NADH ou
NADPH e produzindo nitrito (NO2") no citosol. O nitrito ¢ reduzido nos plastidios
(cloroplastos e amiloplastos) pela enzima nitrito redutase (NiR), usando seis moléculas
de ferredoxina reduzida (seis elétrons) e formando NHs". A reducdo do NOs™ é um
processo energeticamente dispendioso, especialmente a reagdo catalisada pela NiR. A
energia para esse processo vem da fotossintese. A NiR depende da ferredoxina, que ¢
diretamente reduzida pela cadeia de transporte de elétrons da fotossintese nos tecidos
fotossintéticos, pelo fotossistema I (FSI), ou indiretamente reduzida pela ferredoxina-
NADP" oxidorredutase (FNR) nos amiloplastos de tecidos ndo fotossintéticos, usando
NADPH, por sua vez reduzido a partir de fotoassimilados transportados da parte aérea a
raiz. O NHy4" € assimilado pela a¢do sequencial da glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT). A GS produz glutamina (Gln) a partir do glutamato (Glu) e NH4",
usando uma molécula de ATP. A GIn ¢ usada pela GOGAT com 2-oxoglutarato para
produzir duas moléculas de Glu, usando poder redutor do NADH ou ferredoxina. Em
resposta a altos niveis de NH4", a enzima mitocondrial NADH-glutamato desidrogenase
(GDH) pode incorporar NH4" em 2-oxoglutarato (Bittsanszky et al., 2015), mas a
principal rota de assimilagdo de NH4" é o ciclo GS/GOGAT (Crawford et al., 2000 ¢
Ohyama et al., 2017). Todas as demais moléculas organicas com N sdo derivadas da

Gln ou Glu produzidos nesse ciclo (Buchanan et al., 2015).

1.3 Uso e assimilagdo de NO3 ou NHy"

O NOs™ pode ser armazenado nos vacuolos em elevadas concentragdes sem
causar toxicidade as plantas (Liu et al., 2014). Esse anion ¢ acumulado em diferentes
orgdos, dependendo da espécie, e ¢ remobilizado dos vactolos para ser reduzido sob
condi¢des adequadas de luz, quando a fotossintese ¢ ativa, pois sua reducao ¢ vinculada
a energia gerada no processo fotossintético (Baslam et al., 2021). J4 0 NH4" em excesso
¢ toxico para a maioria das espécies vegetais (Britto e Kronzucker, 2002). Entre os
sintomas causados pelo excesso de NH4" estdo a clorose, inibi¢do da fotossintese,
aumento do estresse oxidativo, diminuigdo da absor¢do de cations, como potassio (K*),

calcio (Ca*") e magnésio (Mg?"), a supressio do crescimento, diminuicio da razdo
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raiz/parte aérea e at¢ mesmo a morte (Britto e Kronzucker, 2002; Esteban et al., 2016;

Ortigosa et al., 2020).

Luz

/ / ATP — ISETekTe} \\
NADPH g deCO,

Fd

NH4* v l . Cloroplasto (luz)
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Figura 1 Esquema geral da assimilagdo do nitrogénio em plantas, particionada no citosol e plastidios

(cloroplastos e amiloplastos). Baseado em Yoneyama e Suzuki (2020) e Baslam et al. (2021).

Umas das principais causas da toxicidade do NH4" sdo a acidificagdo da
rizosfera e a diminui¢do das concentracdes de cations nos tecidos vegetais (Jian et al.,
2018). A acidificagdo da rizosfera ocorre porque a absor¢io de NH4" sob altas
concentragdes ¢ acompanhada pela extrusdo de protons pela H'-ATPase da membrana
plasmatica (Hu et al., 2019). Inclusive, a adi¢do ou presenca de NO3™ na rizosfera atenua
a toxicidade do NH4", pois aumenta o pH rizosférico, uma vez que o NOs3 ¢ co-
transportado com protons ao citosol por transportadores de NO3™ (Wang, 2021). Quanto
a concentracao de cations, de la Pefia et al. (2019) verificaram a diminuicao do contetido
de K, Ca e Mg nas raizes de Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv, enquanto Carr et
al. (2020) relataram a diminuicdo do conteudo de K e Ca nas folhas de Coffea arabica
(L.) (café), além do aumento da atividade da H'-ATPase em plantas tratadas com NH4",
em relagdo ao NO3™. O maior bombeamento de protons para fora das células da raiz pela
H"-ATPase é necessario para que haja um balango de cargas e a repolarizagdo da
membrana, permitindo que as plantas absorvam cations do meio externo (Carr et al.,
2020; Feng et al., 2020). O balango de cargas ¢ essencial para a absor¢ao de qualquer

ion, sendo que o desbalango gerado pela absor¢do em excesso e acimulo de NH4" na
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raiz interfere na absor¢do de outros cations, sendo o mais estudado o K" (Feng et al.,
2020).

A raiz geralmente € o principal orgdo de assimilagdo de NH4" obtido do solo e
atuam como uma barreira fisioldgica ao seu transporte para as folhas, onde, em excesso,
pode afetar o aparelho fotossintético (Vega-Mas et al., 2019). Uma das principais
estratégias que evitam o acumulo de NH4" nos tecidos € a sua rapida assimilagdo em
moléculas organicas na raiz pela intensifica¢do da via GS/GOGAT, levando ao acumulo
de aminoacidos (Bernard e Habash, 2009; Vega-Mas et al., 2019). Para isso, ¢
necessario um elevado suprimento de esqueletos de carbono (C), provenientes do ciclo
dos acidos tricarboxilicos e rotas associadas, o que resulta na restricdo do crescimento
vegetal (Vega-Mas et al., 2019).

O resultado dessa estratégia ¢ o aumento dos teores de aminoéacidos e proteinas
nos tecidos vegetais (Vega-Mas et al. 2017, de la Pena et al., 2019). Os principais
aminoacidos acumulados variam de acordo com a espécie, embora Glu, Gln, aspartato
(Asp), asparagina (Asn), alanina (Ala), prolina (Pro), serina (Ser) e glicina (Gly) sejam
os mais comuns (Vega-Mas et al. 2017, de la Pefia et al., 2019). E importante ressaltar
que Gln e Asn sdo os principais aminoacidos de armazenamento e transporte de N pelo
xilema, pois possuem dois atomos de N em cada molécula (Baslam et al., 2021). A
arginina (Arg) também ¢ adequada ao armazenamento de N, devido a sua baixa razdo
C/N (=1,5) (Carr et al., 2020; Baslam et al., 2021).

Em Arabidopsis thaliana, Hachiya et al. (2021) verificaram que a principal
causa de toxicidade do NHs" é a acidificagdo intra e extracelular nas folhas. A
assimilacdo do NH4" pela GS plastidica para formar Gln libera protons, que se
acumulam no interior e exterior das células, causando estresse por acidez. Os autores
também verificaram que a assimilagdo de NH4" nas raizes é importante, pois impede a
translocagdo excessiva de NH4" para a parte aérea, evitando essa acidificagdo.

O NH4" pode ser translocado a parte aérea pela seiva do xilema e assimilado nas
folhas (Hachiya e Sakakibara, 2017), mas se acumulado nesse 6rgdo o NH4" pode inibir
a fotossintese, ligando-se ao complexo de liberacdo de oxigénio e danificando o
fotossistema II e/ou causando estresse oxidativo nas folhas (Drath et al., 2008;
Podgorska et al., 2013). A diminuicdo da taxa fotossintética reduz a sintese e transporte
de carboidratos para as raizes, resultando na falta de energia e de esqueletos carbonicos

para assimilar o NH4", o que pode agravar os sintomas do estresse por NH4" (Setién et

al., 2013).
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Devido aos diferentes efeitos que o NO3 e NH4" geram nas plantas, tanto a
quantidade quanto a forma de N disponivel favorecem o crescimento de algumas
espécies, em detrimento de outras, sendo este nutriente determinante na distribuicdo
espacial de espécies vegetais (Aidar et al., 2003; Siddique et al., 2010; Dias et al., 2014;
Mao et al., 2018). Kronzucker et al. (1997) demonstraram que a baixa capacidade de
utilizagdo do NOs™ por plantulas de Picea glauca (Moench) Voss (pinheiro-do-Canadd)
dificultava seu estabelecimento em areas degradadas com predominancia de NO;". Em
um estudo com espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, Aidar et al. (2003)
verificaram que espécies pioneiras (intolerantes a sombra) apresentam alta capacidade
de assimilagdo de NOs3™ nas folhas, indicada pela elevada atividade da enzima NR nesse
orgdo, ao contrario de espécies tolerantes a sombra. Experimentos com mudas de
espécies arboreas da Mata Atlantica observaram que espécies intolerantes a sombra
crescem a uma taxa elevada quando supridas com NOj3", mas podem apresentar efeitos
severos de toxicidade quando tratadas com NH4" como fonte exclusiva de N,
restringindo seu crescimento (Oliveira et al., 2017; Debiasi et al., 2019). Por outro lado,
espécies tolerantes a sombra sao mais aptas a se desenvolverem com ambas as fontes de
N (NOs™ ou NH4") sob condig¢des ndo limitantes de luz, apresentando alta tolerancia ao
NH4", que ¢é assimilado rapidamente em aminoacidos na raiz (Oliveira et al., 2017,
Debiasi et al., 2019).

Trabalhos anteriores que avaliaram as mesmas espécies escolhidas para esta tese
indicaram que mudas de Guarea kunthiana A. Juss. (Meliaceae) assimilam NOj3
principalmente nas raizes, enquanto Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae) e
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae) assimilam esse &nion
principalmente nas folhas (Oliveira et al., 2017). Além disso, G. kunthiana transloca
niveis relativamente elevados de NH4" para as folhas e, possivelmente, o assimila em
quantidades razodveis nesse Orgdo (Oliveira et al, 2017). As trés espécies
demonstraram tolerancia moderada ao NH4" (Oliveira et al., 2017).

Cecropia pachystachya € uma tipica espécie intolerante a sombra, com elevadas
taxas de crescimento e fotossintese (Oliveira et al, 2017; Debiasi et al., 2021). Tem
ampla distribui¢do geografica e ocupa, inclusive, solos encharcados (Batista et al.,
2008), que costumam ter altos niveis de NH4" (Liu e von Wirén, 2017). Cariniana
estrellensis e G. kunthiana sdo intolerantes a sombra, mas C. estrellensis ¢ uma espécie
que atinge o dossel e apresenta maior demanda de luz do que G. kunthiana, uma espécie

tipica de sub-bosque (Airald-Wood et al. 2021). Espécies pioneiras, intolerantes a
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sombra e de rapido crescimento, sao caracterizadas por terem alta demanda por luz e
apresentarem elevadas taxas fotossintéticas, de respiracdo e de absor¢do de nutrientes,
além de alto potencial de producao de fotoassimilados e alta concentragdo de N em seus
tecidos (Prado-Junior et al., 2016). Ja espécies tolerantes a sombra sdo adaptadas a
ambientes com menos luz e apresentam menores taxas fotossintéticas, de respiracdo e
de crescimento (Prado-Junior et al., 2016). Dessa forma, em estudos que avaliam a
influéncia da intensidade luminosa sobre o uso do N, ¢ crucial a escolha de espécies

vegetais com diferentes demandas por luz.

1.4 Influéncia da intensidade luminosa na tolerancia ao NH"

A luz ¢ a fonte de energia para a absor¢do e assimilagdo do N (Yoneyama e
Suzuki, 2020). A intensidade luminosa influencia expressivamente caracteristicas
anatomicas, morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas das plantas (Poorter et al., 2019).
Esses autores mostraram as varidveis mais influenciadas pela luz, de acordo com uma
ampla variedade de estudos e espécies vegetais. De maneira geral, quanto maior a
intensidade luminosa a qual a planta ¢ submetida durante o seu crescimento, maiores
s30 a massa seca total da planta, nimero de ramificagdes do caule, espessura foliar,
massa por unidade de area foliar e a densidade foliar, resultante da diminui¢do do
volume de espacos de ar e paredes celulares mais espessas, € menores sSao 0s
comprimentos da raiz e do caule por unidade de massa seca. Fisiologicamente, a luz
induz aumentos na taxa fotossintética, condutancia estomatica, concentracao de ribulose
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco) por unidade de area foliar, taxa de
carboxilagdo da rubisco, taxa de transporte de elétrons e taxa de respiragdo nas folhas,
mas diminui a eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema II (Fv/Fn) (Poorter et al.,
2019). Quanto a bioquimica, o aumento de luminosidade aumenta o teor total de N por
unidade de area foliar, o teor de C nos 6rgdos vegetativos e o teor de carboidratos nao
estruturais, e diminui o teor de NO3™ nas folhas (Poorter et al, 2019).

Tanto a falta quanto o excesso de luz sdo estressantes para as plantas. O
crescimento vegetal ¢ negativamente afetado sob luminosidades extremamente baixas,
devido a insuficiéncia de energia, o que limita a taxa fotossintética e,
consequentemente, inibe o metabolismo do C e do N (Pascual et al., 2017). Por outro
lado, luminosidades muito altas, que superam o ponto de saturacdo luminoso,
sobrecarregam os complexos coletores de luz, gerando espécies reativas de oxigénio

(ERO) e levando a fotoinibicao (Sharma et al., 2019).
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A assimilagdo do N do NOj, em compara¢do com o uso direto do NH4", ¢é

energeticamente mais dispendiosa (Rubio-Asensio e Bloom, 2017). A redu¢ao do NO3"

até o NH4" ocorre principalmente durante o dia devido aos poderes redutores gerados na

fotossintese (Baslam et al., 2021). Porém, mesmo que o NH4" ndo precise ser reduzido

para ser assimilado, hd um gasto excessivo de energia, principalmente nas raizes, para

que esse cation ndo acumule e seja translocado a parte aérea, seja assimilando-o em

moléculas organicas, acumulando-o no vacuolo das células da raiz ou bombeando-o

para fora (Vega-Mas et al., 2019).

O ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) oxida &cidos organicos, gerando

equivalentes redutores (NADH e FADH:) que propiciam a sintese de ATP na
fosforilagdo oxidativa (Vega-Mas et al., 2019; Ali, 2020). O TCA também prové

esqueletos de C para a assimilacdo de N, especialmente na forma de 2-oxoglutarato

(Fig. 2) (Vega-Mas et al., 2019). Dessa forma, o primeiro passo da assimilagdo do NH4"

representa um grande dreno de carboidratos. Evidéncias disso sdo as observacdes de que

a adi¢do de C na regido da raiz e o cultivo sob alta concentragcdo atmosférica de CO>

atenuam os efeitos toxicos do NH4" (Roosta e Schjoerring, 2008; Pifiero et al., 2018;

Vega-Mas et al., 2017).
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Figura 2 Esquema geral da relacdo entre a assimilagdo primaria de N e o ciclo dos acidos tricarboxilicos.

Baseado em Vega-Mas et al. (2019) e Baslam et al. (2021).

Em Brassica pekinensis (Lour.) Rupr. (couve-chinesa), a adi¢do moderada de
NH4" junto ao NOs™ aumentou a tolerancia (aumento da fotossintese e carboidratos ndo
estruturais) a baixa luminosidade, em comparagdo com o cultivo exclusivamente com
NOs, provavelmente devido a0 menor gasto energético para assimilar o NHs" sob uma
condi¢do de luminosidade limitante a assimilagdo de C (Hu et al., 2017).

No trigo (Triticum aestivum L. var. Cezanne), espécie tolerante ao NH4", Setién
et al. (2013) verificaram sintomas causados por toxicidade deste cation, como a
diminuic¢ao da fotossintese, do crescimento e da razdo raiz/parte aérea, em relagdo ao
tratamento com NOj’, sob baixa luminosidade (300 pmol m™ s). Porém, sob alta
luminosidade (700 pmol m™ s!), a fotossintese e a razio raiz/parte aérea se igualaram
ao tratamento com NO;3". Os autores atribuiram a falta de fotoassimilados como a
principal causa da supressdo do crescimento com NH4" sob baixa luminosidade. Sob
alta luminosidade, a maior producdo de fotoassimilados nas folhas e seu transporte para
as raizes, aumentando a disponibilidade de C a partir de intermediarios do TCA, levou a
maior assimilagdo do NH4', evitando seu actimulo e evitando efeitos nocivos deste
cation.
Nao hé estudos que avaliam os efeitos da variacdo de luminosidade em mudas de
espécies arboreas neotropicais cultivadas com uma tnica fonte de N (NO3™ ou NH4").
Dessa forma, ¢ dificil prever as respostas de mudas sob essas condi¢des, pois a0 mesmo
tempo que o NO3™ tem um alto gasto energético para ser assimilado, o cultivo com NH4"
envolve sua rapida assimilacdo em moléculas organicas, que também ¢ altamente

dispendiosa.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi verificar a influéncia da intensidade luminosa
no uso do N por mudas de espécies arboreas neotropicais - Cecropia pachystachya
(intolerante a sombra), Guarea kunthiana (tolerante a sombra, de sub-bosque) e
Cariniana estrellensis (tolerante a sombra, que atinge o dossel) - cultivadas em
hidroponia, por meio de andlises de crescimento, fotossintéticas e bioquimicas.

No primeiro capitulo, objetivou-se avaliar os efeitos da intensidade luminosa no

metabolismo do N, especificamente sobre o uso de NO3 e NH4" pelas mudas. No
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segundo capitulo, objetivou-se verificar os efeitos das diferentes fontes de N (NO3™ ou
NH4") sobre o crescimento, fotossintese ¢ metabolismo das mudas, sob variagdes de

intensidade luminosa.
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Abstract

Environmental conditions influence the use of different nitrogen (N) sources by plants.
We hypothesized that the increase in light intensity favors the use of NO3™ relative to
that of NH4" by seedlings of neotropical tree species from different functional groups:
Cecropia pachystachya (a shade-intolerant species), Cariniana estrellensis (a shade-
tolerant canopy species) and Guarea kunthiana (a shade-tolerant understory species).
We analyzed growth and N metabolism in seedlings simultaneously provided with NH4*
and NOj3", under lower (LL) and higher (HL) light intensity. >N incorporation into
amino acids was monitored after incubation with '*N-labeled NH4 or NO3". Under HL,
all species showed decreased leaf area ratio, and increased growth, nitrate reductase
activity, and assimilated N content. Cecropia pachystachya increased the use of both N
sources under HL, with substantial increases in '’N-amino acids derived from '"NOs
(12.5- and 4.0- fold in roots and leaves, respectively) and "NH4" (4.5- and 3.0-fold in
roots and leaves, respectively). Guarea kunthiana showed the greatest plasticity in N
use, as the assimilation of "NOs" in roots and leaves increased substantially under HL
(11.2-fold and 17.0-fold, respectively). Cariniana estrellensis increased the assimilation
of >NH4" in roots and '"’NOs™ in leaves under HL. Therefore, the responses of N use
strategies to light intensity varied with the species according to their ecological
characteristics.

Abbreviations

Ala, Alanine; Arg, Arginine; Asn, Asparagine; Asp, Aspartate; Ce, Cariniana
estrellensis; Cp, Cecropia pachystachya; Gln, Glutamine; Glu, Glutamate; Gk, Guarea
kunthiana, GC-MS, chromatography-mass spectrometer; GS, Glutamine synthetase;
HL, Higher light intensity; LAR, Leaf area ratio; LL, Lower light intensity; NH4",
Ammonium; NOj", Nitrate; NR, Nitrate reductase; PCA, Principal component analysis;
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Pro, Proline; Ser, Serine; RSR, Root-to-shoot ratio; LA, Total leaf area; TDW, Total dry
weight.
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Introduction

Plants mainly absorb nitrogen (N) in the inorganic forms of nitrate (NO3) and
ammonium (NH4"). The processes of absorption and assimilation of mineral N involve
high energy expenditure by plant cells, which is greater when NO;3 is used. In
comparison with the direct assimilation of NH4', the use of NOs  involves two
additional reduction steps that demand energy, catalyzed by the enzymes nitrate
reductase (NR) and nitrite reductase (NiR) (Hachiya and Sakakibara 2017; Ali, 2020).
On the other hand, while NO3™ can be stored in high concentrations in plant cells, NH4"
can lead to toxic effects when accumulated, imposing an important trade-off between
the use of the two N forms (Boudsocq et al. 2012). The mechanisms of tolerance to
NH4" involve its rapid assimilation into amino acids, which requires a large carbon
source, and the activation of plasma membrane H'-ATPase, important to maintain the
membrane potential as NH4" is absorbed, which may also result in energy expenditure
by the plant (Andrews et al. 2013, Esteban et al. 2016, Liu and von Wirén 2017).

In different ecosystems, environmental conditions (such as temperature, light,
soil pH, and oxygen levels) result in different proportions of NH4" and NOs content in
the soil. Different ratios between the soil content of these two mineral N sources can be
found depending on the successional stage of the ecosystem (Britto and Kronzucker
2002). Thus, plasticity in the use of N could be an adaptive strategy, giving plants a
competitive advantage, as they can meet their demands for N from any available N
source (Ashton et al. 2010, Daryanto et al. 2019). The strategy for using N can be
shifted in response to environmental variations. For example, higher temperatures can
favor the absorption of NOs~, while lower temperatures lead to increased use of NH4"
(Gessler et al. 1998). The preference for NO3™ has also been shown to increase in drier
environments compared to wetter ones, following the NO;™ availability in the soil
(Houlton et al. 2007, Wang and Macko 2011).

Light is another abiotic factor that has great influence on the use of N by plants.
This influence is related to the regulation of the enzymes of N metabolism, such as NR,
NiR, glutamine synthetase (GS), and glutamate synthase (GOGAT), which are activated
by light, in parallel to the activation of photosynthetic enzymes in the leaves (Lillo
2008). In addition to acting at the transcriptional level, light promotes photosynthetic
electron transport, which up-regulates the N assimilation enzymes by providing
reducing power and ATP and activating the ferredoxin-thioredoxin system (Lillo 2008).

Thus, N assimilation is strongly coupled to photosynthesis (Lillo 2008).
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However, it is not clear how light intensity affects plant N source preference. By
using "’N-labeled NOs™ as a single N source, it has been demonstrated that light induces
the uptake of this anion by root cells through sugar-mediated mechanisms (Delhon et al.
1996, Lejay et al. 2008, Xu et al. 2008). However, when mixed N sources were used,
both '’NOs™ and ""NH4" absorption were induced by increasing light levels (Ma et al.
2016). Moreover, studies with different plant species have reported that high irradiances
can either ameliorate or intensify the deleterious effects of NH4" nutrition on plant
growth (Magalhaes and Wilcox 1984, Zhu et al. 2000, Ariz et al. 2013).

Studies using seedlings of tree species native to the Brazilian Atlantic Rain
Forest have demonstrated that shade-intolerant species have a clear preference for NO3",
exhibit high NOj3™ translocation in the xylem sap, and assimilate this anion mainly in the
leaves, with high foliar activity of the NR enzyme (Oliveira et al. 2017, Debiasi et al.
2019). Seedlings of shade-tolerant trees assimilated N mainly in the roots, but their N
use strategies varied between understory and canopy species (Oliveira et al. 2017,
Debiasi et al. 2019). Overall, these contrasting strategies of N use have been considered
adaptive responses to the distinct light environments that these species occupy. As the
energy for assimilation of NO3™ in leaves comes from photosynthetic electron transport
and photorespiration, the use of this N source is supposed to be advantageous in
environments where light is not a limiting factor (Smirnoff and Stewart 1985, Bloom
2015). In contrast, leaf assimilation of NO3™ would not be advantageous in shaded
environments, favoring the assimilation of other N sources in the roots, such as NH4"
(Aidar et al. 2003). However, the way in which the change in light intensity affects the
metabolism and translocation of N by tree species with different N use strategies has not
yet been elucidated. This is particularly relevant for seasonal (semi)deciduous forests,
where light availability varies both spatially and temporally (Lemos-Filho et al. 2010).
The effects of N/light interaction on neotropical trees may reveal patterns that could be
extrapolated to other forest species of the same functional groups.

In the current study, we evaluated the effect of light intensity on the use of
nitrate and ammonium as N source by seedlings of neotropical trees. For this, we used
three tree species that are representative for each functional group: Cecropia
pachystachya (a shade-intolerant species), Cariniana estrellensis (a shade-tolerant
canopy species) and Guarea kunthiana (a shade-tolerant understory species). We tested

the hypothesis that an increase in light intensity induces the use of NO3™ relative to that
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of NH4", but that the extent of this response varies according to the ecological
characteristics of the species.

Materials and methods

Plant material and growth conditions

Three tree species native to the Seasonal Semideciduous Forest (a
phytophysiognomy of the Brazilian Atlantic Forest) were selected for this study:
Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae), a pioneer, shade-intolerant species;
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), a shade-tolerant species that
reaches the canopy; and Guarea kunthiana A. Juss. (Meliaceae), a shade-tolerant
species typical of the understory. The seeds were collected from forest fragments in the
region of Londrina, Parana State, Brazil.

The experiment was carried out in a greenhouse at the State University of
Londrina (23°1929" S and 51°11'51"W). Seeds were germinated in a box with washed
sand. After the complete expansion of the first eophyll, the seedlings were transplanted
for hydroponic cultivation. The average temperature and relative humidity during the
experiment were 22.8 °C (+ 2.40) and 73.5% (£ 12.4), respectively (meteorological data
obtained by the Agronomic Institute of Parana — [APAR).

Treatments

Sixteen individuals of each species were used, eight of which were kept under
lower light intensity (LL, with retention of 80% of solar radiation; 20-60 pmol m? s! of
PAR) and the other eight under higher light intensity (HL, with retention of 67% of
solar radiation; 200-450 umol m? s of PAR). The LL corresponds to the light intensity
found in understory, which is around 2-3% of the above-canopy PAR (Lindner 2011).
The HL was chosen based on trials performed with the three species (see also Calzavara
et al. 2019 for C. pachystachya and C. estrellensis), which indicated that this light
intensity is significantly higher than the light compensation point of all species, but it
does not saturate the photosynthesis of any of the species, avoiding oxidative stress.
Regardless of the light treatment, the plants were grown in 500-mL hydroponic pots
filled with a constantly aerated nutrient solution containing equimolar concentrations of
NO; and NH4" (1.0 mM KNOs3, 0.5 mM (NH4)2SO4, 0.5 mM KH>POs, 1.0 mM K>SOs,
1.0 mM MgSOg4, 1.0 mM CaCl,, 50 uM FeSO4-EDTA, 46.3 uM H3BOs3, 9.0 uM MnCl,,
0.75 uM ZnCl,, 0.3 uM Na;MoOs4, and 0.35 pM CuCl,). The nutrient solution was
renewed weekly and its pH kept around 5.5.
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After 35 days of growth under the two light conditions, each plant was
transferred to a 150-mL flask with N-free nutrient solution to allow the consumption of
endogenous inorganic N and decrease the dilution of the >N to be added (Oliveira et al.
2013). After one day, the solution was supplemented with 1 mM '"NH4Cl + 1 mM
KNO; or 1 mM NH4Cl + 1 mM K'NOs (with >N enrichment of 20% at the indicated
atom), resulting in four individuals per treatment. The seedlings were kept for 24 h in
the '’N-containing solutions. After this period, morphological and biochemical
parameters were analyzed. Some plants were kept in a medium without *N-enriched
sources as a control to be used in the calculation of >N enrichment in amino acids (see

Equation 2).

Biometric and biochemical determinations

Total leaf area (LA; cm?) was measured using the LI-3000 leaf area integrator
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). To determine the dry weights (g) of roots
(RDW) and shoots (SDW), they were incubated at 60 °C for 72 h. The obtained values
were used to calculate the total dry weight (TDW = RDW + SDW), root-to-shoot dry
weight ratio (RSR = RDW/SDW), and leaf area ratio (LAR = LA/TDW)).

To extract the metabolites, fine roots and the youngest completely expanded
leaves were collected. The samples (0.2 g) were ground to a powder in liquid N> and the
amino acids were extracted with 2 mL of MCW (methanol: chloroform: water, 12:5:3,
v:v:v), following the procedures described by Oliveira and Sodek (2013). The proteins
were extracted with 0.1 M NaOH from the resulting precipitate and quantified with the
Coomassie Blue reagent (Bradford 1976).

The xylem sap was extracted from the bark-removed stems using a Scholander-
type pressure chamber SAPS2, model 3115 (Soil Moisture Equipment, Santa Barbara,
USA). The collected sap was used directly to assess the contents of NO3™ and amino
acids.

The NO3™ content was determined after its reduction to NO2” by the vanadium
chloride catalyst (0.4% VCl; in 0.5 M HCI) at 37 °C for 30 min. The reaction product
was dosed using the Griess reagent (1% sulfanilamide in 1.5 M HCI, followed by the
addition of 0.02% N-(naphthyl)-ethylenediamine) and reading the absorbance at 540 nm
(Miranda et al. 2001).

NR activity was analyzed in vivo in the first fully expanded leaves and fine roots

by incubating 0.15 g of segments of the organs for 40 min in 5 mL of a medium
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containing 0.05 M KNOs3;, 0.05 M K;HPO4 (pH 7.5), and 1% propanol, and
subsequently measuring the NO,™ formed using the Griess reagent (Stewart et al. 1986).

To analyze the glutamine synthetase (GS) activity in vitro, root and leaf samples
(0.1 g) were ground to powder in liquid N> and extracted with 0.5 mL of a medium
containing 50 mM HEPES buffer (pH 7.5), 10 mM 2-mercaptoethanol, 2%
polyvinylpyrrolidone, 1 mM EDTA, 0.11 M NaCl, 1.2 mM CaClz, 2.3 mM K;HPO4,
and 5 mM MgClL. After centrifugation at 12,000 g and 4 °C for 20 min, GS activity was
determined by the Fe-y-glutamyl hydroxamate (GGH) biosynthesis method, according
to O'Neal and Joy (1974), with some modifications. The extract (24 uL) was incubated
at 30 °C with 51 pL of the reaction medium (100 mM Tris-HCI buffer pH 7.5, 25 mM
glutamate, 10 mM 2-mercaptoethanol, 82 mM MgSO4, 10 mM hydroxylamine, and 20
mM ATP) and, after 20 min, the reaction was interrupted by the addition of 75 pL of a
solution containing 0.12 M FeCls, 0.5 M HCI, and 0.25 M TCA. The absorbance was
then read at 540 nm and compared to a standard curve of GGH.

All the spectrophotometric analyses were performed in a Spectramax Plus 384

spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

SN incorporation into amino acids

The content of each amino acid and its N enrichment in roots, leaves, and
xylem sap were analyzed using the gas chromatography-mass spectrometer (GC-MS)
system Shimadzu QP2010 Plus (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan), equipped with a
DB-5 column (30 m, 0.32 mm, 0.25 pM film thickness; J&W Scientific, Folsom, CA,
USA). The MCW extracts were purified using a Dowex 50W H' column and then dried
with N> gas, as described by Oliveira and Sodek (2013). The xylem sap was dried with
N2 gas, treated with 50 uL of 0.1 M HCI and then dried again (Oliveira et al. 2013). The
dried xylem sap and MCW samples were derivatized with 30 uL of N-methyl-N (tert-
butyldimethylsilyl) trifluoroacetamide (Sigma, Saint Louis, USA) in 30 puL of pyridine
at 70 °C for 30 min. The amino acids were analyzed in the SIM mode, following the
conditions described by Chaves das Neves and Vasconcelos (1987).

The quantification of amino acids (in nmol) was performed by comparing the
peak areas in the samples with those of a standard amino acid solution. The relative

amount of each amino acid (RAA) was calculated using equation 1.
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Amount of individual amino acid x 100
RAA (molw) =

Total amount of aminoacids in the sample
(1)
The ®N enrichment in amino acids was calculated according to equation 2
(Silvester et al. 1996, Godber and Parsons 1998).

100 X (Re — Rc)
1 + (Re — Rc)

15N enrichment (%) =

()

In which Re = [(M + 1) / M] of samples from material exposed to '°N, and Rc is

equal to the same ratio for samples of control material (not exposed to !N but
containing significant amounts of naturally occurring isotopes — see Godber and Parsons
1998). The values (M + 1)/M represent the relative intensities of two forms of the same
fragment. The formula takes into account both the relative increase in signal of the
M+1 fragment due to N incorporation of the M fragment as well as the loss of signal
from the M+1 fragment (becoming M+2) upon >N incorporation. The total content of
ISN-amino acids derived from '>NO;™ or °’NH4" in each organ was calculated as the sum
of individual '"N-amino acids (obtained by multiplying the N enrichment in each

amino acid per its respective amount in nmol g'! FW).

Statistical analysis

The normality of data distribution (Shapiro Wilk test) and homogeneity of
variances (Levene test) were evaluated and, when necessary, data were log-transformed.
For each species, means of the biometrical and biochemical parameters were compared
between the LL and HL treatments, while means of '°N enrichment in amino acids were
compared between the LL and HL treatments with the same '* N source, using the
Student’s #-test (p < 0.05) and the Statistica v. 10.0 software (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA). Principal component analysis (PCA) was also carried out with the biochemical
parameters to evaluate the grouping of the three species in response to LL and HL

treatments, using the software R (Stats package, version 4.0.2).

Results
Biometric traits

The light intensity affected the leaf area and dry weight of seedlings of the three
species studied, with the highest values in the HL treatment (Table 1). In contrast, HL
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decreased the leaf area ratio of all species. Cecropia pachystachya was the most
responsive species to the increase in light intensity (around 3- and 6-fold increases in
leaf area and total dry weight, and 2.3-fold decrease in leaf area ratio). Guarea
kunthiana showed a higher RSR under HL, while the other species did not demonstrate
a significant difference in this parameter between light treatments.

Table 1 Leaf area (LA), total dry weight (TDW), root-to-shoot ratio (RSR), and leaf area ratio
(LAR) of Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and Guarea kunthiana (Gk)
seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL) intensity. Data are the mean +
SE (n = 8). Asterisks indicate significant difference between light treatments, for each species,
according to the Student’s #-test (P < 0.05).

Species Light LA (cm?) TDW (g) RSR(gg') LAR (cm’g?)
LL 100+7.9 0.22 +0.033 0.79 £ 0.09 538 £43.2%
G
HL 307 +£22.3* 1.35+0.10%* 0.73 £0.04 229 £7.56
LL 89.8 £6.34 0.55+0.03 0.87+0.12 165+ 11.4%
Ce
HL 165 +10.8* 1.29 £ 0.08* 0.66 +0.04 119+ 10.3
LL 65+3.79 0.61 £0.02 0.70 £0.03 107 £ 4.64*
Gk
HL 98 + 8.65* 1.38+0.071%* 1.07 £0.07* 69.9 £2.63

Root and leaf N metabolism

NR activity was higher in the HL treatment compared to the LL treatment in
both roots and leaves of C. pachystachya and G. kunthiana (Fig. 1A and B). In the roots
of C. estrellensis, NR activity also increased in the HL treatment (Fig. 1A), while in the
leaves no significant difference was detected (Fig. 1B).

GS activity was not altered by light intensity in the roots or leaves of C.
pachystachya seedlings (Fig. 1C and D). In the roots of C. estrellensis and G.
kunthiana, the activity of this enzyme was higher in the HL treatment compared to the
LL (Fig. 1C). In the leaves of C. estrellensis, GS activity was also higher in the HL than
the LL, while in the leaves of G. kunthiana no difference was verified between light
treatments (Fig. 1D).

The NOs™ content in C. pachystachya roots increased by around 2-fold in the HL
treatment, while it did not change in roots of the other species (Fig. S1). In the leaves of

C. pachystachya and G. kunthiana, NO3  content was higher in the LL treatment
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compared to the HL (about 2- and 2.5-fold, respectively) (Fig. S1). In C. estrellensis
leaves, NO3™ content slightly increased in the HL treatment (Fig. S1).

Light intensity also affected the free amino acid and protein contents in the roots
and leaves of all species, which were higher in the HL treatment (Fig. 2). The only
exception was the total amino acid levels of G. kunthiana roots, which were not altered

by light treatments (Fig. 2A).
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Figure 1 Activity of nitrate reductase (NR) in roots (A) and leaves (B), and activity of
glutamine synthetase (GS) in roots (C) and leaves (D) of Cecropia pachystachya (Cp),
Cariniana estrellensis (Ce), and Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower light
(LL) or higher light (HL) intensity. Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant

differences between light treatments, for each species, according to the Student's #-test (P <
0.05).

When evaluating the amino acid composition, there was a decrease in the
proportion of Asparagine (Asn) (from 20.6% to 9.0%) and Aspartate (Asp) (from 10.7%
to 2.72%) and an increase in the proportion of Glutamine (Gln) (from 2.7% to 13.0%) in
C. pachystachya roots induced by HL (Fig. S2). Similarly, in C. pachystachya leaves,
HL led to decreases in Asp (from 21.6% to 13.0%), Glutamate (Glu) (from 27.7% to
11.5%), and Serine (Ser) (from 14.2% to 10.0%), and an increase in Gln (from 0.9% to
14.5%) (Fig. S3). The Gln/Asn ratio increased under HL in roots (0.135 from to 1.98; p
=0.027) and leaves (0.122 from to 1.28; p <0.001).
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Lower proportions of Arginine (Arg) (from 7.3% to 2.9%), Asp (from 20.8% to
12.5%), and Glu (from 27.8% to 15.9%) and a higher proportion of Gln (from 13.3% to
38.8%) were observed in C. estrellensis roots with the increase in light intensity (Fig.
S2). In the leaves of the same species, the percentage of Alanine (Ala) decreased (from
17.0% to 10.7%), while Proline (Pro) increased (from 3.2% to 12.4%) under HL (Fig
S3). The GIn/Asn ratio increased under HL only in roots (24.1 from to 58.6; p = 0.008).
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Figure 2 Total content of free amino acids in roots (A) and leaves (B), and soluble proteins in
roots (C) and leaves (D) of Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and
Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL)
intensity. Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant differences between light
treatments, for each species, according to the Student's ¢-test (P < 0.05).

In the roots of G. kunthiana seedlings, no difference was verified in the
proportion of each amino acid, with a predominance of Asn (around 75%) regardless of
the light treatment (Fig. S2). In the leaves, the proportion of Asn decreased from 49.7%
(LL) to 26.5% (HL) accompanied by an increase in Gln (from 5.1% to 25.6%) (Fig. S3).
The GIn/Asn ratio increased under HL only in leaves (0.108 from to 1.12; p = 0.005).

N translocation in the xylem sap
In C. pachystachya seedlings, there was a great predominance of NO3™ over
amino acids in the xylem sap, which was further increased by HL (from 93.2% to

95.8%). No difference in total amino acid content was found between light treatments,
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but HL increased the translocation of Gln (from 0.25% to 27%), resulting in higher
Gln/Asn ratio (0.012 from to 0.913; p = 0.004), while Glu was decreased (from 41% to
11.6%) (Fig. 3).

In C. estrellensis, HL increased the translocation of Gln (from 7% to 13.6%) and
decreased Ala (from 12.6% to 6.7%) in the xylem sap (Fig. 3). The total amino acids
content in the xylem sap also increased in HL, with a proportionally lower translocation

of NOs™ in relation to the LL treatment.

HAla ¥ Asn HAsp WArg MGABA EGIn @ Glu "/Pro Ser B Thr @ Others

W Amino acids BNos

0% \\\\\\\\\Wmo%

LL

q *
i 02 AR 00 %
HL
n 100 %
Ce x
N 100 %
HL
Gk

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

Figure 3 Relative amounts (in mol%) of individual amino acids, together with the relative
molar concentration of total amino acids and NO;™ in the xylem sap of Cecropia pachystachya
(Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower
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light (LL) or higher light (HL) intensity. Data are means = SE (n = 4). Asterisks indicate
significant differences between light treatments, for each species, according to the Student's ¢-
test (P < 0.05). Only amino acids detected in an amount above 3% are shown: Ala, Arg, Asn,
Asp, GIn, Glu, GABA (y-aminobutyric acid), Pro, Ser, and Thr. The amino acids included in
“others” are Gly, Ile, Leu, Phe, Tyr, and Val.

HL increased the translocation of Gln (from 2.6% to 5.8%) and Pro (from 1.8%
to 5.44%) in the xylem sap of G. kunthiana seedlings, but the translocation of Glu
decreased from 11.9% to 6.2% (Fig. 3). Under HL, the Gln/Asn ratio increased in the
xylem sap (0.046 from to 0.112; p = 0.006). There was a predominance of amino acids

over NOs™ in the xylem sap, and the proportion of translocated NO3™ was higher in the

HL treatment (10.3%) in relation to LL (6.8 %).

N incorporation into amino acids

In the roots of C. pachystachya seedlings, all amino acids showed higher >N
enrichment in the presence of '’NO3 under HL compared to the LL treatment. Similarly,
ISNH4*-derived '°N enrichment was greater under HL in almost all amino acids, except
for Ala and y-aminobutyric acid (GABA) (Table 2). In the leaves, when comparing the
HL and LL treatments, a higher "NOs-derived '°N enrichment was verified only in
Asn, while incorporation of ’N from '"'NH4" increased in Ala, GABA, Gln, Glu, and
Ser, in relation to LL (Table 2). The total content of amino acids with '°N in both organs
was greater in the HL treatment (Fig. 4A). The content of amino acids in the roots with
5N derived from 'NO;™ and '"NH4" increased under HL around 12.5 and 4.5-fold,
respectively. In the leaves, the amount of '"N-amino acids derived from '"NOs;™ and
ISNH4" was about 4 and 3-fold greater in the HL treatment (Fig. 4A).

In the roots of C. estrellensis, HL induced increases in '*N incorporation from
5NO;"in Ala and from '>NH4" in Ala, Asp, GABA, and Glu (Table 3). In the leaves, HL
increased the '"NOj -derived '°N enrichment in Asn, GABA, and Ser, but decreased the
Gln. Similarly, the ""NH4"-derived '°N enrichment increased in Asn and GABA and
decreased in Gln under HL (Table 3). In the roots of C. estrellensis, the total amount of
5N-amino acids derived from '>NOj;" was not altered by light intensity, whereas in the
presence of ’NH4" the amount of "N-amino acids increased by about 60% under HL
(Fig. 4B). In the leaves, HL led to a 3-fold increase in the content of '"N-amino acids

from >NO3", while no difference was detected when '>NH4" was provided (Fig. 4B).
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In G. kunthiana roots, HL caused an increase in N enrichment from '"NO; in
Ala and Asn, whilst it decreased the !N enrichment from 'NH4" in GABA (Table 4).
In the leaves, all amino acids presented increased '"NOs™-derived °N enrichment under
HL. The enrichment from ""NH4" was not affected by light treatments (Table 4). In
roots and leaves of G. kunthiana, there was a large increase in the total amount of °N-
amino acids derived from '"NO;" under HL (11.2 and 17.0-fold increases, respectively)
(Fig. 4C). The total content of ’N-amino acids in the presence of '’NH4" did not differ
between the light intensities (Fig. 4C).
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Table 2 '°N enrichment (%) in amino acids in roots and leaves of Cecropia pachystachya seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL)
intensity in the presence of '*N-labeled NO5™ or NH4" (20% '°N). Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant difference between light
treatments, according to the Student’s #-test (P < 0.05). nd = not determined.

Organ '"Nsource Light "N-Ala (%) 'N-Asn (%) !N-Asp (%) "N-GABA (%) "N-GIn (%) "“N-Glu (%) "N-Ser (%)
LL 0.71 £0.151 1.47+0.389 1.26+0.307 1.59 £0.193 2.67+0.322 135+0.369 0.44+0.051
NO;5
HL 932+ 1.125% 6.44+0.650* 6.88+0.564* 9.78 + 0.699* 12.0+ 1.10* 8.61 £0.555* 3.90+ 0.535%*
Root
LL 154 +£1.06 15.5+1.37 17.9 +0.839 20.6 +£1.02 19.23 £2.60 7.0+3.20 3.52+0.063
NH,*
HL 15.7+0.660 20.0+0.654* 13.9+0.554* 18.1£0.762 33.6+£1.06% 15.1+0.712* 6.44 +£0.189*
LL 8.30+1.19 1.95+0.370 nd 8.39+£1.28 nd 8.30+1.01 7.29+0.951
NOs
HL 9.56+0.769 6.37+1.12* 9.39+0.490 10.0 £ 0.555 16,6 £1.69 9.90+0.651 621 £1.25
Leaf
LL 395+1.06 20.8 £3.58 7.19+1.07 5.09 £1.05 776 +1.72 3.53+1.07 3.31 +£0.952
NH,*
HL 10.0+0.758* 16.5+1.60 9.45+0.510 9.98 + 0.608* 17.7+1.62*% 10.1 £0.568* 7.25+ 0.885%*
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Table 3 SN enrichment (%) in amino acids in roots and leaves of Cariniana estrellensis seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL) intensity in
the presence of "N-labeled NO;™ or NH4" (20% 'N). Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant difference between light treatments, according to the
Student’s ¢-test (p < 0.05). nd = not determined.

Organ '"Nsource Light '"N-Ala (%) "N-Asp (%) "“N-GABA (%) !N-GIn (%) "N-Glu(%) !N-Pro (%) "N-Ser (%)
LL 0.04 £ 0.036 nd 0.31 £0.025 0.39+0.112 0.24+0.143 0.11+0.09 0.17+0.015
NO;5
HL 038+0.082* 0.96+0.073 0.042+0.207 046=+0.116 0.48+0.211 0.04 = 0.003 0.16 £0.049
Root
LL 11.8+0.522  11.8+0.443 13.6 +£0.271 253 +3.22 14.7 £ 0.647 3.09+0.25 2.62+0.172
NH,*
HL 14.7+£0.600* 19.0+0.710%* 19.3 £0.749* 19.0+1.50 18.5+1.19* 420+0.40 4.69 £0.322%
LL 1.24 £0.080 1.081+0.150 3.25+0.642 37.4+1.50*% 0.911+0.087 1.98 +£1.00 0.974 £ 0.041
NO;5
HL 2.09+£0448 2.12+0.368 6.31 £0.531* 10.3+0.566 2.35+0.388* 0.07 £0.04 2.07 £0.260%*
Leaf
LL 0.133+0.101 nd 1.39 £0.136 36.9+1.18% 0.289 £0.049 0.85+0.26 0.214 £ 0.069
NH,*
HL 1.29+0414 1.25+0.425 2.38+£0.145* 30.0+0.486 1.32+0.439 0.09 £0.05 0.675+0.297
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Table 4 '°N enrichment (%) in amino acids in roots and leaves of Guarea kunthiana seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL) intensity in the
presence of "N-labeled NOs™ or NH4" (20% '°N). Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant difference between light treatments, according to the
Student’s ¢-test (p < 0.05). nd = not determined.

Organ "Nsource Light !N-Ala(%) 'SN-Asn (%) "N-Asp (%) "N-GABA (%) N-GIn (%) 'N-Glu (%) !>N-Ser (%)
LL 0349+0.044 0.160=0.047 0.611+0.297 nd nd nd 0.324 £0.022
NOs”
HL 3.53+0.439*% 0.658+0.087* 1.94+0.427 1.64 +0.405 4.07 +£1.00 1.94 £0.283 0.609+0.119
Root
LL 15.2+1.52 6.18 £ 0.375 11.7 £0.571 20.5 £0.867* 20.8 £2.65 18.5+0.666 3.69+0.824
NH,*
HL 15.1 £1.60 4.76 +£0.99 10.6 £+ 1.44 15.8+£0.829 21.9+1.49 16.3+1.59 3.83 +£0.443
LL 0.933+0.094 0.083+0.050 nd 0.678 £0.163 1.14 £0.072 0.573+0.038 0.403+0.122
NOs”
HL 450+0.529* 2.04+0.278* nd 3.68+0.718* 743+1.19* 456+0.735% 3.26+0.511*
Leaf
LL 2.11 £0.540 3.25+0.702 nd 1.66 £ 0.553 1.48+0.404 1.66+0.108 1.30+0.285
NH,*
HL 0.945+0.178 2.83+1.17 nd 0917+0.222 1.74+£0.760 1.54+0.219 1.03+0.315
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Figure 4 Total content of '"N-enriched amino acids in roots and leaves of seedlings of Cecropia
pachystachya (A), Cariniana estrellensis (B), and Guarea kunthiana (C) seedlings cultivated
under lower light (LL) or higher light (HL) intensity in the presence of '"N-labeled NO;™ or
NH:" (20% '"N). Data are means = SE (n = 4). Asterisks indicate significant differences
between light treatments, for each species, according to the Student's ¢-test (P < 0.05).

Principal component analysis of biochemical data

The PCA explained 90% of the data variance in the first two components (PC1 =
57.0% and PC2 = 33.0%) (Fig. 5). Regardless of the light treatments, there was a clear
separation between C. pachystachya and G. kunthiana in PC1, while C. estrellensis was
located in an intermediate position. When evaluating each species, the distance between

LL and HL treatments was higher for G. kunthiana (in both components), followed by



49

C. pachystachya (mainly in PC2). Cariniana estrellensis showed the smallest separation
between light intensities.

Guarea kunthiana seedlings grown under the two light intensities were
positively related in the positive part of PC1 to leaf amino acid content, root NOs3
content, root '"NH4"-derived 'N-amino acid content, GS activity in roots and leaves,
and protein content in roots and leaves. In the LL treatment, G. kunthiana showed a
strong negative correlation with leaf NR activity and NO3™ content in the xylem sap.
Under HL, this species had a positive correlation with ’NOs™-derived '*N-amino acid

content in leaves and roots and with the variables located in the positive portion of PCI.
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Figure 5 Principal component analysis based on biochemical data obtained from seedlings
Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and Guarea kunthiana (Gk) seedlings
cultivated under lower light (LL) or higher light (HL) intensity. The biochemical variables used
in the analysis were the activity of nitrate reductase (NR) and glutamine synthetase (GS), NOs
content, total content of free amino acids (aa), soluble proteins (Prot) and '"N-amino acids
derived from *NO;™ ('*N-aa_'NO5’) or "'NH4" ("’N-aa_'>NH4") in roots (R) and leaves (L); and
percentage of NOs™ and amino acids (aa) in the xylem sap (XS).

Compared to the LL treatment, C. pachystachya seedlings under HL were more
positively related to NO3™ content in the xylem sap and NR activity in roots and leaves,
and the amount of '’N-amino acids from ""NH4" and '"NOs" in leaves and to a lesser
extent from '>NOs™in roots (in the positive part of PC2).

In the case of C. estrellensis seedlings, the LL treatment was positively related
mainly to NO;3™ content in the leaves in the negative part of PC2. Compared to the HL
treatment, LL had a stronger negative correlation with the amount of '>N-amino acids

from "NOj3"in leaves and roots.
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Discussion

Our data showed a sharp difference in N use and response to light between the
species that occupy the most contrasting ecological niches: C. pachystachya, a shade-
intolerant species, and G. kunthiana, a shade-tolerant understory species. On the other
hand, the shade-tolerant canopy species (C. estrellensis) demonstrated intermediate
responses of its N use strategies to light intensity. More importantly, our study is the
first to show the plasticity of plants in the assimilation of NOs” or NH4" in contrasting
light levels and how this plasticity is species-dependent.

The three species presented common responses to the HL treatment, such as
increased growth and a decreased leaf area ratio, which have frequently been observed
in plants exposed to increased light availability compared to plants growing in
extremely shaded environments (Freschet et al. 2015, Sevillano et al. 2016).
Furthermore, N assimilation was promoted by HL, as indicated by the increases in NR
and GS activities, together with the increases in amino acid and protein content in roots
and leaves observed in most cases. It is well known that N metabolism is positively
influenced by light, as it activates photosynthesis and N assimilation enzymes, in
addition to inducing NOs™ flow into cells and providing reductants and ATP for N
metabolism (Lillo 2008).

The light-induced increased availability of C skeletons may also favor N storage
and translocation as Gln, whereas under lower light or in the dark Asn is used as a more
efficient N storage and translocation compound (Oliveira et al. 2001, Kambhampati et
al. 2017). Herein, we observed that although HL increased the Gln/Asn ratio in the
xylem sap of C. pachystachya and G. kunthiana, there were remarkable differences
among them when evaluating roots and leaves. While C. pachystachya showed the
classical response to light of an increased Gln/Asn ratio in roots and leaves, in G.
kunthiana seedlings the same occurred only in the leaves, and Asn remained unchanged
as the predominant amino acid in the roots regardless of the light condition, which
might be a C-saving strategy in the roots of this understory species (Oliveira et al.
2001). In the case of C. estrellensis seedlings, the levels of Asn in their tissues were
always very low. The increase in Gln in the roots under HL occurred at the expense of
Asp and Glu decay but this alteration did not occur in the leaves.

In both light intensities, C. pachystachya seedlings had a large predominance of
NOs™ in relation to amino acids in the xylem sap, in addition to high NR activity,

especially in the leaves. This strategy corroborates the results found by Oliveira et al.
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(2017) and Debiasi et al. (2019) for shade-intolerant species, characterized by the
preferential use of NOs™ in the leaves. However, in the HL treatment, C. pachystachya
roots and leaves increased the assimilation of both '>NOs™ and '"’NH4" into amino acids.
Coherently NR activity was strongly enhanced by HL, as well as which this light
condition decreased content of NO3™ in the leaves. Being shade-intolerant, the sharpest
HL induction of metabolism and growth of C. pachystachya compared to the other
species was expected. Cecropia pachystachya also shows a relatively high tolerance to
NH4" when compared to other shade-intolerant species (Oliveira et al. 2017). Indeed, it
has a wide geographic distribution in the neotropics and inhabits diverse well-
illuminated habitats, including waterlogged, hypoxic soils, in which the main available
N source is NH4" (dos Santos et al. 2020). Our results further reinforced the plasticity of
C. pachystachya in the use of NO3 and NH4".

In contrast, seedlings of the understory, shade-tolerant species (G. kunthiana)
showed low NR activity in the leaves, a predominance of amino acids over NOs3™ in the
xylem sap, high GS activity, and high amounts of °N-amino acids derived from "NH4"
in the roots under both light intensities, which indicates the preference for the use of
NH4" in the roots. This was particularly evident in the LL treatment, where "NOj3"
assimilation was negligible. Thus, the strong preference for NHs" under limited light
availability might be an adaptative response to the deeply shaded forest understory,
avoiding the energetically more expensive assimilation of NO3". However, this species
showed plasticity in the use of N and, specifically, increased use of NO3 under HL, as
indicated by the light-induced increment of >N in most root and leaf amino acids in the
presence of '"NOs’, but not of "'NH4". Moreover, HL increased NR activity and the
amount of '"NOs™-derived '"N-amino acids in both organs, as well as increasing the
translocation of NOj;™ by the xylem sap and decreasing its accumulation in the leaves,
which further reinforces the promotion of NO3™ assimilation by HL. Although there was
still a predominance of the '’N-amino acids derived from '"NH4" in the roots, the
amount of 'NOs™-derived '"N-amino acids surpassed that for '>’NH4" in HL leaves,
indicating major relevance of foliar NO3™ assimilation in this condition. It remains to be
evaluated whether the HL-induced NOs™-assimilation by G. kunthiana leaves constitutes
a photoprotective mechanism of photochemical quenching through the consumption of
photosynthesis-generated reductants and ATP, as observed in cotton leaves (Guilherme
et al. 2019). This strategy could help this species to deal with the seasonal changes in

luminosity of the understory in semi(deciduous) forests. Seedlings of G. kunthiana also
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showed a higher RSR under HL, which can be considered a regulation of biomass
allocation by light to maximize growth in this condition (Sugiura and Tateno 2011),
further reinforcing the plasticity of this species, which could contribute to its fitness.

Cariniana estrellensis demonstrated intermediate strategies of N use compared
to the other species, as indicated by its values of foliar NR activity, GS activity, and
NOs™ content in the xylem sap. Moreover, data of "N enrichment in amino acids
indicate that, in this species, the assimilation of N from NO3™ occurred especially in the
leaves, while that of NH4" predominated in the roots, regardless of the light condition,
ratifying the results found by Oliveira et al. (2017) and Debiasi et al. (2019). Cariniana
estrellensis seedlings also showed intermediate N use responses to light intensity when
compared to C. pachystachya and G. kunthiana. The HL treatment increased the
assimilation of ’NOs™ in the leaves and that of '"NH4" in the roots. In the leaves, the Ala
content decreased, while the Pro content increased under HL. However, in HL leaves,
there was no increase in '°N enrichment in Pro and the '"NOs™-derived '°N enrichment
of Gln decreased, indicating that there was N remobilization in this light condition. Pro
content also increased in C. pachystachya leaves and G. kunthiana xylem sap under HL
and may play an important role in N storage and remobilization (Dellero et al. 2020), as
well as in antioxidant defense under HL (Szabados and Savouré 2010). In addition, the
accumulated Pro can be transported to the mitochondria to be used as a reducing power
to maintain the high growth rates under HL (Szabados and Savouré 2010).

Overall, the hypothesis that the increase in light intensity induces the use of
NOs" to the detriment of the use of NH4" by seedlings of neotropical tree species from
different functional groups was partially accepted. Seedlings of C. pachystachya
presented an increase in the use of both N sources with the increase in light intensity,
indicating overall hampering of N metabolism of this shade-intolerant species under LL.
Guarea kunthiana was extremely plastic, and the assimilation of NOj3™ in the roots and
leaves increased substantially in the HL treatment, while it was almost completely
avoided under LL. Seedlings of C. estrellensis assimilated very little NO3™ in the roots
and increased the assimilation of NH4" in this organ with light increases. In this species,
the assimilation of NOj3™ increased in the leaves to the detriment of the use of NH4"
under HL. In summary, the shade-intolerant species (C. pachystachya) showed an
overall increase in N metabolism, while one of the shade-tolerant species (G. kunthiana)
presented extreme plasticity in the use of N to changes in light intensity, which was

much less intense in C. estrellensis.
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These findings may help to elucidate the species distribution in neotropical
forests, which can be extrapolated to other species of the same functional group in
different tropical forests and possibly even other forest ecosystems. Plasticity in the N
use, according to the light availability, could be determinant for the maintenance of an
individual in a forest, where light varies both spatially and temporally, especially in the
understory. The N source preferably used under certain conditions may provide a
competitive advantage in such a variable environment that is subjected to disturbances
(such as the opening of clearings) and consequently to substantial and sudden increases

in light intensity.
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Figure S1 NO; contents in roots (A) and leaves (B) of Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana
estrellensis (Ce), and Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower light (LL) or
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Figure S2 Relative amounts [in mol%] of individual amino acids and total amino acid content
[in pmol g-1] in the roots of Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and
Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL)
intensity. Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant differences between light
treatments, for each species, according to the Student’s f-test (p < 0.05). Only amino acids
detected in an amount above 3% are shown: Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, GABA (y-
aminobutyric acid), Ser, and Thr. The amino acids included in “Others” are Gly, Ile, Leu, Phe,
Pro, Tyr, and Val.
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Fig. S3 Relative amounts [in mol%] of individual amino acids and total amino acid content [in
pmol g-1] in the leaves of Cecropia pachystachya (Cp), Cariniana estrellensis (Ce), and
Guarea kunthiana (Gk) seedlings cultivated under lower light (LL) or higher light (HL)
intensity. Data are means + SE (n = 4). Asterisks indicate significant differences between light
treatments, for each species, according to the Student’s #-test (p < 0.05). Only amino acids
detected in an amount above 3% are shown: Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, GABA (y-
aminobutyric acid), Pro, Ser, and Thr. The amino acids included in “Others” are Gly, Ile, Leu,
Phe, Tyr, and Val.
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Resumo

A assimilag¢@o do N depende de energia e esqueletos de carbono gerados na fotossintese. O
consumo energético pelas plantas ¢ mais elevado quando o nitrato (NO3") ¢ utilizado, em
comparagio ao uso direto de amonio (NH4"). Neste estudo, foi testada a hipotese de que o
cultivo com NOs3™ ¢ desfavoravel ao desenvolvimento de mudas arboreas neotropicais sob
baixa luminosidade, mas, conforme a intensidade luminosa aumenta, o cultivo com esse
dnion se torna favordvel em relagdo ao NHs". Mudas de Cecropia pachystachya
(intolerante a sombra), Guarea kunthiana (tolerante a sombra, de sub-bosque) e Cariniana
estrellensis (tolerante a sombra, que atinge o dossel) foram cultivadas em meio
hidropdénico com NOs™ ou NH4" como fonte Unica de N e submetidas a diferentes
intensidades luminosas: 3,5 (BL), 26,5 (ML) ou 100% (AL) da luminosidade ambiente,
por 60 dias. Foram avaliados pardmetros de crescimento, fotossintéticos e bioquimicos. As
trés espécies apresentaram decréscimo do crescimento no cultivo com NHy*, em relagdo
ao NOs, sob ML e AL, mas ndo sob BL. Essa diminui¢do foi de 64% (ML) e 54% (AL)
em C. pachystachya, de 22% (ML) e 36% (AL) em G. kunthiana e de 32% (ML) e 20%
(AL) em C. estrellensis. A assimilagdo aumentada de N em aminoéacidos no tratamento
com NHy4" provavelmente foi um dreno energético que levou a redugdo do crescimento nas
trés espécies sob ML e AL. O menor crescimento foi associado a diminui¢do da area foliar
e a limitacdo estomatica da fotossintese em C. pachystachya, € a menor area foliar, a
limitacdo em parametros fotossintéticos e ao estresse oxidativo em G. kunthiana. As trés
espécies tiveram a absor¢do de cations afetada negativamente pelo NH4", principalmente
de calcio e manganés, além de potassio em C. pachystachya ¢ G. kunthiana. Cariniana
estrellensis teve a concentracdo de nutrientes menos afetada pelo NH4" e foi a espécie que
demonstrou maior tolerdncia ao NH4" sob maiores luminosidades. Dentre as mudas
cultivadas com NHy", C. estrellensis foi a inica que aumentou o crescimento sob ML (+
130%) e AL (+ 158%), em comparagao com BL e nao apresentou redugdo da area foliar,
acimulo de NH4" nas folhas e limitagdes da fotossintese sob ML e AL. Nio € possivel
afirmar que o cultivo com NOj;™ foi desfavoravel ao desenvolvimento das mudas sob baixa
luminosidade, sendo que a luz limitou o crescimento de maneira similar em ambos os
tratamentos de N. Com o aumento da intensidade luminosa, o cultivo com NOj3 foi
amplamente favoravel ao desenvolvimento das mudas, em compara¢do ao cultivo com
NH4".

Palavras-chave: amonio, arvore, assimilacao, fotossintese, luz, metabolismo, nitrato,
nitrogénio.
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1. Introducao

O nitrogénio (N) ¢ um nutriente mineral absorvido pelas raizes que compde
diversas moléculas organicas nas plantas, como proteinas, clorofilas e acidos nucleicos
(Ali, 2020). As formas inorganicas do nitrogénio sdo encontradas no solo principalmente
como nitrato (NO3") e amonio (NH4") (Baslam et al., 2021). A fonte de N afeta processos
metabolicos e fisiologicos nos vegetais, sendo que entre as espécies de plantas a tolerancia
ou preferéncia a uma determinada fonte de N esta vinculada ao ambiente ao qual ¢
adaptada (Araus et al., 2020; Ortigosa et al., 2020).

A absorcdo e assimilagdo do N sdo dispendiosas. O consumo energético ¢ mais
elevado quando o NOj3 ¢ utilizado, em comparacdo ao uso direto de NH4", uma vez que
este cation nao precisa ser reduzido para ser assimilado (Rubio-Asensio ¢ Bloom, 2017).
Enquanto o NO3™ pode ser armazenado em altas concentracdes nos vacuolos até ser
utilizado (Liu et al., 2014), a maioria das espécies vegetais mostram sintomas de estresse
(redugdo de crescimento) em concentragcdes de moderada ou alta de NH4" (Britto e
Kronzucker, 2002; Esteban et al., 2016). Dentre as principais causas descritas para a
reducao do crescimento, estdo a reducao da fotossintese, a inibicdo da absor¢ao de cations
essenciais, como potassio, magnésio e calcio, € a energia envolvida com mecanismos de
detoxificagdo, como o bombeamento de NH4" para o meio externo e a rapida assimilagdo
desse cation em aminoacidos nas raizes (Jian et al., 2018; de la Pena et al., 2019; Carr et
al., 2020; Feng et al., 2020).

A assimilacdo do N depende de energia e esqueletos de carbono (C) gerados na
fotossintese (Ali, 2020). A redugdo do NOs™ até o NH4" ocorre principalmente durante o
dia, devido ao uso de redutores gerados na fotossintese (Baslam et al., 2021). Os
fotoassimilados gerados na fotossintese sdo usados na glicolise e posteriormente no ciclo
dos acidos tricarboxilicos e rotas anaplerdticas associadas, gerando os esqueletos de C
necessarios a assimilagdo do N (Vega-Mas et al., 2019). Mesmo que o NH4" ndo precise
ser reduzido para ser assimilado, ha um gasto excessivo de energia na presenca de alta
concentragdo desse cation, especialmente nas raizes, para que haja sua rapida assimilagdo
em aminodcidos, evitando sua translocagdo para a parte aérea (Vega-Mas et al., 2019;
Hachiya et al., 2021).

A luz ¢ a fonte de energia para a absor¢do e assimilacdo do N. Sob luminosidades
baixas, o crescimento vegetal ¢ negativamente afetado, devido a insuficiéncia de energia,
o que limita a taxa fotossintética e, consequentemente, o metabolismo do C e do N

(Pascual et al.,, 2017). Por outro lado, o excesso de luz sobrecarrega os complexos
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coletores de luz e pode gerar espécies reativas de oxigénio e levar a fotoinibi¢ao (Sharma
et al.,, 2019). Espécies pioneiras, intolerantes a sombra e de rapido crescimento, sdo
caracterizadas por terem alta demanda por luz e apresentarem elevadas taxas
fotossintéticas, de respiracdo e de absor¢do de nutrientes, além de alto potencial de
producdo de fotoassimilados e alta concentragdo de N em seus tecidos (Prado-Junior et al.,
2016). Ja espécies tolerantes a sombra sdo adaptadas a ambientes com menos luz e
apresentam menores taxas fotossintéticas, respiratorias e de crescimento (Prado-Junior et
al., 2016).

Para uma andlise abrangente dos efeitos da luminosidade em plantas cultivadas
com NOs™ ou NH4", € crucial a escolha de espécies vegetais com diferentes demandas por
luz. Cecropia pachystachya ¢ uma tipica espécie intolerante a sombra, com elevadas taxas
de crescimento e fotossintese (Oliveira et al, 2017; Debiasi et al., 2021). Cariniana
estrellensis € Guarea kunthiana sido intolerantes a sombra, mas C. estrellensis ¢ uma
espécie que atinge o dossel e apresenta maior demanda de luz do que G. kunthiana, uma
espécie tipica de sub-bosque (Oliveira et al, 2017; Debiasi et al., 2021). As trés espécies
demonstraram tolerAncia moderada ao NH4" em experimento realizado com areia como
substrato (Oliveira et al., 2017). Quando cultivadas com nitrato de aménio (NH4NO3), o
aumento de luminosidade induz a assimilagdo de ambas as fontes de N (NH4" € NO3") nas
raizes e folhas de C. pachystachya, de NO3™ nas raizes e folhas de G. kunthiana e de NH4"
nas raizes e NO3™ nas folhas de C. estrellensis (Debiasi et al., 2021).

Como nao ha estudos que avaliam os efeitos da variagdo de luminosidade em
mudas de espécies arboreas neotropicais cultivadas com uma Unica fonte de N (NO3™ ou
NH4"), ¢ dificil prever as respostas das plantas. Deve-se considerar que o NO3™ tem um
alto gasto energético para ser assimilado, mas também que a sindrome do NH4" envolve
sua rapida assimilagdo em moléculas organicas, altamente dispendiosa. Neste estudo,
objetivou-se verificar os efeitos das diferentes fontes de N (NO3s e NH4") sobre o
crescimento, fotossintese e metabolismo de mudas de espécies arbdreas neotropicais de
grupos funcionais distintos, sob diferentes intensidades luminosas. Foi levantada a
hipotese de que o cultivo com NO;3™ ¢ desfavoravel ao desenvolvimento de mudas sob
baixa luminosidade, mas, conforme a intensidade luminosa aumenta, o cultivo com esse

anion se torna favoravel em rela¢do ao NH4".

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e condigoes de crescimento
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Foram utilizadas espécies arbdreas empregadas em programas de reflorestamento
desenvolvidos pelo viveiro de mudas do Laboratério de Biodiversidade e Restauragdo de
Ecossistemas (LABRE), da Universidade Estadual de Londrina (UEL). As espécies com
diferentes caracteristicas ecologicas selecionadas para o estudo foram Cecropia
pachystachya Trécul (Urticaceae), espécie pioneira e intolerante a sombra, Cariniana
estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae), espécie que atinge o dossel, tolerante a
sombra e Guarea kunthiana A. Juss. (Meliaceae), espécie tipica de sub-bosque, com alto
grau de tolerancia a sombra.

Em casa de vegetacdo, as sementes das espécies arboreas foram germinadas em
caixas com areia esterilizada. Apds a expansdao completa do primeiro edfilo, as mudas
foram transferidas para a hidroponia, onde foram submetidas aos tratamentos. Cada muda
foi cultivada em recipiente de 550 mL de solucao nutritiva que foi acrada continuamente e
renovada semanalmente. O pH foi mantido préximo a 5,5. Ao todo, foram cultivados 54
individuos de cada espécie, divididos igualmente em dois tratamentos de fontes de
nitrogénio (NOs™ ou NH4"). Os recipientes correspondentes a cada tratamento foram
preenchidos com solu¢do nutritiva composta por 0,5 mM KH;PO4, 1 mM K>SO4, 1 mM
MgSO4, 1 mM CaCl,, 50 uM FeSO4+—EDTA, 46,3 uM H3BO3, 9 uM MnCl,, 0,75 uM
ZnCl, 0,3 uM NaxMoOs4, 0,35 pM CuClz e 2 mM KNO3 ou I mM (NH4)>SO4 como fonte
de N ([N] total = 2 mM), com suplementagdo de KCl 2 mM no tratamento de NH4". As
mudas de cada tratamento de N foram cultivadas sob diferentes niveis de luz ao longo do
experimento: baixa luminosidade (BL: 20-60 umol m™ s™! de radiagio fotossinteticamente
ativa (PAR)), média luminosidade (ML: 200-450 umol m? s') e alta luminosidade (AL:
1000-1700 pmol m? s), resultando em 9 individuos por tratamento com variacdes de
luminosidade. Os tratamentos de N foram casualizados dentro de cada nivel de luz. A
intensidade de luz desejada foi atingida com o uso de telas do tipo sombrite. Apds 60 dias,
foram realizadas analises fotossintéticas, medi¢do dos parametros biométricos e coletadas

amostras de raizes e folhas para analise dos parametros bioquimicos.

2.2. Analises de crescimento

Para avaliar o crescimento das mudas, foi medida a area foliar total da planta (AF)
usando o medidor de area foliar LI-3000 (LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA). As massas secas
da raiz, da parte aérea e total (raiz + parte aérea) foram medidas ao término do
experimento. Para isso, as partes vegetativas foram secas a 60 °C por 72 h e, depois,

pesadas. Foi calculada a razdo de massa seca da raiz/parte aérea (R/PA).
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2.3. Analises fotossintéticas
2.3.1. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Ao final do experimento, foram avaliados pardmetros fotossintéticos das mudas.
As andlises foram feitas na folha intacta mais nova completamente expandida, utilizando-
se um analisador portatil de gases por infravermelho, modelo LICOR 6400 XT (LiCor
Inc., Lincoln, NE, EUA), conectado a uma cAmara de medi¢io de 6 cm? com fonte de luz
artificial (a 1500 umol m s™!) suficiente para saturar a fotossintese das trés espécies. As
analises foram realizadas entre 8 ¢ 10 h (M: inicio da manhd) e entre 12 ¢ 14 h (MD:
meio-dia). Nos dois periodos, foram medidas a assimilagdo liquida de CO2 (Amax), a
condutancia estomatica (gs) e a concentragao intercelular de CO; (C)).

A fluorescéncia da clorofila a foi medida com um fluordmetro OSlp
(OptiSciences), permitindo verificar a atividade potencial do fotossistema II (Fy/Fo), em
folhas intactas (Lichtenthaler et al., 2005). Durante 10 minutos, as folhas foram mantidas
no escuro com clipes foliares para a andlise da fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, a
fluorescéncia maxima (Fm) foi analisada apds pulso de irradiancia saturante e a
fluorescéncia variavel (Fyv) foi calculada utilizando a seguinte férmula: Fy = Fy, - Fo. A
razdo Fy/Fo foi medida antes do amanhecer (M) e as 12 h (MD) para verificar a ocorréncia

de fotoinibi¢do cronica e dindmica, respectivamente.

2.3.2. Curvas de resposta da fotossintese a concentragdo de CO:

As curvas A-C; foram feitas com o analisador portatil de gases por infravermelho
LICOR 6400 XT com a PAR da cAmara foliar definida para 1500 umol m2 s!' e CO» de
referéncia inicial para 400 pmol mol™. Apés o inicio, a concentragdo de CO, da cAmara
foi alterada, sequencialmente, para 250, 150, 50, 400, 600, 1000, 1300, 1600, 1900 e 2200
pumol mol™!. A eficiéncia de carboxilagiio () e a taxa fotossintética liquida saturada por
CO2 (Amax,co2) foram determinadas a partir dos ajustes das porgdes inicial linear e final
saturada das curvas A-Cj, respectivamente. O modelo de Excel descrito por Sharkey et al.
(2007) foi usado para estimar a taxa de carboxilacdo méaxima pela ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenasse (rubisco) (Vemax), taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J),
taxa de uso de trioses-fosfato (7PU), taxa de respiracdo diurna (Rd) e a condutancia do
mesofilo (gm). A limitacdo estomdtica da fotossintese (Ls) foi calculada de acordo com a

equagdo 1 (Stangl et al., 2021):
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(1)
Em que Aca € a assimilagdo de CO» considerando-se a C; igual a concentragdo de
CO> do ambiente, ou seja, sem limitagao a difusdo, e Aci € a assimilagdo de CO> que

realmente ocorre sob a concentracdo de COz do ambiente.

2.3.3. Curvas de resposta da taxa de transporte de elétrons do fotossistema Il a luz

Curvas rapidas de luz, da taxa de transporte de elétrons do fotossistema II (ETR)
pela PAR, foram feitas com o fluorometro, entre 8 € 10 h. Ap6s 30 min de aclimatagdo das
folhas ao escuro, a PAR foi aumentada gradativamente (0, 25, 50, 75, 200, 300, 400, 500,
700 e 1000 umol m2 s7!). O rendimento quéntico efetivo do PSII, expresso por AF/Fm’,
foi determinado apds 30 s em cada PAR, ¢ a ETR foi calculada de acordo com a equagao 2
(Baker, 2008):

_ 05x084xAF

ETR ,
F,' x PAR

)

A produtividade quantica aparente do fotossistema II (a), a taxa maxima de

transporte de elétrons do PSII (ETRuax) € 0o ponto de saturagdo luminoso da E7R (PSLEtRr)

foram determinados usando o ajuste da curva rapida de luz a uma fungdo exponencial

simples no programa Sigma Plot 10.0 (SPSS Inc., San Rafael, CA, USA) (Rascher et al.,

2000). O quenching ndo fotoquimico (NPQ) foi calculado em 500 umol m 2 s™!, de acordo
com a equagao 3 (Baker 2008):

NPO — Fm .
Q= Fm'

3)
2.4. Analises bioquimicas
2.4.1. Coleta
Por¢des finas das ramificagdes da raiz primaria e as Ultimas folhas desenvolvidas,
completamente expandidas, foram coletadas para andlises de metabolitos. As porcdes de

raizes e folhas foram coletadas em N liquido e armazenadas a -80 °C.



66

2.4.2. Determinagdo dos niveis de amonio, aminodcidos, agicares redutores e clorofila

Para extracdo dos metabolitos, as amostras foram pulverizadas em N> liquido.
Compostos de baixo peso molecular (NH4", aminoacidos livres e aglicares soltveis) foram
extraidos com MCW (metanol/cloroformio/agua, 12/5/3, v/v/v), de acordo com Oliveira e
Sodek (2013).

O teor de NH4" foi determinado pelo método fenol-hipoclorito (McCullough,
1967), com modificacdes. Para isso, a amostra foi misturada com o reagente 1 (fenol 1 %
e nitroprussiato de sodio 0,2 mM) e, subsequentemente, com o reagente 2 (NaOH 125
mM, Na;HPOs 150 mM e NaClO 0,12 %). Apds reagir por 35 minutos a 37 °C, a
absorbancia foi lida a 625 nm. A concentragao de aminoacidos livres foi quantificada pelo
ensaio com ninhidrina (Yemm e Cocking, 1955). Para isso, a amostra, tampao citrato 0,2
mM (pH 5), ninhidrina (5 % em metilcelusolve) e KCN (10 mM em metilcelusolve) foram
misturados e mantidos a 100 °C por 20 minutos. Depois, a mistura foi diluida em etanol
60% e a absorbancia foi lida a 570 nm. Em ambas as dosagens, as leituras das
absorbancias foram feitas em leitor de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular
Devices, Sunnyvale, EUA).

O teor de agucares redutores totais (ART) foi determinado pelo método de
Somogyi-Nelson (Maldonade et al., 2013), com modifica¢des. Para isso, a amostra foi
hidrolisada utilizando HCI 2N e aquecida em banho maria a 100 °C por 10 minutos.
Subsequentemente, a amostra foi resfriada em banho de gelo e acrescentado NaOH 2N
para neutralizar a reacdo. Apds a hidrélise, a amostra foi misturada com o reagente 1
(CuS04.5H,0 25 mM, NaxCO3 193 mM, NaHCO3; 190 mM, KNaC4H406.4H20 42 mM,
NaSO4 126 mM), aquecida a 100 °C por 6 minutos e posteriormente foi adicionado o
reagente 2 ((NHs)sM070244H>0 2mM, H2SO4 2%, NaoHAsO4, 7H20 32 mM). Apds a
adicdo dos reagentes, a mistura ficou em repouso por 5 minutos e, em seguida, foi
acrescentada dgua destilada e feita a leitura a 540 nm. As leituras das absorbancias foram
feitas em leitor de microplacas SpectraMax Plus 384.

Clorofilas foram extraidas de folhas acondicionadas no escuro por 15 dias em
acetona 80% diluida em tampao fosfato (pH 7,2). O teor total de clorofilas (Chl) foi
determinado utilizando os coeficientes de extingdo e equagdes de Lichtenthaler e Wellburn
(1983). A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro Genesys 10S UV-

VIS (Thermo Fischer Scientific, Waltham, EUA).
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2.4.3. Nitrogénio total

O teor de N foi dosado usando matéria seca de raizes e folhas. As amostras foram
pulverizadas e, posteriormente, uma aliquota de 0,1 g de cada amostra foi digerida em 1,5
mL de 4cido sulfurico, na presenca de catalisador (0,05 g de K2SO4 + CuSO4 10:1, m/m),
a 350 °C. Apds a digestdo, o material foi diluido em agua destilada (1/600). Em seguida,
foi adicionado, em 1 mL da dilui¢do, 1 mL do reagente A (C7He¢O3 50 g L' + C¢HsNa3zO7
50 g L' + NaOH 25 g L"), 1 mL do reagente B (Naz[Fe(CN)sNO]-2H,0 1,0 g L") e I mL
do reagente C (NaClO 0,15%), de acordo com Willis et al. (1996). Apds 1 h, foi realizada
leitura a 697 nm em espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific). O teor
de N total em raizes e folhas (Ni) foi calculado pela multiplicacdo do teor de N em mg

kg! pela massa seca do 6rgio.

2.4.4. Nutrientes

Nutrientes foram dosados usando matéria seca de raizes e folhas.
Aproximadamente 0,1 g das amostras foi transferido para tubos de 15 mL. Em seguida,
1,5 mL de HNOs (concentrado) foi adicionado aos tubos e as amostras foram deixadas em
repouso por aproximadamente 48 h (etapa de pré-digestdo). Apds este periodo, as
amostras foram aquecidas em banho maria a uma temperatura de 90 °C por 4 h. Por fim,
os tubos foram preenchidos com 4gua ultrapura até completarem 15 mL.

Para controlar possiveis contaminagdes dos reagentes e do manuseio das amostras
durante o procedimento de preparo de amostras, brancos analiticos foram preparados e
submetidos as mesmas etapas e procedimentos das amostras. Por fim, as amostras foram
analisadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS
7900, Agilent, Japao), para determinar os teores de cdalcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe)
potassio (K), manganés (Mn), magnésio (Mg) e zinco (Zn), de acordo com de Oliveira

Maximino et al. (2020).

2.4.5. Estresse oxidativo

As concentragdes de peroxido de hidrogénio (H20) e de dienos conjugados foram
medidas em raizes e folhas, como marcadores de estresse oxidativo. Apos extracdo com
TCA (0,2 %) diluido em metanol, seguida de centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado
com iodeto de potassio em tampao fosfato. Apds 1 h de reacdo no escuro, a concentragao

de H>O, foi determinada pela leitura da absorbancia a 390 nm utilizando-se leitor de
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microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) (Alexieva et al. 2001). Para
determinar o teor de dienos conjugados, as amostras foram extraidas com etanol 96%,
seguida de centrifugacdo. O sobrenadante foi diluido em etanol 96% e as leituras das
absorbancias foram feitas em 234 e 500 nm (Boveris et al. 1980). A diferenga entre os
dois valores obtidos foi utilizada para calcular o teor de dienos conjugados usando o

coeficiente de extingdo molar (e = 2,65 x 10* M~ ' cm™).

2.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores e,
quando houve efeito da interagdo (fonte de N X luminosidade), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey HSD (P < 0,05) dentro de cada nivel dos fatores fonte de
N (NO3 e NH4") e luminosidade (BL, ML e AL). Em caso de interagdo ndo significativa,
foram testados os efeitos, separadamente, da fonte de N (teste F) e da luminosidade
(Tukey HSD, P < 0,05). As andlises estatisticas foram feitas no programa Statistica, versao
12.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). Os valores de F' ¢ P da ANOVA de dois fatores com as
variaveis utilizadas no estudo constam na tabela S1.

Foi feita uma andlise de componentes principais (PCA) com as varidveis de
crescimento, fotossintéticas e bioquimicas para avaliar como a intensidade luminosa e as
fontes de N influenciaram cada espécie, utilizando o programa R (Stats package, versao

4.0.2).

3. Resultados
3.1. Analises de crescimento

As mudas de C. pachystachya apresentaram maior AF quando cultivadas com
NOs3™ sob ML e AL, em relacdio a BL (Fig. 1A). Sob ML e AL, a AF foi maior no
tratamento com NOs’, em relagdo ao NH4" (Fig. 1A). A MST aumentou sob ML e AL, em
relacdo a BL, quando cultivadas com NOg3’, efeito que ndo foi verificado em plantas
cultivadas com NH4" (Fig. 1B). Dessa forma, o cultivo com NO3™ sob ML e AL levou ao
expressivo aumento da MST, em comparagdo com o NH4" (Fig. 1B). No tratamento com
NOs, a R/PA foi maior sob ML e AL, em relacio a BL, sendo que nas maiores
luminosidades as plantas cultivadas com NO;3™ apresentaram maior R/PA, em relagdo ao
NH4" (Fig. 1C). Vale destacar que, em mudas cultivadas sob BL, nenhum dos pardmetros

de crescimento foi afetado pela fonte de N.
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Figura 1 Area foliar (AF), massa seca total (MST) e razdo massa seca da raiz/parte aérea (R/PA) de mudas de Cecropia pachystachya (A-C), Guarea kunthiana (D-F) e
Cariniana estrellensis (G-1) cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou aménio (NH4") como fonte de nitrogénio. Os dados
sdo médias + erros-padrao. Nas colunas brancas, asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos de N, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; ** P <
0,01; *** P <0,001; n=27). Nas colunas pretas, médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 18). Nas
colunas cinzas claras e escuras, médias com letras maitisculas (comparam tratamentos com NOs’) ou mintisculas (comparam tratamentos com NHy4") iguais ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz, e asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos com diferentes fontes N dentro de cada tratamento de luz
(Tukey HSD; P < 0,05; n = 9).
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Em mudas de G. kunthiana, a AF foi maior quando cultivadas com NO3  sob ML, em
relagdo a BL e AL, sendo que sob ML a AF foi maior no NO3", em relagdo ao NH4" (Fig. 1D). A
MST aumentou sob ML e AL, em relagdo a BL, quando cultivadas com NOs3’, diferenca nao
verificada em plantas cultivadas com NH4" (Fig. 1E). Plantas tratadas com NOs", sob ML e AL,
apresentaram maior MST do que plantas tratadas com NH4". Sob BL, ndo houve diferenca na AF e
na MST entre as fontes de N. Além disso, a R/PA ndo diferiu entre os tratamentos nessa espécie
(Fig. 1F).

Em C. estrellensis, a AF foi influenciada apenas pela luminosidade, sendo maior sob ML e
AL, em relagdo a BL (Fig. 1G). A MST foi maior em mudas sob ML e AL, em relagdo a BL. Além
disso, o NOs influenciou positivamente a MST das mudas sob ML e AL, em comparagdo ao cultivo
com NH4" (Fig. 1H). Sob BL, a fonte de N ndo afetou a MST. A R/PA, independente da
luminosidade, foi maior em mudas cultivadas com NOs", em compara¢do com o NH4" ¢ as maiores
luminosidades influenciaram positivamente a R/PA das mudas, em relagdo a BL, independente da

fonte de nitrogénio (Fig. 11).

3.2. Analises fotossintéticas
3.2.1. Amax, gs, Ci e F\/Fy

Nas mudas de C. pachystachya, independente da luminosidade a Amax M € g5 M foram
maiores no cultivo com NOj3", em relagdo ao NH4", e também foi maior sob ML ¢ AL do que sob
BL, independente da fonte de nitrogénio (Tabela 1). Na analise feita ao meio dia, verificou-se
diminui¢do da Amax MD e da gs MD em mudas tratadas com NH4", em relagdo ao NOs", apenas sob
ML e AL. Entre plantas cultivadas com NH4", a g5 foi maior sob ML, em rela¢do a BL, enquanto no
cultivo com NO3™ foi maior sob ML e AL, em relacdo a BL. A C; M foi maior no cultivo com NOs3’,
em relagdo ao NH4", e também foi maior sob BL do que sob ML e AL (Tabela 1). A Ci MD foi
maior no tratamento com NOj3’, em relagdo ao NH4". A F,/Fo M foi maior sob BL e ML, em
comparacao a AL. Na andlise feita ao meio dia, verificou-se diminui¢ao da Fv/Fo MD sob ML e
uma diminui¢do ainda mais drastica sob AL, em comparacao a BL.

Nas mudas de G. kunthiana, a Amax M foi influenciada apenas pela fonte de N, com aumento
no tratamento NO3", em relagdo ao NH4" (Tabela 2). A gs M foi maior sob BL, em comparagdo com
a ML. J4 a Amax MD, sob BL, foi maior no NH4", em relagdo ao NOs™, mas a situacdo se inverte sob
ML. Sob BL, a g MD foi maior no tratamento com NH4", em relagdo ao NOj3, e entre as mudas
cultivadas com NOs", foi maior sob ML em comparagdo a BL. A C; M foi influenciada apenas pela

fonte de N, sendo maior no tratamento com NH4", em relagdo ao NO3™. Ja a Ci MD nio diferiu entre
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os tratamentos. A Fy/Fo M foi maior sob BL, em comparagdo a ML e AL. Ja ao meio-dia, verificou-

se que houve diminui¢do progressiva da F\/Fo MD com o aumento de luminosidade.

Tabela 1. Analises fotossintéticas de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou aménio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Variavel Manha Meio-dia
BL ML AL Média BL ML AL Média
A NOs 7,33 13,9 14,5 12,0A | 7,05bA  16,9aA 15,3aA 13,1
(umolm?s | NH4" 7,45 11,4 13,0 10,6B | 6,42bA  13,5aB 11,1aB 10,3
D) Média  7,39b 12,6a 13,7a 6,74 15,2 13,3
NOs 0,207 0,357 0,404  0,322A | 0,165bA  0,539aA  0,406aA 0,370
(mol;grsrz 1) NH4* 0,171 0,218 0,289 0,231B | 0,122bA 0,300aB  0,236abB 0,219
Média 0,191b  0,288a  0,347a 0,144 0,419 0,326
NOs 314 291 299 302A 274 287 275 279A
(pmolcrinol") NH4* 304 273 275 284B 256 263 256 258B
Média  309a 282b 287b 265a 275a 266a
NOs 4,11 3,82 3,37 3,77A 3,12 2,35 2,14 2,54A
F./Fo NH,* 4,09 4,17 3,59 3,95A 3,04 2,84 2,28 2,72A
Média  4,10a 3,99a 3,48b 3,08a 2,59b 2,21c¢

Assimilacdo liquida de CO, saturada pela luz (4max), condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO» (C)),
atividade potencial do fotossistema II (F\/Fo). Os dados sdo médias (n = 9). Médias com letras mintsculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 18). Médias com
letras maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA;
teste F; P < 0,05 n = 27).

Tabela 2. Analises fotossintéticas de mudas de Guarea kunthiana cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou
alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou amonio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Varigvel Manha Meio-dia
BL ML AL Média BL ML AL Média
Ao NOs 6,69 5,62 7,38 6,56A | 3,11aB  4,78aA  4,52aA 4,11
(umol m?s | NH4* 6,06 4,66 5,40 540B | 527aA  2,74bB  4,32abA 4,16
) Média 6,377a  5,14a 6,34a 4,19 3,76 4,42
NO; 0,153 0,099 0,122 0,126A | 0,029bB 0,054aA  0,049abA 0,045
(molqu'zs'l) NHs" 0,152 0,121 0,118 0,131A | 0,062aA 0,045aA 0,041aA 0,050
Média 0,153a  0,110b  0,120ab 0,047 0,050 0,045
NOs 315 302 284 301B 230 242 232 235A
G | NH4* 322 323 313 319A 236 254 206 233A
(umol mol™) L
Média  319a 313a 299a 233a 248a 220a
NOs 3,38 2,40 2,46 2,72A 3,71 2,82 1,98 2,87A
F,/Fo NH,* 3,34 2,47 2,20 2,67A 3,58 2,90 1,81 2,76A
Média  3,36a 2,44b 2,33b 3,65a 2,86b 1,89¢

Assimilacdo liquida de CO; saturada pela luz (4max), condutincia estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO, (Cj),
atividade potencial do fotossistema Il (F./Fp). Os dados sdo médias (n = 9). Médias com letras minusculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05 n = 18). Médias com
letras maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA4;

teste F; P <0,05 n=27).
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Em C. estrellensis, a Amax M, Amax MD e gs MD foram influenciadas apenas pela fonte de N,
que foi maior no tratamento NH4', em relagdo ao NOs™ (Tabela 3). A Ci M e Ci MD nido
apresentaram diferencas entre os tratamentos. A F\/Fo M e F,/Fo MD foram maiores no tratamento
com NHy", em relagdo ao NO3. Além disso, houve diminui¢do progressiva da F.,/Fo MD com o

aumento de luminosidade, independente da fonte de nitrogénio.

Tabela 3. Analises fotossintéticas de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou aménio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Variavel Manha Meio-dia

BL ML AL Média BL ML AL Média

Apmax NOs 3,23 3,62 3,54 3,46B 1,60 2,31 2,37 2,14B

(umol m?s | NH4" 3,97 4,50 4,21 4,23A 2,33 3,57 2,74 2,90A
D) Média 3,60 4,06 3,87 2,01 2,97 2,56

NOs 0,049 0,045 0,050  0,048A | 0,023 0,026 0,031 0,027A

(molii’z 1) NH4* 0,051 0,062 0,054  0,056A | 0,030 0,046 0,036  0,037B
Média  0,050a 0,053a 0,052a 0,026 0,035 0,033

NOs 299 267 292 286A 253 234 275 253A

(umolcrinol") NH4* 279 284 273 279A 252 257 255 255A
Média 289a 276a 283a 253a 245a 264a

NOs 3,12 2,81 2,44 2,79B 3,48 1,64 1,11 2,06B

F./Fo NH,* 3,61 3,32 2,96 3,30A 3,68 2,45 1,81 2,65A
Média 3,36 3,07 2,70 3,59a 2,05b 1,48¢

Assimilacdo liquida de CO, saturada pela luz (4max), condutancia estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO, (Cj),
atividade potencial do fotossistema II (F./Fp). Os dados sdo médias (n = 9). Médias com letras mintsculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 18). Médias com
letras maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA;
teste F; P < 0,05; n = 27).

3.2.2. Curvas de resposta ao CO;

Mudas de C. pachystachya tratadas com NO;™ tiveram maior Amax,co2 Sob ML e AL, em
relagdo a BL (Tabela 4). Quando cultivadas com NH4", a Amax,coz2 foi maior sob ML do que sob AL
e BL. Sob ML, as mudas cultivadas com NH4" apresentaram maior 4max,coz2, em relagdo as com
NOs5". Em mudas tratadas com NO3", houve redugdo da ¢ sob BL, em relagdo a ML e AL, o que ndo
foi observado em mudas tratadas com NHs". Sob ML e AL, plantas tratadas com NH4"
apresentaram menor ¢ do que as tratadas com NO3. A Vemax, J € TPU foram maiores nos
tratamentos ML e AL, em relagdo ao BL e houve influéncia da fonte de N, sendo maior no NH4",
em relacdo ao NO3™. A Ry foi maior nos tratamentos ML e AL, em relacao ao BL e houve influéncia
da fonte de N, sendo maior no NH4", em relagdo ao NO3". A gm foi menor sob ML e AL quando
tratadas com NH4", em relagdo ao NOs". Entre as plantas tratadas com NO3", a gm foi maior sob ML
e AL, em relacdo a BL. A Ls foi maior no cultivo com NH4", em relagdo ao NOs™ e também foi

maior sob ML e AL, em relagao a BL.
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Em mudas de G. kunthiana, apenas sob AL, a Amax,co2 foi maior no tratamento com NOs3,
em relagdo ao NH4". Em plantas tratadas com NOsem BL apresentaram menor Amax,co2, do que
aquelas em AL (Tabela 5). Nos tratamentos ML e AL houve diminui¢ao da & em mudas cultivadas
com NH4", em relagdo a BL, sendo que sob AL houve redu¢io nesta variavel, em relagdo ao cultivo
com NOs". As mudas tratadas com NH4" sob AL apresentaram menor Amax,co2, Vemax, J € TPU, em
relagdo ao tratamento com NO3". Entre as mudas cultivadas com NOs", houve aumento da Amax,co2
sob AL e da Vemax € J sob ML e AL, em relacdo a BL. Sob AL houve a queda da Amax,co2, Vemax € J
em mudas tratadas com NHi4", em relagio ao NOs. A TPU também foi influenciada pela
luminosidade, aumentando sob ML e AL, em relacdo a BL. A R4 foi maior sob ML ¢ AL, em
comparagdo com a BL, independentemente da fonte de N. A gm foi menor sob ML e AL do que sob

BL, independente da fonte de N. A Ls ndo diferiu entre os tratamentos.

Tabela 4. Variaveis de curvas 4-C; de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3’) ou amonio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Variavel \ BL | ML | AL Média
NO; 14,1bA 26,1aB 25,9aA 22,5
Ama"’%‘;{, NH,* 15,8¢cA 33,0aA 28,2bA 25,7
(pmol m™= 57" , 1
Média 15,0 29.6 27,1
NOs  0,030bA 0,067aA 0,065aA 0,054
e NH;"  0,037aA 0,049aB 0,048aB 0,045
(molm™=s™) .
Média 0,034 0,058 0,057
y NOy 36,0 74,3 72,6 60,9B
( mol m. 2 1y NH, 43,9 90,0 86,4 73,5A
# Média  40,0b 82,2a 79,5a
; NO;- 50,3 103,6 104,1 86,0B
b NH.* 58,3 117,0 115,3 96,9A
(umol m 1) e
Média 54,3b 110,3a 109,7a
NO»- 4,33 8,32 8,39 7,17B
TPU .,
(umol m? =) NH,4 4,73 9,32 9,14 7,73A
Média 4,55b 8,82a 8,76a
& NO»- 1,43 2,04 1,93 1,79B
¢ NH,"* 1,27 3,58 3,77 2,87A
(umol m™*7) L1
Média 1,35b 2,81a 2,.93a
NO;  0,918bA 2,03aA 1,56aA 1,50
(um lm%“ ) NH,* 1,23aA 0,704aB 0,870aB 0,94
ORI =S 52 D) Media 1,07 1,37 121
NO»- 18,7 24,9 243 22,6B
Ly NH,* 23,5 36,8 37,4 32,3A
Média 21,3b 31,4a 30,9a

Assimilacdo liquida de CO; saturada pelo CO, (4max,co2), eficiéncia de carboxilacdo (¢), taxa
de carboxilagdo méaxima da rubisco (Vemax), taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J),
taxa de utilizacdo de trioses-fosfato (TPU), taxa de respiragdo diurna (Rd), condutincia do
mesofilo (gm), limitagdo estomatica da fotossintese (Ls). Os dados sdo médias (n = 6). Médias
com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre os
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tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 12). Médias com letras maitsculas iguais na
coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA4; teste

F; P<0,05; n=18).

Em C. estrellensis, a Amax,co2 foi influenciada apenas pela luminosidade, sendo maior sob
ML e AL, em relagdo a BL (Tabela 6). A ¢ também foi influenciada apenas pela luminosidade nesta
espécie, sendo maior sob ML, em relagdo a BL. A Veimax, J € TPU foram maiores sob ML e AL, em
relagdo a BL. A gm foi maior no cultivo com NO3", em relagdo ao NH4", ao passo que o oposto

ocorreu com a R4 ¢ TPU (maiores valores no tratamento com NHs"). A L ndo diferiu entre os

tratamentos.

Tabela 5. Variaveis de curvas 4-C; de mudas de Guarea kunthiana cultivadas sob baixa (BL), média (ML)
ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amonio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Variavel | BL | ML | AL | Média
NOs 10,9bA 12,7abA 14,8aA 12,9
" Ifg‘la"r;ffz’zs,l) NH:"  10,8aA 10,4aA 9,3aB 10,1
Média 10,8 11,5 12,1
NOs 0,030aA 0,033aA 0,038aA 0,034
8,2 4 NH," 0,036aA 0,025bA 0,026bB 0,029
(molm™s™) o
Média 0,334 0,029 0,033
NOs 32,2bA 58,7aA 64,9aA 51,9
(pm(ﬁcrn;?z 1) NH4* 37,9aA 46,0aA 38,8aB 40,9
Média 35,1 52,4 51,8
NOs 46,3bA 66,2aA 69,9aA 60,8
(umol'r]n’z 1) NH4* 50,5aA 60,5aA 49,6aB 53,5
Média 48,4 63,4 59,7
NO5 3,66 5,13 5,39 4,73A
TPU +
(ot 2ty | N 3,87 4,61 4,18 4.22B
Média 3,76b 4,.87a 4,78a
NOs5 2,18 4,49 4,93 3,92A
Rd, ~ NH,* 2,60 5,27 6,18 4,65A
(umol m™ ) (1
Média 2,39b 4,85a 5,51a
NOs 1,09 0,511 1,05 0,895A
(ol mg,;“s,, paty | NHe' 1,09 0,919 0,226 0,776A
Média 1,09a 0,715b 0,708b
NOs 39,2 36,7 46,1 40,9A
Ls NH4* 36,6 38,2 39,8 38,3A
Média 37,9a 37,4a 42.9a

Assimilacdo liquida de CO, saturada pelo CO: (4max,co2), eficiéncia de carboxilagdo (g),
taxa de carboxilagdo maxima da rubisco (Vemax), taxa de transporte de elétrons
fotossintéticos (J), taxa de utilizagdo de trioses-fosfato (7PU), taxa de respiragdo diurna
(Rd), condutancia do mesofilo (gm), limitacdo estomadtica da fotossintese (Ls). Os dados sao
médias (n = 6). Médias com letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 12). Médias com
letras maitisculas iguais na coluna mesma coluna nao diferem significativamente entre os
tratamentos de N (ANOVA4; teste F; P <0,05; n = 18).
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3.2.2. Curvas de resposta a luz

Em mudas de C. pachystachya, a a sofreu influéncia apenas da luminosidade, sendo maior
sob ML e AL, em relagdo a BL (Tabela 7). O NPQ também s¢6 foi influenciado pela luminosidade,
sendo maior no tratamento AL, em relagao a BL. Quando cultivadas com NO3", a ETRmax aumentou
de acordo com a luminosidade, sendo maior sob AL e menor sob BL. Quando cultivadas com NH4",
a ETRmax foi maior sob ML ¢ AL, em relagdo a BL. Além disso, houve diminui¢do na E7Rmax SOb
AL no tratamento com NH4", em rela¢do ao NO3. O PSLgrr foi maior nos tratamentos ML e AL,

em relacao ao BL, e houve influéncia da fonte de N, sendo maior no cultivo com NOs3", em relacao

ao NH4".

Tabela 6. Variaveis de curvas 4-Ci de mudas de Cariniana estrellensis cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou aménio (NHs") como fonte de nitrogénio.

Variével | BL | ML | AL | Média
NOs 7,79 12,5 12,6 11,0A
Amasicor NH,* 8,33 13,0 13,8 11,7A
(umol m 2 +71) o
Média 8,06b 12,8a 13,2a
NOy 0,022 0,028 0,027 0,025A
¢ NH, 0,022 0,027 0,026 0,025A
(molm™s™) .
Média  0,022b 0,027a 0,026ab
NOs 22,7 38,0 40,6 34.2A
(umgjjfz iy | NHE 22,7 35,6 46,1 34,8A
Média  22,7b 36,7a 43 4a
NOs 34,9 51,8 55,1 47,0A
(umolﬁl ey | NHE 32,3 56,8 58,2 49,9A
Média  33,7b 54,5a 56,6a
NOs 2,71 4,02 3,94 3,53B
- "o, Ly | NHS 276 4,55 447 3.93A
Média  2,73b 430a 421a
NOs 1,56 2,36 2,45 2,11B
R NH: 1,73 2,78 3,06 2,52A
(umol m2+71) o
Média 1,65b 2,58a 2,76a
NOy 0,606 1,24 0,489 0,738A
(Hmolmg,;“s,] paty | NHi 0753 0,532 0,432 0,572B
Média  0,685ab 0,829a 0,460b
NOy 40,7 46,0 47,4 44,6A
L NH,* 47,1 47,7 51,6 48,8A
Média  43,.9a 46,9a 49,5a

Assimilagdo liquida de CO; saturada pelo CO2 (Amax,co2), eficiéncia de carboxilagdo (¢), taxa
de carboxilacdo maxima da rubisco (Vcmax), taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J),
taxa de utilizacdo de trioses-fosfato (7PU), taxa de respiragdo diurna (Rd), condutancia do
mesofilo (gm), limitagdo estomatica da fotossintese (Ls). Os dados sdo médias (n = 6). Médias
com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre os
tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 12). Médias com letras maiusculas iguais na
coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA;
teste F; P <0,05; n=18).
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Em G. kunthiana, a a. diminuiu em plantas cultivadas com NH4" sob ML e AL, em relagdo a
BL (Tabela 8). Além disso, sob ML, a a foi menor no tratamento com NH4", em relagdo ao NO3™. O
NPQ foi maior sob AL, em relagdao ao BL, e ndo foi influenciado pela fonte de N. No cultivo com
NH4", a ETRmax diminuiu sob ML e AL, em relagcdo a BL. Sob BL, essa varidvel foi maior no
cultivo com NH4", em relagdo ao NO3", mas a situagdo se inverte sob ML (maior no cultivo com

NO3"). O PSLerr diminuiu sob ML em plantas cultivadas com NH4", em relagdo ao NOs™.

Tabela 7. Varidveis de curvas de resposta a luz de mudas de C. pachystachya cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Variavel | BL | ML | AL | Média

NOy 0,135 0,187 0200  0,174A

ol oy | NH 0,139 0,169 0165  0,158A
Média  0,137b 0,178a 0,183a

NOy  432¢A 69,2bA 91,3aA 67,9

(Mmiﬁ";’sil) NH,'  29,7bA 71,42A 67,0aB 56,0
Média 365 70,3 79,1

NO> 438 621 678 587A

PSLete 1 iy, 262 570 564 465B
(molm™s™) | vigdia 3420 595a 621a

NO> 2,00 2,32 2,51 2.20A

NPQ NH, 2,06 1,87 2,40 2,11A
Média  2,03b 2,10ab 2.46a

Produtividade quantica aparente do fotossistema II (a), taxa maxima de transporte de
elétrons do PSII (ETR ), ponto de saturagdo luminoso da ETR (PSLetr) e Quenching néo
fotoquimico (NPQ). Os dados sdo médias (n = 6). Médias com letras minusculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P <
0,05; n = 12). Médias com letras maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA; teste F;; P < 0,05; n = 18).

Tabela 8. Variaveis de curvas de resposta a luz de mudas G. kunthiana cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou amoénio (NHs") como fonte de nitrogénio.

Variavel \ BL | ML ] AL | Média
NO»y 0,156aA 0,185aA 0,189aA 0,177
@ | NHs 0,201aA 0,097bB 0,141bA 0,146
(umol pmol™) L
Média 0,179 0,141 0,165
TR NO»y 33,4aB 49,6aA 43 4aA 42,1
(ol m"igxsf,) NH. 53,3aA 24.8bB 33,0bA 37,2
" Média 433 37.2 38,7
pSL NO+ 376aA 539aA 563aA 492
ETR | NH,' 536aA 337bB 481abA 451
(umol m2s7!) s 1
Média 456 438 522
NO» 1,51 1,99 2,05 1,85A
NPQ NH," 1,38 1,86 2,30 1,85A




71

Média 1,45b 1,93ab 2,17a

Produtividade quantica aparente do fotossistema II (o), taxa maxima de transporte de
elétrons do PSII (ETRax), ponto de saturacdo luminoso da ETR (PSLgrr) € Quenching ndo
fotoquimico (NPQ). Os dados sdo médias (n = 6). Médias com letras minusculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P <
0,05; n = 12). Médias com letras maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA; teste F;; P < 0,05; n = 18).

Em C. estrellensis, tanto a intensidade luminosa quanto a fonte de N ndo aferam a a., A
ETRmax foi influenciada apenas pela luminosidade, sendo maior sob AL, em comparacdo a BL
(Tabela 9). O PSLgTr nas mudas cultivadas com NOs3™ foi maior sob ML e AL, em relagao a BL.
Além disso, sob ML e AL, o PSLgtr foi maior no tratamento com NOs", em rela¢do ao NH4". O

cultivo com NH4" levou a diminui¢do do NPQ, quando comparado ao NOs".

Tabela 9. Variaveis de curvas de resposta a luz de mudas de C. estrellensis cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3") ou aménio (NHs") como fonte de nitrogénio.

Variével | BL | ML | AL | Meédia
NOs 0,168 0,172 0,185 0,175A
o 4 NH4* 0,189 0,175 0,164 0,175A
(umol pmol™) o
Média 0,178a 0,173a 0,175a
ZTR NOs 33,7 44,5 54,6 44 3A
" NH,* 38,0 34,0 41,7 37,9A
(umol m™s™) .
Média 35,9b 39,3ab 48,1a
NOs 301bA 532aA 674aA 493
PSLerr .
S NH4 360aA 299aB 402aB 354
(umol m™=s™) .
Média 330 416 526
NO5 1,97 2,17 1,98 2,04A
NPQ NH,* 1,81 1,78 1,92 1,84B
Média 1,89a 1,98a 1,95a

Produtividade quantica aparente do fotossistema II (a), taxa maxima de transporte de
elétrons do PSII (ETRuax), ponto de saturagdo luminoso da ETR (PSLgrr) € Quenching ndo
fotoquimico (NPQ). Os dados sdo médias (n = 6). Médias com letras mintisculas iguais na
mesma linha ndo diferem significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P <
0,05; n = 12). Médias com letras maitsculas iguais na coluna mesma coluna nao diferem
significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA; teste F;, P < 0,05; n = 18).

3.3. Dados bioquimicos
3.3.1 Amonio, aminodacidos, agucares totais e clorofila

Nas mudas de C. pachystachya, o teor de ART foi maior no cultivo com NH4", em relacdo
ao NOs’, e o aumento da luminosidade levou ao aumento dessa varidvel nas folhas (Tabela 10). O
teor de aminodcidos nas raizes foi influenciado apenas pela fonte de N, sendo maior no tratamento
com NH4", em relagdo ao NOs™. O teor de aminoacidos totais nas folhas aumentou no cultivo com
NH4", apenas nas maiores luminosidades. Os teores de NH4" nas raizes e nas folhas foram maiores

no tratamento com NHs" em relagdo ao NOj3™. Ao avaliar o efeito da luminosidade, observa-se que
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os teores de NH4" nas raizes e nas folhas foram menores em AL e BL, respectivamente, em relagdo

as outras condi¢des de luz. O Chl foi influenciado apenas pela fonte de N, sendo maior no NO3’, em

relagdo ao NH4".

Tabela 10. Variaveis bioquimicas de raizes e folhas de mudas de C. pachystachya cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgio Variavel | BL | ML | AL | Média
NO; 0,066 0,089 0,094 0,083A
(“mﬁI;TMF) NH,* 0,153 0,385 0,163  0233A
Média 0,114a 0,253a 0,132a
Aminoacidos NOs” 9,45 9,28 14,0 10,7B
Raiz totais NH," 16,3 14,4 12,9 14,6A
(umol g' MF) | Meédia 12,9a 11,8a 13,4a
. NO;- 0,833 0,645 0,357 0,611B
(umlc:?;MF) NH,* 1,75 2,18 1,23 1,72A
Média 1,29a 1,41a 0,79b
NO;- 0,765 3,51 791 4,06B
ART .
(umol g MF) NH; 1,63 9,81 11,9 7,81A
Média 1,20c 6,66b 9,95a
Aminoacidos | NO3 10,6aA 10,8aB 8,89aB 10,1
totais NH," 19,2bA 31,7aA 26,7abA 25,8
Folhg | (mo! g!'MF) | Média 14,9 21,2 17,8
. NO;- 0,256 0,366 0,647 0,427B
NHj‘l NH," 0,409 1,48 1,54 1,14A
(umol g MF) o
Média 0,333b 0,986a 1,09a
NOs 2,15 2,39 2,13 221A
Cﬂﬂ NH," 2,36 1,50 1,56 1,75B
(mg g~ MF) -
Média 2,23a 1,84a 1,84a

Acucares redutores totais (ART), aminoacidos totais, aménio (NH4") e teor total de clorofila (Chl). Os
dados sdo médias (n = 4). Médias com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras
maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N

(ANOVA; teste F;; P<0,05; n=12).

Nas mudas de G. kunthiana, o teor de ART na raiz foi maior no cultivo com NO3", em
relagdo ao NH4", apenas sob ML e AL (Tabela 11). Além disso, em plantas cultivadas com NO3",
teve aumento progressivo do contetido de ART com o aumento de luminosidade. Na folha, o teor de
ART foi maior no cultivo com NH4", em relagdo ao NOs™ (Tabela 11), e maior sob ML e AL do que
sob BL. O teor de aminodcidos nas raizes e folhas foi influenciado pela fonte de N, sendo maior no
tratamento com NH4*, em relagdo ao NOs". Nas folhas, o teor de aminoacidos foi maior sob ML e
AL do que sob BL. O teor de NH4" nas raizes e folhas foi maior no tratamento com NH4", apenas

sob ML e AL. O Chl foi influenciado positivamente pelos tratamentos com NO3z e BL.
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Nas mudas de C. estrellensis, o teor de ART nas raizes foi maior no cultivo com NO3", em
relagdo ao NH4" (Tabela 12). Nas folhas, o teor de ART foi maior sob ML e AL, em relagdo a BL.
O teor de aminoécidos nas raizes e folhas foi maior no tratamento com NH4", em relagdo ao NOs3’, e
nas folhas, também houve influéncia da luz, sendo maior sob ML e AL, em relagdo a BL. O teor de
NH4" nas raizes foi maior no tratamento com NH4', em relagdo ao NOj, independente da
intensidade luminosa. Ja nas folhas, dentre as mudas tratadas com NOs3", houve aumento do teor de
NH4" sob ML, em rela¢do a BL, mas nio houve influéncia da fonte de N. O Chl foi influenciado

apenas pela luminosidade, sendo maior sob BL, em relacao a AL.

Tabela 11. Variaveis bioquimicas de raizes e folhas de mudas de G. kunthiana cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgio Variavel ‘ BL ‘ ML ‘ AL | Média
NOy  0,642cA  3,4bA 7,052A 3,64
ART NH,  0,674aA 1,22aB 1,96aB 1,29
(umol g ME) | NP
Média 0,658 2,48 4,50
Aminodcidos | NO 213 313 333 2838
Raiz totais NH," 493 42,9 53,9 48,4A
(umol g' MF) | Meédia 35,3a 37,1a 442a
- NOy  0444aA  0559aB  0,578aB 0,52
NH NHs  0,785bA  2,06aA 1,59aA 1,48
(umol g MF) | o
Média 0,614 131 1,08
NO> 2,69 3,56 6,44 434B
(umﬁlgw) NHy 441 10,4 9,30 8,05A
Média 3,64b 7,00ab 7.87a
Aminoacidos NOs” 16,1 18.9 24,1 19.9B
totais NH,* 283 50,5 62,0 46,9A
o | ol M) | Media 22,9 34,7 43,0a
- NOy  0,175aA __ 0313aB __ 0281aB 0256
(umglgj‘l iy | NHO O O17SbA 0885aA 0788aA 0,684
Média 0,175 0,599 0,535
NO> 3,25 1,78 1,61 221A
(mg(g:EIMF) NHy' 2,72 1,40 1,23 1,78B
Média 2,98a 1,59b 1,42b

Acucares redutores totais (ART), aminoacidos totais, aménio (NH4") e teor total de clorofila (Chl). Os
dados sdo médias (n = 4). Médias com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras
maitsculas iguais na coluna mesma coluna nao diferem significativamente entre os tratamentos de N
(ANOVA; teste F;; P<0,05; n=12).

3.3.2. Nitrogénio total
Nas raizes e folhas de C pachystachya, no cultivo com NOj3", houve maior acimulo de N

total (Nwt) sob ML e AL, em relagdo a BL (Fig 2A e B). Nas raizes, sob ML e AL, o N foi maior
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no tratamento com NOs", em relagdo ao NH4" (Fig 2A). Nas folhas, apenas sob ML, 0 Nyt foi maior
no cultivo com NOs", em relagdo ao NH4" (Fig. 2B).

Nas raizes de mudas de G. kunthiana cultivadas com NOs3’, 0 Nyt aumentou no tratamento
sob ML ¢ AL, em relagao a BL. Sob AL, houve maior N no cultivo com NOs3", em relagdo ao
NH4". Nas folhas de plantas tratadas com NOs", houve maior Ny sob AL, em comparagdo a BL.
Apenas sob BL, houve maior Ny nas folhas de mudas cultivadas com NH4", em relagdo ao NO3”
(Fig. 2).

Tabela 12. Variaveis bioquimicas de raizes ¢ folhas de mudas de C. estrellensis cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgio Variavel | BL | ML [ AL Média
NO;5 0,487 1,16 1,27 1,01IA
(umﬁlgl_lTMF) NH.* 0.448 0.44 0.321 0.412B
Média 0,465a 0,805a 0,851a
Aminodcidos NOs 7,37 13,8 15,4 12,2B
Raiz totais NH4* 57,1 442 60,2 54,5A
(umol g'! MF) Média 32,2a 27,3a 37,8a
. NO;5 0,229 0,171 0,367 0,248B
NHf‘l NH,* 1,25 1,35 1,24 1,28A
(nmol g~ MF) 1
Média 0,744a 0,765a 0,854a
NO;5 5,50 18,0 11,7 11,7A
ART N
(umol ¢! MF) NI,{4' 5,89 16,1 16,7 12,9A
Média 5,70b 17,1a 14,2a
Aminodcidos NO;5 16,1 18,9 24,1 19,9B
totais NH,* 28,3 50,5 62,0 46,9A
Folha (umol g'! MF) Média 22,9b 34,7a 43,1a
. NOs 0,271b 0,723a 0,496ab 0,497
NHj NH,* 0,376a 0,542a 0,663a 0,550
(pmol g MF) , 1
Média 0,311 0,632 0,579
NOs 3,78 2,91 2,30 2,94A
(ngEﬂMF) NH4~+ 2,63 2,66 2,23 2,50A
Média 3,21a 2,79ab 2,27b

Acucares redutores totais (ART), aminoécidos totais, amoénio (NH4") e teor total de clorofila (Chl). Os
dados sdo médias (n = 4). Médias com letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras maitusculas
iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOV4; teste F;
P <0,05; n=12).

Em plantas de C. estrellensis tratadas com NOs", nas raizes, o Ny foi maior sob AL, em
relagdo a ML e BL. Apenas sob AL, houve maior N nas raizes de plantas cultivadas com NO3, em
relagdo ao NH4". Nas folhas, quando cultivadas com NOs", houve maior Nyt sob ML e AL, em
relagdo a BL. Quando cultivadas com NH4", 0 Ny das folhas foi maior sob ML, em relagdo a AL e

BL (Fig. 2).
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3.3.3. Nutrientes

Nas raizes de C. pachystachya, o tratamento com NH4" levou a diminui¢do dos teores dos
cations Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn, em comparagao com o tratamento com NO3™ (Tabela 13). A
luminosidade influenciou o teor de K nas raizes, que foi maior sob ML do que sob BL e AL. No
cultivo com NOs', os teores de Fe e Zn diminuiram sob ML e AL, em relacao a BL, enquanto o teor
de Mg aumentou sob ML e AL, em relagdo a BL. No cultivo com NH4", o teor de Zn diminuiu sob
AL, em relacdo a BL e ML. Nas folhas, houve diminui¢ao do teor de Cu sob AL, em relagdo a BL,

e diminuic¢do do teor de Mn em plantas cultivadas com NHy4", em relagdo ao NOs".
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Figura 2 Teor de nitrogénio total (N em raizes e folhas de mudas de Cecropia pachystachya (A-B),
Guarea kunthiana (C-D) e Cariniana estrellensis (E-F) cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou alta
luminosidade (AL) com nitrato (NOs3") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio. Os dados sdo médias +
erros-padrdo. Nas colunas cinzas claras e escuras, médias com letras maitsculas (comparam tratamentos com
NO3) ou mintsculas (comparam tratamentos com NH4") iguais ndo diferem significativamente entre os
tratamentos de luz, e asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos com diferentes fontes N
para cada tratamento de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 5).
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Em raizes de G. kunthiana, houve aumento do teor de Cu ¢ diminui¢ao do teor de K no
cultivo com NH4", comparado ao NOs™ (Tabela 14). As concentragdes de Mn e Mg nas raizes foram
influenciadas pela luz apenas em plantas cultivadas com NOs3", sendo maiores sob AL e ML do que
sob BL. O teor de Ca, em raizes de plantas cultivadas com NH4", foi maior sob BL do que sob ML ¢
AL. Nos trés tratamentos de luz, os teores de Mn, Mg e Ca nas raizes foram maiores em plantas
tratadas com NO3’, em relagdo ao NH4". Nas folhas, o teor de Mn diminuiu, enquanto o teor de Cu
aumentou no cultivo com NH4", rem rela¢do ao NOs™. O teor foliar de Cu diminuiu nas maiores
luminosidades, em rela¢do a BL. A concentragdo foliar de ferro aumentou no cultivo com NH4",
apenas sob BL, enquanto o teor foliar de K diminuiu no cultivo com NH4", apenas sob ML ¢ AL.

Nas raizes de C. estrellensis, apenas os teores de Ca, Mn e Mg diminuiram no tratamento
com NH4", em relagdo ao NOs3™ (Tabela 15). O teor de Ca nas raizes diminuiu sob ML e AL, em
relagdo a BL. Nas folhas, houve diminui¢ao do teor de Ca e aumento do teor de Zn no cultivo com

NH4", em rela¢do ao NOs".

3.3.4. Estresse oxidativo

Nas raizes de C. pachystachya, nao houve diferenga entre os tratamentos no teor de dienos
conjugados (Fig. 3A). Nas folhas, os teores de dienos conjugados e H>O» foram influenciados pela
luminosidade, sendo maiores sob AL, intermediarios sob ML e menores sob BL (Fig. 3C). O teor
de H>O; nas raizes também teve influéncia apenas da luminosidade, sendo maior sob AL e ML, em
relacdo a BL (Fig. 3B).

Nas mudas de G. kunthiana, a concentragao de dienos conjugados na raiz foi influenciada
apenas pela fonte de N, sendo maior no NO3", em relagdo ao NH4" (Fig. 4A). Por outro lado, nas
folhas, o teor de dienos conjugados foi maior no cultivo com NH4", em relagdo ao NOs". Além
disso, esse marcador de estresse oxidativo nas folhas foi maior sob ML, em relagdo a BL e AL (Fig.
4C). A concentracdo de H»O; nas raizes teve influéncia apenas da fonte de N, sendo maior no
cultivo com NH4", em relagio ao NOs (Fig. 4B). Nas folhas, a concentragio de H>O> foi
influenciada apenas pela luminosidade, sendo maior sob AL, em relacdo a BL (Fig. 4D).

Nas mudas de C. estrellensis, a concentragdo de dienos conjugados nas raizes foi maior no
cultivo com NOs’, em relagdo ao NH4", e também maior sob ML, em relagdo a AL (Fig. 5A). Nas
folhas, essa variavel sofreu reducdo no cultivo com NH4", em relagdo ao NOs™, apenas sob ML e AL
(Fig. 5C). As mudas cultivadas com NOj3™ apresentaram maior teor foliar de dienos conjugados sob
ML, intermediario sob AL e menor sob BL e, entre as plantas cultivadas com NH4", houve aumento
sob ML. A concentragdo de H>O» nas raizes foi influenciada somente pela fonte de N, sendo maior

no cultivo com NO3’, em relagdo ao NH4" (Fig. 5B). Nas folhas, essa variavel sofreu aumento no
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cultivo com NH4', em relagdo ao NOj3", apenas sob AL (Fig. 5D). Dentre as mudas cultivadas com
NOs’, houve diminui¢do da concentragao foliar de H>O> sob BL, em relacdo a ML e AL. Nas folhas
de plantas cultivadas com NH4", o teor de H2O foi maior sob AL, intermediario sob ML e menor

sob BL (Fig. 5D).

Tabela 13. Teor de nutrientes em raizes e folhas de mudas de C. pachystachya cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgio | Nutrientes Fonte de N ‘ BL | ML ‘ AL ‘ Média
NOy 3,92 4,65 514 457A
(mgag_l) NH,* 2,71 3,16 3,48 3,12B
Média 3,32a 3,90a 431a
NOy 17,9 14,6 1467  15,7A
(m(gj‘;_l) NH,* 9,73 9,55 7,69  8,99B
Média 13,8 12,1 11,1
NO» 22417aA  4162bA  4164bA 10248
(mgeg_l) NH,* 5654aB  3418aA  1693bB 3588
Média 14036 3790 2928
NO» 36,3 52,9 482 458A
Raiz (mI;g-l) NH,* 29,2 41,5 28,8 33,1B
Média 3286 472a  385b
NO» 376 1208 940 841A
Mn NH.* 53,2 314 32,8 39.2B
(mg g Média 214a 620a 486a
NO» 271bA  7,13aA  533aA 5,06
( nl]\ggg-l) NH,* 1,57aB 189aB  1,84aB 1,77
Média 2,14 4,51 3,58
NO» 145aA  108bA  91,9bA 115
(m?;_l) NH/* 412aB 36,7aB  22,7bB 335
Média 93,3 72,6 57,3
NOy 152 15,7 12,2 143A
Ca NH,' 13,6 8,84 861  103A
(mg &) Médi 14,4 12,3 10,4
édia J4a ,3a Jda
NOy 7,52 5,97 4,46 5,98A
(m;:l;—l) NH/' 7,32 4,78 459  556A
Média 7,42a 5,38ab 4,52b
NOy 219 272 225 239A
Folha (mlg:‘;_l) NHy* 280 271 227 259A
Média 249a 271a 226a
NOy 35,0 27,0 28,5 30,2A
(mlgg,]) NHy* 31,0 38,6 392 363A
Média 33,0a 32,84a 33,9a
NOy 105 101 92,7 99,9A
(mz“gl_l) NHy* 83,0 58,8 498  639B
Média 94,3a 80,1a 71,3a
Mg NOy 6,00 4,54 4,53 5,02A
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(mgg?) NH4 4,75 3,94 425 4,32A
Média 5,37a 424a 4,39a
NOs 19,7 18,2 13,6 17,2A
(m?;_l) NH,* 15,3 13,0 11,7 133A
Média 17,5a 15,6a 12,7a

Calcio (Ca), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Potassio (K), Manganés (Mn), Magnésio (Mg) ¢ Zinco (Zn). Os
dados sdo médias (n = 4). Médias com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras
maiusculas iguais na coluna mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N
(ANOVA; teste F;; P <0,05; n=12).

Tabela 14. Teor de nutrientes em raizes ¢ folhas de mudas de G. kunthiana cultivadas sob baixa (BL), média
(ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NO3’) ou amonio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgdo | Nutrientes Fonte de N | BL | ML | AL | Média
NOy 751aA  830aA  747aA 7,76
(mgz_l) NH,* 480aB  2,93bB  3,63bB 3,79
Média 6,15 5,61 5,55
NOy 9,76 8,77 8,47 9,00B
Cu NH.* 28,0 18,7 29  232A
(mgg") Meédi 18,9 13,7 15,7
édia 9a J7a J7a
NOy 728 751 723 734A
Fe NH," 734 501 638 625A
(mg £”) Meédi 731 626 681
caia a a a
NOy 244 37,6 4,6 346A
Raiz (mlgg_l) NH,* 17,7 17,4 245  199B
Média 21,1b 27,56 33,1a
NOy 1050cA  1503bA  2193aA 1582
(mlfg‘,,) NH,* 148aB 157aB 147aB 151
Média 599 830 1170
NOy 2,40bA  3,00abA  3,04aA 2,81
(ml\ggg_,) NH' 1,31aB 1,08aB  1,11aB 1,17
Média 1,86 2,04 2,07
NOy 22 33.1 296 350A
(m?;,,) NH,' 40,2 27,3 35,7 344A
Média 412a 30,2a 32,7
NOy 10,48 9,432 12,97 10,96A
(mgag,,) NH,* 12,60 7,654 8382  9,545A
Média 11,542 8,543a 10,68
NOy 4,858 1,768 3,640  3422B
(m(gj‘;_l) NH,* 7,660 4378 3554 5197A
Média 62592  3073b  3,597b
NOy 1233aB  1553aA  1957aA  158,1
Folha (mgeg_l) NH.* 2182aA  1822aA  167,8aA 1894
Média 170,8 168.8 181,8
NOy 31,93abA  40,66aA  27,36bA 33,32
(mI;g_l) NH,' 30,68aA  27,29aB  30,75aA 29,57
Média 31,31 33,98 29,06
NOy 84.9aA  82,7aA  6l,7aA 764
(mlg‘gl_l) NH:' 58,1aB  434aB  533aA 51,6
Média 71,5 63,0 57,5
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NO> 2.88 3.40 377 335A
( nll\ggg_l) NH* 2,94 2,28 281 2,68A
Média 291a 2,84a 3,29a
NO> 19,81 1278 1557 16,0A
(mzng_l) NH,* 21,71 16,61 17,51 18,6A
Meédia 20762 14,692  16,54a

Calcio (Ca), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Potassio (K), Manganés (Mn), Magnésio (Mg) e Zinco (Zn). Os dados
sdo médias (n = 4). Médias com letras mintsculas iguais na mesma linha nao diferem significativamente
entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras maiusculas iguais na coluna
mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA; teste F; P < 0,05; n =
12).
Tabela 15. Teor de nutrientes em raizes ¢ folhas de mudas de C. estrellensis cultivadas sob baixa (BL),
média (ML) ou alta luminosidade (AL) com nitrato (NOs") ou amdnio (NH4") como fonte de nitrogénio.

Orgio | Nutrientes Fonte de N ‘ BL ‘ ML ‘ AL ‘ Média
. NO» 6,09 3.85 330 441A
o a,l) NH.* 3.83 1,97 2.36 2.72B
g8 Média 4.96a 2.91b 2.83b
. NO» 11,7 8.76 10.9 10.4A
- u_l) NH.* 14,6 17.2 12,7 14.8A
g8 Média 13,22 12,92 11,82
. NOs" 2132 1459 1995 1862A
- € iy NH.* 1723 2346 1676 1915A
g8 Média 1928a 1903a 1835a
N NOs 39.8 322 35.8 35.9A
Raiz (g &) NH.* 35,1 39,4 355 36,7A
g8 Média 37.4a 35.8a 35.6a
" NO» 743 82.7 99.2 85.4A
o n_l) NH.* 30,6 25.1 25.0 26.9B
£8 Média 52.5a 53.9a 62,1a
" NO» 4.48 476 6.38 521A
(m g_l) NH,* 435 3,85 3,76 3,99B
£8 Média 4.42a 431a 5.07a
z NOs 27,7 30,7 52.0 36.8A
o n,,) NH,* 24,7 34,0 26,9 28,5A
g8 Média 26.2a 32.3a 39.4a
. NOs- 8.22 14.8 15.1 12.7A
" a,,) NH,* 8,88 9,03 8,82 8,91B
g8 Média 8,55a 11,92 11,92
. NO» 5.46 591 5.89 5.757A
" “,]) NH,* 9,99 5,82 5,51 7,112A
g8 Média 7.72a 5.86a 5.70a
. NO;y 153 185 272 203B
Folha . © N NH,* 250 263 303 272A
g8 Média 201a 224a 287a
N NO>- 212 273 28.0 25.5A
(g &) NH.* 21,7 22.8 22.5 22.3A
g8 Média 21.4a 25.0a 25.2a
" NO; 814 177 171 143A
- “,]) NH,* 167 194 147 169A
g8 Média 124a 185a 159a




NO> 237 2,89 256 261A
( nll\ggg_l) NH," 3,65 2.73 231 2.90A

Média 3,01a 28la  244a

NOy 13,6 113 103 11,78
(mzng_l) NH,* 21,0 154 140 168A

Média 17,3a 1342 121a

Calcio (Ca), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Potassio (K), Manganés (Mn), Magnésio (Mg) ¢ Zinco (Zn). Os dados
sdo médias (n = 4). Médias com letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente
entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 8). Médias com letras maiusculas iguais na coluna
mesma coluna ndo diferem significativamente entre os tratamentos de N (ANOVA; teste F; P < 0,05; n =
12).
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Figura 3 Concentracdes de dienos conjugados e peroxido de hidrogénio (H20:) nas raizes (A-B) e
folhas (C-D) de mudas de Cecropia pachystachya cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou alta
luminosidade (AL) com nitrato (NO3) ou aménio (NH4") como fonte de nitrogénio. Os dados sdo
médias + erros-padrdo. Nas colunas pretas, médias com letras iguais ndo diferem significativamente
entre os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 15). Nas colunas cinza claras e escuras, médias

com letras maitsculas (comparam tratamentos com NQOj3’) ou minusculas (comparam tratamentos com
NH4") (Tukey HSD; P <0,05; n =15).

3.4. Anadlise de componentes principais das variaveis de crescimento, fotossintéticas e
bioquimicas

Nas mudas de C. pachystachya, a PCA explicou 83% da variagao nos componentes 1
(47%) e 2 (36%) (Fig. 6A). E possivel distinguir trés agrupamentos: plantas sob BL, plantas
cultivadas com NH4" sob ML e AL e plantas cultivadas com NOs™ sob ML e AL. O
componente 1 foi o que mais separou os tratamentos ML e AL do BL, o qual se relacionou

positivamente com Fy/Fo M, Fy/Fo MD e Fe na raiz e Cu nas folhas. No caso de ML e AL,
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houve uma correlagdo positiva com variaveis de crescimento (MST e R/PA), boa parte das
fotossintéticas (Amax M, gs M, Amax MD, g5 MD, Amax,co2, & Vemax, J, TPU, a, PSLgtr €
ETRmax), de estresse oxidativo (H20: nas raizes e folhas e dienos nas folhas), além do N nas
raizes e folhas. Sob ML e AL, os tratamentos de N foram separados principalmente pelo
componente 2, sendo as mudas tratadas com NH4" associadas principalmente com as variaveis
da curva de CO; (exceto gm)), teores de ART e NH4", e marcadores de estresse oxidativo. Ja
as mudas tratadas com NOj™ se relacionaram positivamente com as variaveis de crescimento,
fotossintéticas (Amax M, Amax MD, gs M, g¢ MD, C; MD, gm, ETRmax, NPQ), Niot € teores de
Mn, Cu, Mg, K e Ca nas raizes.
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Figura 4 Concentracdes de dienos conjugados e peroxido de hidrogénio (H20:) nas raizes (A-B) e
folhas (C-D) de mudas Guarea kunthiana cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou alta luminosidade
(AL) com nitrato (NOs") ou amonio (NH4") como fonte de nitrogénio. Os dados sdo médias + erros-
padrdo. Nas colunas brancas, asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos com
diferentes fontes de N, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; n =
15). Nas colunas pretas, médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre os tratamentos
de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 10). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos
de N dentro de cada tratamento de luz (Tukey HSD; P <0,05; n =15).

Em G. kunthiana, a PCA explicou 68% da variacao nos dois primeiros componentes
(componente 1 = 38%; componente 2 = 30%) (Fig. 6B). Independentemente da fonte de N, o

componente 2 separou os tratamentos ML e AL de BL, que se correlacionou positivamente
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com gs M, F\/Fo M, F,/Fo MD, Chl, gmn € concentragdo de Zn na raiz e negativamente com
MST, Vemax, J, TPU, R4, NPQ e concentragdes de H>O2, ART e NH4" nas folhas € Niot nas
raizes. Sob ML e AL, houve uma clara separagao entre os tratamentos de N pelo componente
1, sendo os tratamentos de NH4" correlacionados com as concentragdes de NH4 e
aminoacidos nas raizes e folhas e de ART e H>O» nas folhas, enquanto os tratamentos de NO3"
se correlacionaram principalmente ao crescimento (AF e MST), a variaveis fotossintéticas
(Amax M, Amax,co2, €, Vemax, J, TPU, o, PSLetr € ETRmax) € nutrientes nas raizes (N, Mn, Fe,
Mg, K, Ca) e folhas (Mg).
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Figura 5 Concentragdes de dienos conjugados e perdxido de hidrogénio (H,O») nas raizes (A-B) e
folhas (C-D) de mudas de Cariniana estrellensis (E-F) cultivadas sob baixa (BL), média (ML) ou alta
luminosidade (AL) com nitrato (NO3) ou aménio (NH4") como fonte de nitrogénio. Os dados sdo
médias + erros-padrdo. Nas colunas brancas, asteriscos indicam diferenga significativa entre os
tratamentos com diferentes fontes de N, de acordo com a ANOVA (teste F; *P < 0,05; ** P <0,01; ***
P <0,001; n = 15). Nas colunas pretas, médias com letras iguais ndo diferem significativamente entre
os tratamentos de luz (Tukey HSD; P < 0,05; n = 10). Nas colunas cinzentas, médias com letras
maitsculas (NOs’) ou minusculas (NH4") iguais ndo diferem significativamente entre os tratamentos de
luz, e asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos de N dentro de cada tratamento de
luz (Tukey HSD; P <0,05; n=Y5).

Em C. estrellensis, a PCA explicou 69% da variacdo nos dois primeiros componentes
(componente 1 = 39%; componente 2 = 30%) (Fig. 6C). O componente 1 foi o principal na

separacao dos tratamentos de BL dos tratamentos de ML e AL. Porém, diferentemente das
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outras espécies, os tratamentos de N ficaram mais separados sob BL (pelo componente 2),
sendo as plantas tratadas com NH4" correlacionadas com Fy/Fo M, F\/Fo MD e aos teores de K
nas raizes e Cu, Zn e Mg nas folhas, enquanto as plantas cultivadas com NO3 se relacionaram
principalmente ao Chl e teor de Ca nas raizes. Sob ML e AL, os dois componentes separaram
os tratamentos de N. O cultivo com NHs" nessas luminosidades foi correlacionado
principalmente com Amax M, Amax MD, gs MD, e teores de aminoécidos ¢ Fe nas folhas,
enquanto o cultivo com NOs™ foi correlacionado principalmente com R/PA, PSLetr, ETRmax,

NPQ, e teores de ART, Zn e Mg nas raizes e de dienos, K e Ca nas folhas.
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Figura 6 Analise de componentes principais (PCA), com todas as variaveis
utilizadas no estudo, de mudas de Cecropia pachystachya (Cp; A), Guarea
kunthiana (Gk; B) e Cariniana estrellensis (Ce; C) cultivadas com NOs™ ou NH4",

sob

baixa

(BL),

média

(ML)

ou

alta

luminosidade.
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Discussao

Os efeitos das diferentes fontes de N no crescimento das plantas variam de acordo com
a espécie em questdo e com fatores ambientais, como intensidade luminosa, temperatura,
concentracdo de N e pH do meio (Sétien et al., 2013; Pifiero et al., 2018; Debiasi et al., 2021).
Quanto a intensidade luminosa, nas espécies avaliadas no presente estudo, os resultados
sugerem que, quando o crescimento ¢ limitado pela luz (BL), as fontes de N (NO3™ ou NH4")
ndo interferem tanto nas variaveis fotossintéticas quanto nas bioquimicas. Porém, com o
aumento de luminosidade, comparado ao NOj, o NH4" passa a inibir (ou inibir mais
fortemente) o crescimento, seja pela diminuicdo da fotossintese (C. pachystachya e G.
kunthiana) ou por outros mecanismos, como uma possivel imposi¢cdo de um gasto energético
maior com mecanismos de tolerancia ao NH4" (C. estrellensis).

Sob sombreamento intenso (BL), os efeitos da fonte de N s@o pouco perceptiveis, ja
que todas as espécies apresentaram crescimento similar (MST e AF) com NOs™ ou NHy',
sendo o crescimento limitado principalmente pela intensidade luminosa. As variaveis
fotossintéticas e bioquimicas foram mais influenciadas pela fonte de N e/ou pela intensidade
luminosa do que pela interacdo entre os dois fatores. As varidveis que tiveram efeitos da
interagdo fonte de N x intensidade luminosa, em geral, ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos de N sob BL, indicando que as respostas contrastantes
foram verificadas em tratamentos de maior luminosidade. Isso ¢ perceptivel na PCA, em que
os tratamentos de N ficam préximos sob BL, e tendem a se separar sob ML a AL nas trés
espécies.

Sob BL, mudas de G. kunthiana apresentaram maior taxa fotossintética ao meio dia
(Amax MD) quando cultivadas com NH4", sem resultar em ganho de massa seca, mas
induzindo o aumento de Ny nas folhas. Isso demonstra efeitos positivos do NH4" para essa
espécie sob BL, luminosidade comum ao sub-bosque onde essa espécie ¢ encontrada. Outro
resultado relevante é o fato de as mudas de G. kunthiana ndo acumularem NH4" nas raizes e
folhas sob BL, o que foi observado nas raizes e folhas de C. pachystachya e nas raizes de C.
estrellensis, independentemente da luminosidade. Isso pode ser importante a tolerancia ao
NHs" de G. kunthiana sob sombreamento, evitando niveis toxicos desse cation em seus
tecidos, como observado em Arabidopsis thaliana (Hachiya et al., 2021).

Sob luminosidade mais intensa (ML e AL), houve restricao do crescimento das mudas
das trés espécies no cultivo com NH4", em comparagdo com o NOs". Enquanto o aumento de
luminosidade estimulou o crescimento das mudas cultivadas com NO3™ nas trés espécies, em

C. pachystachya e G. kunthiana, as mudas tratadas com NHy4" e cultivadas sob ML e AL ndo
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superaram o crescimento sob BL, mostrando efeito negativo dessa fonte de N sob maiores
luminosidades. A andlise feita ao meio dia apontou diminui¢do da assimilagdo de CO2 (Amax
MD) no cultivo com NHs" sob ML (em C. pachystachya e G. kunthiana) ¢ AL (em C.
pachystachya), o que nao ocorreu no periodo da manha (Amax M), indicando que os efeitos
negativos do cultivo com NHs" devem ter sido mais severos em horarios de luminosidade
mais intensa. Ja as mudas de C. estrellensis cultivadas com NH4" cresceram mais sob ML e
AL do que sob BL, mas ndo atingiram o crescimento das mudas tratadas com NO3", mesmo
que sua assimilagdo de CO2 (4max M € Amax MD) tenha sido maior no tratamento com NHy4",
independentemente da luminosidade.

Mudas de C. pachystachya, sob ML e AL, além de apresentarem forte redugdo do
crescimento com NHy4', acumularam menos Ny nas raizes (e folhas, apenas sob ML) e
investiram menos no crescimento de raiz em relagdo a parte aérea, em comparagdo com
plantas cultivadas com o NO3". Sob ML e AL, as andlises fotossintéticas mostraram que o
cultivo com NH4" levou a diminui¢do da gs MD, gm € &, mas nio da Amax,coz (assimilagdo sob
saturagdo de CO»), indicando que a fotossintese foi limitada pelo CO> nessa espécie.
Geralmente, a queda gm € associada a alta espessura das paredes celulares e a diminui¢dao da
area de superficie de cloroplastos exposta aos espagos intercelulares, o que diminui a difusao
de CO> aos cloroplastos (Gao et al., 2020). A limitacdo estomatica (Ls) também foi maior nas
mudas tratadas com NHs", independentemente da luminosidade. Torralbo et al. (2019)
demonstraram que a reducdo da condutancia estomatica pode ser um mecanismo que diminui
a translocagdo ascendente de NH4" pelo fluxo transpiratorio, evitando seu acimulo nas folhas.
A limitagcdo estomatica, somada a reducdo da clorofila total, pode ter levado a queda da
assimilacdo de CO; ao meio dia e contribuido para o menor crescimento das plantas com
NH4". Apesar do menor desvio de energia para a fotossintese, as varidveis de estresse
oxidativo (dienos conjugados e H>O») e a F\/Fo ndo foram influenciadas pela fonte de N nessa
espécie, o que indica que a redugdo do crescimento nao foi associada a fotoinibi¢do e a danos
oxidativos.

Os niveis de aminoacidos nas folhas de C. pachystachya foi cerca de trés vezes maior
em plantas tratadas com NH4", sob ML e AL, e nas raizes foi maior no cultivo com NH4",
independentemente da luminosidade, ou seja, uma demanda muito maior de fotoassimilados e
energia, em relagdo ao tratamento com NOs™. De fato, a tolerancia ao NH4" como fonte unica
de N geralmente envolve sua rapida assimilacdo em aminoécidos, processo que demanda
energia e pode causar redu¢do da biomassa (Liu e von Wiren, 2017; Vega-Mas et al., 2019).

Debiasi et al. (2021) observaram que C. pachystachya apresenta alta plasticidade no uso de
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NOs e NH4", sendo que o aumento de luminosidade estimula a assimilagdo do N de ambas as
fontes, nas raizes e folhas, quando cultivadas com nitrato de amoénio (NH4NO3). Os resultados
observados no presente estudo corroboram a alta capacidade de assimilagao de N nas raizes e
folhas em C. pachystachya. Em suma, o menor crescimento das mudas cultivadas com NH4"
sob ML e AL deve ser, parcialmente, da menor assimilagdo liquida de CO2 por unidade de
area foliar (causada por limitagdes nas condutdncias estomatica e do mesofilo) e da alta
demanda de C e energia para assimilar o N do NH4+" em aminoécidos.

Em G. kunthiana, a diminui¢do do crescimento no cultivo com NHs" sob ML e AL
também pode estar, em parte, associada a inibi¢do da fotossintese, o que corrobora com 0s
estudos de Britto e Kronzucker (2002) e Esteban et al. (2016). A Amax M foi menor em mudas
cultivadas com esse cation, especialmente nas maiores luminosidades. O cultivo com NH4"
também levou a diminuicao da o, ETRmax € PSL, ¢ a depressao fotossintética ao meio dia
(Amax MD) sob ML, bem como a diminui¢do da Amax,co2, &, Vemax € J sob AL. A limitagdo do
transporte de elétrons (ETRmax € J) ou da carboxilagdo da rubisco (g, Vemax) devem estar
associadas a diminuicdo da assimilacdo de CO., contribuindo para a diminui¢ao do ganho de
massa nas mudas dessa espécie. Diferentemente de C. pachystachya, a limitagdo da
fotossintese em G. kunthiana nao foi resultado da limitacdo estomatica ou da condutancia do
mesofilo, ou seja, da falta de COa, ja que a gs, Ci € gm ndo diminuiram no tratamento com
NH4". Uma possibilidade para a diminui¢do da fotossintese é a ocorréncia de danos oxidativos
nas folhas (Ortigosa et al., 2020), j4 que mudas tratadas com NH4" apresentaram aumento de
dienos conjugados na folha. Na PCA, ambos os marcadores de estresse oxidativo na folha se
correlacionaram negativamente com os tratamentos de BL e positivamente com os
tratamentos de NH4" sob ML e AL. Contudo, é importante notar que ndo houve diminuigdo da
Fy/Fo em funcdo da fonte de N, indicando que a redugdo da assimilacio de CO:2 ndo estd
relacionada ao comprometimento do fotossistema II.

Independentemente da luminosidade, as mudas de G. kunthiana tratadas com NH4"
apresentaram maior teor de aminoacidos nas raizes e folhas. A menor concentracdo de
agucares soluveis sob ML e AL nas raizes (ART R), e ndo nas folhas, no cultivo com NH4",
sugere maior desvio de esqueletos de C para assimilagdo do NH4", principalmente nas raizes,
como observado no trigo (Triticum aestivum L.), espécie tolerante ao NH4" (Vega-Mas et al.,
2019). De maneira geral, esses resultados sugerem que o menor ganho de biomassa por mudas
de G. kunthiana tratadas com NH4" sob ML e AL ocorreu devido a limitagdo da fotossintese e

ao alto consumo de C para assimilar o NH4" (Vega-Mas et al., 2019).
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Quando tratada com NH4NOs3, mudas de G. kunthiana praticamente nao usam NOj3"
sob sombreamento profundo, utilizando preferencialmente o NH4", que é assimilado nas
raizes (Debiasi et al., 2021). Sob maior luminosidade, as mudas mantém a assimilacdo de
NH4" nas raizes e também passam a assimilar o NOj3", principalmente nas folhas (Debiasi et
al., 2021). Dessa forma, a expectativa era de que, sob BL, as mudas dessa espécie crescessem
mais com NH4", pois assimilagdo do N a partir desse cation envolve duas etapas metabolicas a
menos que gastam energia, catalisadas pelas enzimas nitrato redutase e nitrito redutase
(Hachiya e Sakakibara, 2017). Porém, o gasto energético para ndo acumular NHs" nos tecidos
(pela assimilagdo em aminoacidos) deve ter sido alto o suficiente para equiparar ao uso do
NO3™ sob BL. Mesmo assim, como ressaltado anteriormente, G. kunthiana apresentou
marcadores de tolerancia no cultivo com NH4" sob BL, como maior Amax MD, Niot nas folhas
e baixa concentra¢do de NH4" nas folhas.

Cariniana estrellensis foi a Unica espécie que nao teve a area foliar influenciada
negativamente pelo NHs" sob maiores luminosidades. Além disso, a redu¢do da MST pelo
NH4" sob ML e AL foi menor do que nas demais espécies. Apesar do menor crescimento com
NH4" sob ML e AL, em relagdo ao NOj3", as mudas apresentaram maior assimilagio de CO>
(Amax) e eficiéncia do fotossistema II (F./Fo), tanto no periodo da manha, quanto ao meio dia,
independentemente da luminosidade. Isso indica que o crescimento ndo foi limitado pela
fotossintese no tratamento com NH4", diferentemente das demais espécies. Além disso, foi a
Gnica espécie que ndo teve o teor de clorofilas diminuido no tratamento com NH4' e,
possivelmente devido a maior fotossintese nesse tratamento, teve uma menor necessidade de
dissipacdo de energia na forma de calor (menor NPQ). O aumento da fotossintese pode
favorecer a tolerdncia ao NH4" ao fornecer mais esqueletos de C para sua assimilagdo (Ariz et
al., 2011; Sétien et al., 2013; Gonzéalez-Moro et al. 2021). Um dos principais mecanismos de
tolerdncia ao NH4" é sua rapida assimilagdo em moléculas organicas na raiz. Para isso, ha alta
demanda de C, proveniente do ciclo dos acidos tricarboxilicos e das rotas anapleroticas
associadas a esse ciclo, sendo um dos principais fatores que causam restricdo do crescimento
vegetal (Vega-Mas et al., 2019; Gonzalez-Moro et al., 2021; Tian et al., 2021).

Quando ambas as fontes de N estdo disponiveis (NHsNO3), C. estrellensis usa
preferencialmente o NHy", assimilando-o na raiz, mesmo quando a luminosidade aumenta,
mas também ¢ capaz de aumentar a assimilagdo de NO3™ nas folhas quando a intensidade
luminosa é maior (Debiasi et al., 2021). De fato, o NH4" levou a alta assimila¢gio em
aminoacidos nas raizes, levando ao maior consumo de ART, o que pode ter causado a

diminui¢do de massa seca na raiz, em relagdo a parte aérea (reducdo da razao R/PA) e
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contribuido para o menor crescimento nesse tratamento. Das trés espécies estudadas, C.
estrellensis foi a mais tolerante ao cultivo com NH4" € a Unica a apresentar maior crescimento
sob ML e AL, em relacdo a BL, com essa fonte de N. Parte dessa tolerancia deve ser
resultante da elevada assimilacdo de NH4" nas raizes e baixo acimulo desse cation nas folhas,
orgdo considerado mais sensivel ao acumulo deste cation (Hachiya et al., 2021). Mesmo
assim, comparado ao uso do NOj3, o uso de NH4" como fonte unica de N inibiu seu
crescimento sob maiores luminosidades. Assim, o efeito negativo do NH4" sob seu
crescimento sob ML e AL deve ter sido resultante do maior dreno energético para a
assimila¢do do N e, possivelmente, a mecanismos de efluxo de NH4", que também consomem
energia (Bittsanszky et al., 2015) e podem ter contribuido para a diminuicdo da massa seca
nas trés espécies estudadas.

Além dos efeitos que o NH4" pode ter sobre a fotossintese € no uso de C, o desbalango
idnico é apontado como uma das principais causas da toxicidade do NH4", pois os cations
podem competir pelo mesmo canal, havendo a diminui¢do da entrada de outros cations,
principalmente o potassio (K*), na presenca de alta concentra¢do de NH4" (Ariz et al., 2011;
Esteban et al., 2016). O cultivo com NH4" levou a diminui¢do nas concentra¢des de célcio nas
raizes (nas trés espécies) e folhas (C. estrellensis), de potassio nas raizes (C. pachystachya e
G. kunthiana) e de manganés nas raizes (nas trés espécies) e folhas (C. pachystachya e G.
kunthiana). Esses resultados sdo similares aos encontrados por Siddige et al. (2002) em
Lycopersicon esculentum L. (tomateiro), por Kowalska e Sady (2012) e Pifiero et al. (2018)
em Capsicum annuum L. (pimentdo) e por de la Pena et al. (2019) em Brachypodium
distachyon (L.) P. Beauv., e devem ter influenciado o crescimento das plantas nesses estudos.
Weng et al. (2020) demonstraram que a diminui¢do do potéssio nas plantas ¢ uma das causas
do menor crescimento no cultivo com NH4", o que explica o fato de C. estrellensis, espécie
que teve seu perfil nutricional menos afetado pelo NH4", principalmente o potassio, ser mais
tolerante a0 NHs" em comparagdo as outras espécies. Na planta aquatica Landoltia punctata
(G. Mey.) Les & D. J. Crawford, espécie tolerante ao NH4", o aumento da expressio de genes
relacionados ao transporte de K™ evitou a deficiéncia desse cation (Tian et al., 2021).

Em sintese, em todas as espécies, a baixa luminosidade limitou a fotossintese e o
crescimento das mudas, mas apenas sob maiores luminosidades os efeitos negativos do NH4"
foram perceptiveis. Provavelmente, nas trés espécies, o custo energético para bombear NH4"
para fora do citosol e o aumento da assimilagio do NH4" foram causas importantes da
diminui¢io da biomassa, sendo mecanismos comuns na resposta ao cultivo com NH4" (Britto

e Kronzucker, 2002; Esteban et al., 2016; Gonzalez-Moro et al., 2021). Além desses efeitos,
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C. pachystachya e G. kunthiana tiveram queda da fotossintese, sob ML e AL por limitagdes
diferentes causadas pelo NH4'. A espécie que demonstrou maior tolerdncia ao NH4" sob
maiores luminosidades (C. estrellensis) nao teve sua fotossintese limitada por essa fonte de N.
Ja o cultivo com NO3™ propiciou maior acumulo de biomassa (e em alguns casos, de Niot) nas
plantas sob maiores luminosidades, nas trés espécies. Dessa forma, tendo em vista
principalmente o crescimento e fotossintese das mudas sob baixa luminosidade, ndo ¢
possivel afirmar que o cultivo com NO3™ foi desfavoravel ao seu desenvolvimento, sendo que
a luz limitou o crescimento de maneira similar em ambos os tratamentos de N. Com o
aumento da intensidade luminosa, o cultivo com NQOs3™ foi favoravel ao desenvolvimento das

mudas, em comparagio ao NHy4".
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., . Cp Gk Ce
Variavel Efeito
F P F P F P
Luz 6,718 0,002 3,502 0,037 24,940 0,000
AF N 34,987 0,000 21,041 0,000 0,496 0,484
LuzxN 24,815 0,000 5,421 0,007 0,814 0,449
Luz 68,051 0,000 26,810 0,000 49,183 0,000
Crescimento MST N 93,687 0,000 21,725 0,000 12,090 0,001
Luz xN 34,281 0,000 8,104 0,001 5,487 0,043
Luz 16,569 0,000 0,732 0,486 9,800 0,000
R/PA N 24,179 0,000 2,272 0,137 7,947 0,007
Luz x N 5,666 0,006 0,229 0,796 3,104 0,054
Luz 53,685 0,000 2,206 0,121 0,741 0,481
AnaxM N 5,695 0,021 4,626 0,036 6,049 0,017
Luz x N 1,973 0,150 0,543 0,584 0,041 0,960
Luz 8,616 0,001 3,266 0,047 0,210 0,811
M N 9,362 0,004 0,124 0,727 2,754 0,103
Luz xN 0,943 0,396 0,301 0,741 1,133 0,330
Luz 8,428 0,001 2,477 0,094 0,707 0,497
Fotossintese GM N 9,344 0,004 5,875 0,019 0,609 0,439
Luz xN 0,530 0,592 0,662 0,520 1,837 0,169
Luz 63,339 0,000 1,135 0,329 2,941 0,062
Amax MD N 17,749 0,000 0,004 0,950 5,961 0,018
LuzxN 5,795 0,040 11,418 0,000 0,680 0,511
Luz 35,111 0,000 0,339 0,714 2,704 0,077
gs MD N 29,973 0,000 1,155 0,287 9,149 0,004
Luz x N 4,483 0,016 7,523 0,001 2,022 0,143

Tabela S1. Continua.
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., . Cp Gk Ce
Variavel Efeito
F P F P F P
Luz 1,594 0,213 2,593 0,084 1,497 0,234
CiMD N 15,235 0,000 0,060 0,808 0,005 0,942
LuzxN 0,110 0,896 1,239 0,298 1,898 0,161
Luz 15,193 0,000 16,787 0,000 2,505 0,091
Fotossintese F.//FoM N 3,349 0,073 0,223 0,639 4,388 0,041
LuzxN 1,215 0,305 0,385 0,682 0,001 0,999
Luz 28,231 0,000 42,767 0,000 140,758 0,000
F./Fo MD N 3,734 0,059 0,219 0,642 28,817 0,000
LuzxN 3,115 0,052 0,230 0,795 3,128 0,052
Luz 173,866 0,000 1,059 0,359 50,103 0,000
Amax,co2 N 28,960 0,000 14,074 0,001 2,290 0,139
LuzxN 6,157 0,006 5,160 0,012 0,199 0,821
Luz 24,187 0,000 1,424 0,256 3,977 0,028
E N 7,732 0,009 6,967 0,013 0,113 0,739
LuzxN 6,748 0,004 8,719 0,001 0,062 0,940
Luz 1,661 0,208 1,364 0,271 5,357 0,010
Curvas A4-C; 8Sm N 17,341 0,000 0,344 0,562 3,773 0,061
Luz x N 13,163 0,000 2,264 0,121 5,603 0,008
Luz 56,041 0,000 5,573 0,009 20,950 0,000
Vemax N 11,770 0,002 5,240 0,029 0,145 0,705
LuzxN 0,416 0,663 3,690 0,037 0,799 0,458
Luz 109,118 0,000 5,776 0,008 35,687 0,000
J N 9,360 0,005 3,738 0,063 0,578 0,452
LuzxN 0,192 0,826 3,597 0,040 0,844 0,439

Tabela S1. Continua.
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., . Cp Gk Ce
Variavel Efeito
F P F P F P
Luz 138,641 0,000 8,274 0,001 52,030 0,000
TPU N 9,119 0,005 4,207 0,049 6,877 0,013
LuzxN 0,518 0,601 2,755 0,080 1,326 0,279
Luz 5,627 0,009 14,437 0,000 24,552 0,000
Curvas A4-C; Ry N 6,575 0,016 2,554 0,121 8,056 0,007
LuzxN 2,248 0,124 0,233 0,794 0,826 0,446
Luz 8,358 0,002 1,237 0,304 2,156 0,131
Ly N 19,103 0,000 0,540 0,468 3,460 0,071
LuzxN 1,332 0,281 0,472 0,628 0,381 0,686
Luz 12,396 0,000 3,684 0,037 0,318 0,730
A N 4,038 0,054 6,973 0,013 0,034 0,856
LuzxN 1,796 0,183 11,666 0,000 3,556 0,059
Luz 38,836 0,000 1,074 0,355 4,131 0,026
ETRnax N 8,114 0,008 1,915 0,177 3,141 0,086
Curvas de LuzxN 3,398 0,047 12,937 0,000 2,252 0,123
resposta a luz Luz 15,123 0,000 0,943 0,401 6,632 0,004
PSLerr N 6,799 0,014 0,619 0,437 10,284 0,003
Luzx N 0,662 0,523 4,128 0,026 5,098 0,013
Luz 4,443 0,021 5,404 0,010 0,555 0,580
NPQ N 1,765 0,194 0,000 0,995 8,056 0,008
LuzxN 1,421 0,258 0,475 0,627 1,841 0,176
Luz 1,142 0,338 23,052 0,000 1,087 0,355
Bioquimica ART raiz N 4,104 0,056 23,177 0,000 7,213 0,014
LuzxN 0,970 0,395 10,246 0,001 1,616 0,221

Tabela S1. Continua.
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., . Cp Gk Ce
Variavel Efeito
F P F P F P

Luz 0,289 0,752 1,176 0,326 0,956 0,399

Aminoacidos raiz N 6,143 0,043 21,331 0,000 63,150 0,000

LuzxN 1,736 0,199 1,277 0,298 1,188 0,323

Luz 8,029 0,002 9,805 0,001 0,050 0,952

NH," raiz N 69,113 0,000 52,907 0,000 41,449 0,000

LuzxN 2,530 0,101 6,634 0,005 0,310 0,737

Luz 34,500 0,000 4,509 0,022 21,228 0,000

ART folha N 18,629 0,000 9,808 0,005 0,620 0,439

LuzxN 3,290 0,055 1,659 0,212 1,879 0,175

Luz 4,563 0,021 8,440 0,002 8,440 0,002

Aminoacidos folha N 83,658 0,000 43,943 0,000 43,943 0,000

S, Luz x N 4,579 0,021 3,415 0,050 3,415 0,050

Bioquimica

Luz 6,984 0,004 8,990 0,001 12,554 0,000

NH,4" folha N 16,481 0,000 18,330 0,000 0,345 0,563

LuzxN 2,700 0,088 4,218 0,028 4,721 0,020

Luz 1,718 0,211 41,654 0,000 4,570 0,022

Chl N 4,786 0,044 7,852 0,010 3,790 0,064

Luzx N 3,148 0,070 0,100 0,905 1,651 0,215

Luz 17,902 0,000 1,240 0,313 42,522 0,000

Niot raiz N 10,529 0,004 0,054 0,818 0,242 0,629

LuzxN 4,610 0,024 10,086 0,001 3,866 0,040

Luz 37,551 0,000 27,510 0,000 21,091 0,000

Niot folha N 43,928 0,000 8,369 0,010 7,286 0,017

LuzxN 11,508 0,001 6,642 0,007 19,299 0,000

Tabela S1. Continua.
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., . Cp Gk Ce

Variavel Efeito I P I P I P
Luz 2,307 0,128 4,206 0,044 17,940 0,000
Caraiz N 14,660 0,001 292,200 0,000 27,620 0,000
Luz x N 0,120 0,888 16,260 0,001 1,452 0,267
Luz 3,491 0,073 2,939 0,079 0,460 0,640
Cu raiz N 149,700 0,000 65,780 0,000 2,797 0,115
Luz x N 1,942 0,178 1,888 0,180 3,500 0,059
Luz 61,910 0,000 0,423 0,661 1,242 0,314
Fe raiz N 50,620 0,000 1,382 0,255 1,315 0,267
Luz xN 8,608 0,002 0,654 0,532 0,203 0,818
Luz 9,688 0,002 4,025 0,036 0,172 0,844
K raiz N 22,920 0,000 17,960 0,000 0,233 0,637
Nutrientes Luz x N 1,726 0,208 1,388 0,275 1,119 0,354
Luz 1,131 0,352 22,730 0,000 0,167 0,848
Mn raiz N 12,940 0,003 422,800 0,000 37,600 0,000
Luz x N 0,677 0,525 22,880 0,000 0,715 0,506
Luz 48,860 0,000 2,368 0,126 0,395 0,683
Mg raiz N 244,100 0,000 217,100 0,000 12,490 0,005
Luz x N 15,850 0,000 6,399 0,009 2,688 0,112
Luz 51,220 0,000 0,975 0,405 2,186 0,149
Zn raiz N 629,500 0,000 0,222 0,646 2,253 0,156
Luz xN 4,734 0,023 0,049 0,952 2,621 0,108
Luz 2,654 0,101 1,216 0,320 2,605 0,102
Ca folha N 0,782 0,390 0,768 0,392 7,365 0,014
Luz x N 0,807 0,464 1,446 0,262 2,544 0,106

Tabela S1. Continua.
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Variavel Efeito o Gk Ce

F P F P F P
Luz 4,983 0,019 12,870 0,000 0,795 0,467
Cu folha N 0,296 0,593 9,305 0,007 0,781 0,389
Luz x N 0,261 0,773 3,181 0,067 1,785 0,196
Luz 0,515 0,606 0,735 0,496 2,969 0,077
Fe folha N 0,317 0,580 6,522 0,022 5,247 0,034
Luz x N 0,309 0,738 5,665 0,015 0,421 0,663
Luz 0,017 0,983 1,933 0,174 0,894 0,427
K folha N 1,578 0,225 3,357 0,084 1,457 0,243
Nutrientes Luz x N 1,086 0,359 5,981 0,010 0,509 0,609
Luz 3,865 0,051 3,256 0,052 2,969 0,077
Mn folha N 23,640 0,000 32,710 0,000 1,291 0,271
Luz x N 1,114 0,360 3,341 0,060 2,720 0,093
Luz 1,242 0,314 0,995 0,389 0,866 0,438
Mg folha N 1,315 0,267 0,934 0,347 0,658 0,428
Luz x N 0,203 0,818 1,091 0,357 1,898 0,179
Luz 1,842 0,187 2,539 0,107 2,108 0,151
Zn folha N 3,362 0,083 1,291 0,271 4,957 0,039
Luz x N 0,220 0,804 0,080 0,924 0,149 0,863
Luz 0,192 0,827 0,154 0,858 4,065 0,031
Dienos raiz N 0,018 0,894 9,503 0,005 5,242 0,032
Estresse Luz xN 0,265 0,769 0,001 0,999 0,849 0,441
oxidativo Luz 13,780 0,000 1,376 0,272 1,452 0,255
H,0; raiz N 1,572 0,224 6,778 0,016 14,348 0,001
Luz xN 0,873 0,432 0,794 0,464 3,248 0,057

Tabela S1. Continua.
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Variavel Efeito o Gk Ce

F P F P F P
Luz 27,308 0,000 3,970 0,033 33,861 0,000
Dienos folha N 1,367 0,255 4,397 0,047 16,303 0,001
Estresse Luzx N 0,203 0,818 0,005 0,995 6,720 0,005
oxidativo Luz 57,490 0,000 7,119 0,004 70,398 0,000
H>O; folha N 3,002 0,097 2,594 0,121 3,801 0,063
Luz x N 0,373 0,693 1,013 0,379 16,207 0,000

Tabela S1. Valores de F ¢ P da analise de varidncia (ANOVA) de dois fatores (fonte de N e luz) com as variaveis utilizadas no estudo.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os resultados encontrados indicaram que a intensidade luminosa exerce grande
influéncia no metabolismo do N de mudas de espécies arboreas neotropicais. O aumento de
luminosidade aumenta a quantidade de N assimilado e altera o uso do N de forma diferente
em cada espécie, estimulando o uso de ambas as fontes em C. pachystachya, a assimilagdo de
NOj™ nas raizes e folhas de G. kunthiana e a assimila¢do de NH4" nas raizes ¢ de NOs3™ nas
folhas de C. estrellensis. O cultivo com NH4", como fonte tinica de N, ndo é favoravvel ao
crescimento das mudas sob maiores luminosidades, mas ndo quando a intensidade luminosa ¢
muito baixa, sendo o uso de NO3™ favoravel ao crescimento vegetal em ambientes mais
iluminados. Destaca-se a plasticidade a luz no uso do N em mudas de G. kunthiana e
reafirma-se a tolerdncia de mudas de C. estrellensis ao NH4*. Também ¢é importante ressaltar
a capacidade de C. pachystachya de intensificar a assimilagdo de ambas as fontes de N sob
alta luminosidade, e sua relativa tolerdncia ao NH4', incomum em espécies intolerantes a
sombra.

A elucidagdo do uso do N e da preferéncia por NOs™ ou NH4" ¢ a compreensdo da
toxicidade do NH4" em espécies arboreas sob diferentes intensidades luminosas sdo de suma
importancia para a restauragdo florestal e podem auxiliar na escolha de espécies para uso em
reflorestamentos, especialmente para locais com altas concentragdes de NH4". Os resultados
também evidenciam a importancia de se desenvolver estratégias de manejo que aumentem a
tolerancia de plantas ao NH4", como o tratamento com Oxido nitrico, que merece aten¢do em

estudos futuros.



