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SILVA, Rafael Caetano. Fontes inorgénicas de nitrogénio e 6xido nitrico alteram a
morfologia das raizes de espécies arbdreas neotropicais de diferentes grupos sucessionais.
2020. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A obtencdo de diferentes fontes de nitrogénio (N) a partir do solo pode causar alteragdes
morfofisioldgicas nas plantas. O oxido nitrico (NO) é conhecido por atuar como molécula
sinalizadora na regulacdo do metabolismo vegetal e da morfologia das raizes. Mesmo com a
alta demanda de mudas de espécies arbdreas neotropicais em programas de reflorestamento,
sdo raros os estudos abordando-as. Desse modo, foram utilizadas mudas de espécies pioneiras
(Cecropia pachystachya Trécul, Croton floribundus Spreng., Schinus terebinthifolius Raddi,
Solanum mauritianum Scop. e Trema micranta (L.) Blume) e n&o-pioneiras (Cabralea
canjerana (Vell.) Mart., Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg, Cariniana estrellensis
(Raddi) Kuntze, Guarea kunthiana A.Juss. e Poecilanthe parviflora Benth.), a fim de analisar
as alteracdes estimuladas pelo cultivo em nitrato (NO3) ou amdnio (NH4") sobre a morfologia
de raizes. Além disso, avaliou-se a influéncia do NO sobre a morfologia das raizes de C.
pachystachya e C. estrellensis. Para isso, realizaram-se analises de parametros morfoldgicos
(massa seca da parte aérea e raiz, numero e comprimento medio de raizes laterais,
comprimento da raiz principal, comprimento total das raizes, diametro das raizes finas,
incidéncia e comprimento de pelos absorventes) e bioquimicos (emissdo de NO, niveis de S-
nitrosotidis, malondialdeido (MDA) e perédxido de hidrogénio (H202)). O cultivo hidropdnico
das mudas foi efetuado em casa de vegetacéo, utilizando solugdes nutritivas contendo 2 mM
de NO3™ ou NH4", com duracdo média de 30 dias. Para a analise do efeito do NO, utilizaram-
se 10 uM e 100 pM de S-nitrosoglutationa (GSNO), um doador de NO, ou 1 uM de PTIO,
um sequestrador de NO. O cultivo com NOs resultou em maiores massas secas de raiz e parte
aérea, assim como maior comprimento total das raizes, de todas as espécies pioneiras,
indicando grande preferéncia por essa fonte de nitrogénio. Levando em consideracdo 0s
mesmos parametros, houve variacdo na resposta das espécies ndo-pioneiras as diferentes
fontes de N, sendo possivel observar para a maioria delas diferencas menos acentuadas. Para
0s parametros relacionados as raizes laterais e pelos absorventes, observaram-se
comportamentos espécie-especificos, ndo seguindo um padrdo quanto ao grupo pertencente.
Utilizando C. pachystachya e C. estrellensis, observou-se que os niveis de MDA e H202 ndo
se alteraram em ambas as espécies sob as diferentes fontes de N, sugerindo que ndo héa
toxicidade nesses cultivos ou que essa ndo esta relacionada com o estresse oxidativo. Por
outro lado, o cultivo com NOgz resultou em maior emissdo de NO pelas raizes de ambas as
espécies. Ja os niveis radiciais de S-nitrosotiois foram maiores sob cultivo com NO3s™ apenas
na espécie pioneira. A resposta das mudas cultivadas com NH4" ao tratamento com GSNO
também se mostrou ser espécie-especifica. Cecropia pachystachya foi mais responsiva a
aplicacdo de GSNO do que C. estrellensis, tendo seu crescimento favorecido pela menor dose
de doador de NO. No entanto, o tratamento de plantas sob NOs com o sequestrador de NO
levou a efeitos pontuais, ndo mimetizando o fendtipo de plantas cultivadas com NH.".
Observa-se, desse modo, que tanto as fontes de N quanto o NO podem alterar a morfologia
das raizes de mudas de espécies arbOreas neotropicais e que essas respostas ndo
necessariamente estdo relacionadas ao grupo sucessional pertencente.

Palavras-chave: = Metabolismo de nitrogénio. Cultivo hidropbnico. Mata Atléntica.
Pioneiras. Ndo-Pioneiras.



SILVA, Rafael Caetano. Inorganic nitrogen sources and nitric oxide alter the root
morphology of neotropical tree species of different successional groups. 2020. 69 p.
Dissertation (Master’s Degree Dissertation) — State University of Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Nitrogen (N) acquisition from different sources in the soil may cause morphophysiological
alteration in plants. Nitric oxide (NO) is known for act as a signaling molecule regulating
plant metabolism and root morphology. Despite their importance in reforestation programs,
studies using neotropical tree species from different ecological successional groups are scarce.
Thereby, we used seedlings of pioneer species (Cecropia pachystachya Trécul, Croton
floribundus Spreng., Schinus terebinthifolius Raddi, Solanum mauritianum Scop. e Trema
micranta (L.) Blume) and non-pioneer species (Cabralea canjerana (Vell.) Mart.,
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg, Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, Guarea
kunthiana A.Juss. e Poecilanthe parviflora Benth.), in order to analyze the effects of nitrate
(NO3’) or ammonium (NH4") cultivation on root morphology. We also evaluated the NO
influence in C. pachystachya and C. estrellensis root morphology. We analyzed
morphological (root and shoot dry matter, number and mean length of lateral roots, primary
root length, total length of root, fine root diameter, root hair incidence and length) and
biochemical parameters (NO emission, levels of S-nitrosothiols, malondialdehyde (MDA),
and hydrogen peroxide (H20)). Seedlings were grown hydroponically in a greenhouse, using
a nutrient solution containing 2 mM of NOz™ or NH4", for about 30 days. To evaluate the NO
effect, we used 10 and 100 uM of the NO donor S-nitrosoglutathione (GSNO) or 1 uM of the
NO scavenger PTIO. NOs™ cultivation resulted in higher root and shoot dry matter, as well as
higher total length of root, of all pioneer species, showing their preference for this N source.
We also observed variation among species of non-pioneer group with these same parameters,
having less significant alterations than in pioneer species. Species-specific responses were
observed in lateral roots and root hair parameters, not following a pattern within each group.
Using C. pachystachya and C. estrellensis we did not observe any alterations in MDA and
H20- levels in response to N source, suggesting the absence of toxicity or that is not related to
oxidative stress. NO3™ cultivation led to higher NO emission in both species. On the other
hand, root RSNO levels were higher only in pioneer species. Seedlings response to NH4"
cultivation with GSNO also seems to be species-specific. Cecropia pachystachya was more
responsive to GSNO application than C. estrellensis, being benefited by the lowest dose.
However, NOs™ plants treated with NO scavenger had punctual effects, not mimicking the
phenotype of NHs*-grown plants. Overall, both N sources and NO can alter the root
morphology in seedlings of neotropical tree species and these are not necessarily related to
ecological successional group belonging

Keywords: Nitrogen metabolism. Hydroponic cultivation. Atlantic Forest. Pioneer Species.
Non-pioneer Species.
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1 INTRODUCAO GERAL

O avanco econdmico e populacional tem causado severa degradacdo de
ambientes florestais, dando-se na maioria dos casos pelo desmatamento (NGWIRA;
WATANABE, 2019). Naturalmente, eventos esporadicos podem levar a queda de
determinadas espécies vegetais, possibilitando a substituicdo por outras espécies e isso é
conhecido como sucessdo ecoldgica (CLEMENTS, 1916). O desmatamento por outo lado
consiste em uma pratica antropogénica e sua grande incidéncia tem levantado a atencdo
acerca da necessidade de estratégias para reduzir os casos ou amenizar os efeitos causados por
tal ato (CHAKRAVARTY et al, 2012). Mesmo apresentando grande riqueza em
biodiversidade animal e vegetal, os indices de desmatamento e modificacbes em ambientes
naturais florestais sdo extremamente expressivos no Brasil (CHAKRAVARTY et al., 2012,
LE; SMITH; HERBOHN, 2014).

Devido a grande intervencdo humana em ambientes florestais, tem crescido
também a pratica do reflorestamento com o objetivo de mitigar os impactos causados pela
degradacdo ambiental, como perda de biodiversidade animal e vegetal, assim como impedir o
avanco dos danos ambientais para efeitos em grande escala, como alteracBes climaticas
(GIAM, 2017; BASTIN et al., 2019). O uso de espécies arboreas nativas do Brasil em
reflorestamentos nacionais é importante por tratar-se de espécies adaptadas as condi¢cfes
edafoclimaticas brasileiras, consequentemente 0 seu uso torna o ambiente degradado mais
préximo do original (CHECHINA; HAMANN, 2015). Dessa forma, justificam-se estudos
com mudas de arvores neotropicais para melhor entendimento de sua ecofisiologia, visando
aumentar a taxa de sucesso de programas de reflorestamento (CALDEIRA et al., 2012;
MORAIS et al., 2012). O transplante de mudas ao ambiente definitivo pode causar severo
estresse e prejudicar o crescimento do vegetal; dessa forma, conhecendo-se o ambiente e
produzindo mudas melhores aclimatadas, pode-se elevar a taxa de sucesso dessa atividade
(DAVIS; JACOBS, 2005). Apesar de sua extrema importancia para a aclimatacdo ao
ambiente, ndo é dada devida atencéo aos sistemas radiciais em mudas no transplante, devido a
dificuldade de se analisar tais estruturas.

Dentre os fatores ambientais que afetam a ecofisiologia vegetal, encontra-se
a flutuagOes nas concentragdes de determinada forma de nitrogénio (N) disponivel no solo.
Devido as diferentes estratégias evolutivas adotadas, 0s vegetais apresentam alteragdes tanto
na morfologia quanto no metabolismo, quando expostos a diferentes fontes inorganicas de N,
das quais as mais importantes sdo nitrato (NO3z) e am6nio (NHs") (ANDREWS; RAVEN;
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LEA, 2013). Em estudos com espécies modelo, como Arabidopsis thaliana e Medicago
truncatula, observou-se que o NOs induz o aumento do comprimento de raizes laterais,
enquanto o NH4" leva a uma maior incidéncia de raizes laterais, de menor comprimento
(LIMA et al., 2010; ESTEBAN et al., 2016a). Também foi observado que o aumento na
concentracdo de N, como NO3 ou NHs*, pode levar a menores comprimentos nos pelos
absorventes e maior densidade dessas estruturas em A. thaliana (VATTER et al., 2015; ZHU
et al., 2016).

Todavia, estudos com espécies arbdreas neotropicais indicam que a
utilizacdo das diferentes fontes inorgénicas de N pelas plantas pode variar conforme as suas
caracteristicas ecologicas (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019). Espécies arbdreas
pioneiras (intolerantes a sombra) apresentam preferéncia por NOs e consequentemente
possuem seu desenvolvimento prejudicado quando cultivadas com NH4*. Por outro lado,
espécies ndo-pioneiras (tolerantes a sombra) sdo mais plasticas em relagdo ao uso de N, sendo
que em algumas espécies desse grupo ndo se observa diferenca acentuada no crescimento
conforme a fonte de N (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019). Nesses trabalhos,
observou-se diferenca na morfologia das raizes em resposta ao NO3” e NH4*, porém nado foram
realizadas anélises quantitativas além da massa seca total da raiz.

Além do NOs e NH4*, o oxido nitrico (NO) pode induzir alteracfes na
morfologia das raizes (LIRA-RUAN; MENDIVIL; DUBROVSKY, 2013). O NO é um
radical livre gasoso, sendo uma espécie reativa de N (ERN) que participa como uma molécula
sinalizadora em varios processos do crescimento e desenvolvimento vegetal e na resposta a
estresses (SAHAY; GUPTA, 2017; DEL CASTELLO et al., 2019). O NO pode estimular o
alongamento de raizes seminais bem como a formacdo de raizes adventicias (SUN et al.,
2018). lgualmente, Manoli et al. (2014), fornecendo NOs  como fonte de nitrogénio,
observaram os mesmos efeitos nesses parametros, relacionando-os as rotas sinalizadoras do
NO. Sabe-se que a sintese do NO ocorre principalmente a partir de L- arginina e nitrito (NO>),
sendo esse ultimo resultante da reducdo do NOs™ pela enzima nitrato redutase (NR) (ASTIER,;
GROSS; DURNER, 2018). Desse modo, plantas submetidas a NOs como fonte de N
produzem maiores niveis de NO que as cultivadas em NH4™ (OLIVEIRA; FRESCHI; SODEK,
2013).

Apesar da alta relevancia da fonte de N e do NO na morfologia da raiz, a
literatura ainda é escassa a respeito de espécies arbéreas neotropicais, com a maior parte dos
estudos utilizando plantas modelo ou nativas de paises com clima temperado, as quais nao

refletem a realidade das espécies nativas do Brasil. Desse modo, estudos com espécies
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arboreas neotropicais sdo necessarios para 0 melhor entendimento da sua ecofisiologia e das
suas respostas as diferentes fontes inorgénicas de N e ao NO.

O presente estudo teve como objetivo geral analisar os efeitos de NO3™ e
NH4*, assim como do NO, sobre a morfologia de raizes de espécies arbdreas neotropicais
pioneiras e ndo-pioneiras. Como objetivos especificos, verificou-se se a resposta das raizes a
fonte de N varia conforme o grupo sucessional e avaliaram-se os efeitos causados pelo NO na
morfologia das raizes de plantas cultivadas com NH4*, bem como o envolvimento dessa

molécula nas respostas induzidas pelo NOs'.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 UTILIZACAO DO N PELAS PLANTAS

O N é um composto extremamente importante para os vegetais, sendo
necessario para a sintese de proteinas, nucleotideos, adenosina trifosfato (ATP), clorofilas e
horménios (KRAISER et al., 2011; SMITH, 2017). Sua presenca no solo é dada em diferentes
formas, tais como NOs,, NH4" e compostos organicos nitrogenados. As plantas respondem
diferentemente em relagdo ao seu crescimento e morfologia com base nas diferentes
concentragOes das fontes de N as quais estdo expostas (NA et al., 2014).

O NOs™ é normalmente a forma de N mais abundante em solos bem aerados,
(SMITH, 2017). Porém, em solos de florestas em estagios avancados da sucessao ecoldgica, a
concentracdo de NHs" pode ser alta devido a alteracbes no pH, temperatura e niveis de
oxigénio (BRITTO; KRONZUCKER, 2002).

O NH.* proveniente do solo é transportado por AMTs (transportadores de
amonio) e assimilado diretamente nas raizes pela via da glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT) (Fig. 1). A GS catalisa a conversdao do NHs* e glutamato a glutamina,
utilizando ATP. Em seguida, a GOGAT utiliza nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
ou ferredoxina (Fd) para converter glutamina e 2-oxoglutarato em duas moléculas de
glutamato. Além disso, esse cation ainda pode ser obtido através da fixacdo bioldgica do N2
por microrganismos simbiontes ou do solo, pela mineralizacdo do N contido na matéria
organica (HIREL et al., 2011).
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Fig. 1 — Esquema de assimilacdo de nitrato (NO3’) e ambnio (NHs") em células vegetais.
AbreviacGes: AMT, transportador de NHs"; GOGAT, glutamato sintase; GS, glutamina
sintetase; NiR, nitrito redutase; NR, nitrato redutase; NRT, transportador de NOs". Adaptado
de Lu et al. (2016).
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/ \

Proteinas Nucleotideos
Fonte: Adaptado de Lu et al., 2016

Ja a assimilacdo do NOs3™ nas plantas envolve a sua reducdo a NH4", seguida
pela assimilacéo via GS/GOGAT (Fig. 1). O NOgz™ é transportado por NRTSs (transportadores
de nitrato) e, em seguida, a enzima nitrato redutase (NR) converte 0 NO3™ a nitrito (NO2), 0
qual é reduzido a NH4" pela nitrito redutase (NiR) (LILLO, 2008).

Quando acumulado em grande quantidade, o NH4" pode causar toxicidade a
muitas espécies vegetais, fazendo-se necessdria a rapida assimilagdo desse composto
(MARINO; MORAN, 2019). Com a absor¢do do NH4" no solo, ha liberagdo de H" causando
aumento na acidificacdo do substrato, sendo esse um dos motivos associados a toxicidade do
NH4* (HELALI et al., 2010; BITTSANSZKY et al., 2015; TIAN; NIU, 2015). Além disso, 0
acimulo de NH4" pode elevar os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células
vegetais, causando estresse oxidativo e danos a biomoléculas (HUANG et al., 2013). A

toxicidade do NH4" pode estar relacionada também ao fato de esse cétion inibir a absorcéo de
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potassio (K*), magnésio (Mg?*) e calcio (Ca?") pelas raizes, causando deficiéncias nutricionais
(SZCZERBA, 2008). Observaram-se menores niveis de auxina quando plantas com
preferéncia por NOs™ sdo tratadas com NH4", influenciando parametros como o comprimento
das raizes (ESTEBAN et al., 2016b). Ainda, Li et al. (2013) observaram que o cultivo com
NH4" estimulou maior producdo de etileno em A. thaliana, levando a maior producdo de
raizes laterais.

Ao contrario do NH4", 0 NOs™ dificilmente induz sintomas de toxicidade nas
plantas. Ao ser absorvido pelas raizes, esse anion pode ser estocado ou assimilado diretamente
nesse Orgdo ou transportado para a parte aérea, onde novamente pode ser estocado ou
assimilado. Os vacuolos das células da raiz e da parte aérea sdo os principais locais em que a
planta armazena 0 NO3” (HAWKESFORD et al., 2012). A capacidade de armazenamento de
NOs" depende do gendtipo da planta e das condi¢cbes ambientais (DECHORGNAT et al.,
2010). Apesar de poder ser armazenado em altos niveis sem causar danos ao tecido vegetal, a
quantidade de energia necessaria para assimilar o NO3™ € bem mais alta que a necessaria para
assimilar o NH4*, o que pode limitar o crescimento de plantas que vivem em condicGes de
baixa luminosidade (ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013).

2.2 EFEITOS DA FONTE DE N SOBRE A MORFOLOGIA DE RAIZES

A disponibilidade de nutrientes para as plantas pode causar alteraces na
morfologia de suas raizes (GRUBER et al., 2013). Em estudos utilizando soja (Glycine max),
Arabidopsis thaliana e Medicago truncatula, observou-se que, em tratamentos com NOs", ha
maior estimulo para o alongamento das raizes laterais (LIMA et al., 2010; OLIVEIRA;
FRESCHI; SODEK, 2013; ESTEBAN et al., 2016a). Ja sob nutricdo com NH4", ha maior
quantidade de raizes laterais, mas de menor comprimento, em relacdo ao tratamento sob NO3
(LIMA et al., 2010). Esteban et al. (2016a) observaram ainda que, sob altas doses de NH4*, o
crescimento da raiz principal de M. truncatula é inibido. Portanto, a condicdo ideal para o
crescimento tanto em comprimento quanto em quantidade de raizes laterais seria na presenca
simultanea de NHs" e NOs™ (LIMA et al., 2010).

O NH4" e 0 NO3z podem influenciar o crescimento e desenvolvimento das
raizes laterais. Nessas estruturas ainda pode se ter pelos absorventes, que consistem em
expansdes das células comuns vegetais, maximizando a superficie efetiva de absorcéo de agua
e nutrientes da planta (VATTER et al., 2015). Em um estudo utilizando A. thaliana, Vatter et
al. (2015) observaram que, sob baixa concentracdo de NOs’, ha baixa densidade dos pelos

absorventes, porem, aumento no comprimento dessas estruturas. Utilizando essa mesma
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espécie, Zhu et al. (2016) observaram ainda que, quando submetida a tratamentos com altas
concentracOes de NH4", os pelos absorventes apresentaram menor comprimento em relacéo ao

tratamento com NOs".

2.3 EFeITos Do NO SOBRE A MORFOLOGIA DAS RAIZES

O NO consiste em um radical livre gasoso, sendo uma ERN que
desempenha importante papel sinalizador em processos fisiolégicos como germinagéo,
floracdo, senescéncia e resposta a estresses (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018). Pode atuar
controlando expressdo de genes e modificando a atividade de proteinas por meio de
modificacbes pds-traducionais, como a S-nitrosacdo (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018).

Estudos com espécies modelo e cultivadas, A. thaliana, arroz (Oryza
sativa), tomate (Solanum lycopersicum), Lupinus albus e milho (Zea mays), indicaram que o
NO atua positivamente na formacéo de raizes laterais e adventicias (CORREA-ARAGUNDE;
GRAZIANO; LAMATTINA, 2004; IVANCHENKO; MUDAY; DUBROVSKY, 2008;
KOLBERT; ORTEGA; ERDEI, 2010; CHEN; KAO, 2012; MENG et al., 2012). Sabe-se
ainda que esse sinalizador gasoso tem participacdo ativa na organogénese das raizes
(PAGNUSSAT; LANTERI; LAMATTINA, 2003; PAGNUSSAT et al., 2004).

Além disso, Lombardo e Lamattina (2012) observaram que o NO est
relacionado com a formacdo dos pelos absorventes em A. thaliana. Com a auséncia de NO,
obtida pelo uso de mutantes ou sequestradores de NO, observou-se crescimento irregular dos
pelos, com comprimentos e densidade desiguais quando comparados com o tipo selvagem.
Moro et al. (2017) observaram que o NO estd envolvido na cascata de sinalizacdo que leva a
formacédo de pelos absorventes induzida pela auxina. Nesse mesmo estudo, observou-se que a
aplicacdo de auxina ou de um doador de NO restaurou a formacdo de pelos em mutantes
glabros.

O papel do NO na morfologia da raiz pode estar relacionado a auxina,
atuando downstream em relacéo a esse horménio (PAGNUSSAT; LANTERI; LAMATTINA,
2003). A auxina age através do NO para ativar a proteina cinase ativada por mitdgenos
(MAPK), levando a formagao de raizes laterais (PAGNUSSAT et al., 2004), assim como a S-
nitrosacdo do receptor TIR1 pode potencializar as a¢Oes sinalizadoras da auxina (TERRILE et
al., 2012).

Em relacdo ao apice das raizes, Yemets et al. (2011) observaram que o NO
influencia o arranjo do citoesqueleto de actina, levando a alteragdes na morfologia da raiz em

resposta a estimulos ambientais. O NO também pode alterar o desenvolvimento das raizes
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pela influéncia na sintese de celulose, como foi observado em tomate por Correa-Aragunde,
Graziano e Lamattina (2004). Por fazer parte da parede celular vegetal, a alteracdo na
producdo da celulose pode modular a formacao da raiz e pelos absorventes (LOMBARDO;
LAMATTINA, 2012). Por outro lado, Yuan e Huang (2016) observaram que o acumulo de
NO ou de auxina em altas concentrag¢fes pode levar a inibicdo do alongamento das raizes.

A homeostase e a sinalizagdo do NO nos vegetais pode também depender de
outras moléculas, como os S-nitrosotiois (RSNOs) (FANCY; BAHLMANN; LOAKE, 2017).
RSNOs sdo formados pela S-nitrosacao de grupos tidis (RSH), como o presente na cisteina
(FRUNGILLO et al., 2014). Dentre os RSNOs, a S-nitrosoglutationa (GSNO), formada a
partir da S-nitrosagdo da glutationa reduzida (GSH) (Fig. 2), é o mais abundante nos tecidos
vegetais, podendo funcionar como um importante reservatorio de NO ou ter atividade
sinalizadora per se (FANCY; BAHLMANN; LOAKE, 2017). A degradacdo da GSNO a
glutationa oxidada (GSSG) e aménia (NHs) é catalisada pela enzima S-nitrosoglutationa
redutase (GSNOR), a qual tem importante papel na regulacdo dos niveis intracelulares de NO
e na modulacio da S-nitrosacdo de proteinas (FRUNGILLO et al., 2014; JAHNOVA;
LUHOVA; PETRIVALSKY , 2019).

Os mecanismos de sintese do NO em plantas sdo ainda uma questdo de
debate (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018). Além dos mecanismos relacionados a L-
arginina, o NO2" € considerado um dos principais substratos para a sintese de NO nas plantas e
se propdem varias vias de conversdo desse anion a NO. Estudos com diversas plantas
mostram o envolvimento da NR na sintese de NO (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018) (Fig.
2). Além de catalisar a reducdo do NOs  a NO>, ensaios controlados indicaram que a NR
pode reduzir o NO2 a NO (ROCKEL et al., 2002).
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Fig. 2 — Esquema simplificado da homeostase do 6xido nitrico (NO). Abreviagfes: GR —
glutationa redutase, GSH — glutationa reduzida, GSNO - S-nitrosoglutationa, GSNOR — S-
nitrosoglutationa redutase, GSSG — glutationa oxidada, NiR — nitrito redutase, NHs — amonia,
NH4* - ambnio, NO>™ - nitrito, NOs™ - nitrato, NR — nitrato redutase. Adaptado de Salgado et

al. (2013).

NO, ===p NO, mmmp NO gmmmt GSNO Wﬁ» GSSG
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Fonte: Adaptado de Salgado et al. (2013).

Pode ainda haver elevacdo na producdo de NO sob fatores estressantes
como estresse hidrico (FRESCHI et al., 2010) e temperaturas extremas (ZHAO et al., 2009).
Outras vias de reducdo do NO2" a NO incluem a cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria (WULFF et al., 2009) e a dismutagdo ndo enzimatica em pH &cido (STOHR;
ULLRICH, 2002).

Oliveira, Freschi e Sodek (2013) observaram que a producdo de NO por
raizes de soja foi maior no cultivo com NO3z™ em relacdo ao cultivo com NH4*. Igualmente,
maiores niveis de NO foram observados por Alber, Sivanesan e Vanlerberghe (2017) em
plantas de tabaco (Nicotiniana tabacum) cultivadas sob NO3™ em comparagdo as cultivadas
com NH4*. Como citado previamente, o NH4" é convertido diretamente a glutamina, nédo
disponibilizando NO2™ como substrato para a sintese de NO como observado em plantas sob
NOs". Sun et al. (2018) observaram que em plantas de arroz, os niveis de auxina e NO nas
raizes laterais e na raiz principal foram maiores em cultivo sob NOs em relagéo as plantas em
cultivo sob NH4". Ainda, esses autores sugeriram que o NO influencia a morfologia das raizes
de arroz por participar da regulacdo do transporte de auxina pelo NOs’, levando em
consideracdo a relacdo que o NO possui com 0 NOs™ através da NR.

Wang et al. (2011) utilizaram uma macréfita (Hydrilla verticilata)
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conhecida por ndo tolerar cultivo sob NH4" e reportaram que a aplicacdo de NO levou a
menores niveis de indicadores de estresse oxidativo, assim com maiores quantidade de
clorofila nessa espécie. Nesse estudo, observou-se que o NO preveniu a formacdo de EROs e
induziu as respostas antioxidantes, auxiliando na tolerancia contra os efeitos prejudiciais de
NH,4".

2.4 EFeITOS DA FONTE DE N E DO NO EM MUDAS DE ESPECIES ARBOREAS NATIVAS

A maior concentracdo da biodiversidade mundial esta presente em florestas
tropicais, as quais sofrem com elevados indices de desmatamento, causando perda de
biodiversidade, intensificacdo das mudancas climaticas e desestabilizacdo hidrica
(TRUMBORE; BRANDO; HARTMANN, 2015; GIAM, 2017; SARMENTO; FRANCA,
2018). Por esse motivo, véarios estudos vém sendo desenvolvidos para encontrar maneiras de
amenizar os impactos causados pelo desmatamento. Os programas de reflorestamento surgem
como estratégia mitigadora frequente, considerando a necessidade da restauracdo das areas
degradadas (CHAKRAVARTY et al., 2012).

Com o objetivo de aproximar o ambiente reflorestado do original,
frequentemente sdo utilizadas mudas de espécies arboOreas nativas, aumentando assim a
demanda por elas e justificando estudos ecofisioldgicos para melhor compreensdo das
estratégias evolutivas por elas adotadas (KELLER et al., 2009; MORAIS et al., 2012). A
utilizacdo de mudas em estudos ecofisiol6gicos possibilita se observar caracteristicas no
crescimento de espécies arboreas, sendo importante devido as diferentes alteracdes
estimuladas por diferentes substratos na morfologia de raiz e/ou parte aérea nesses vegetais
(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013). Apesar disso, estudos com enfoque nos efeitos da fonte
de N e do NO em mudas de espécies arboreas neotropicais sao pouco frequentes.

Trabalhos recentes de nosso grupo de pesquisa demonstraram que mudas de
espécies arbdreas neotropicais pioneiras apresentam preferéncia por NO3s", sendo altamente
capazes de assimila-lo nas folhas. Em contrapartida, elas tém o crescimento prejudicado na
presenca de NH4* como fonte de N. JA mudas de espécies ndo-pioneiras sdo mais tolerantes ao
NHs" e podem apresentar variacdo na capacidade de uso do NOs  (OLIVEIRA et al., 2017;
DEBIASI et al., 2019). Assim, ha grande importancia na preferéncia por determinada fonte de
N em relagdo ao ambiente ao qual essas plantas estdo adaptadas (AIDAR et al., 2003).
Espécies pioneiras habitam areas com maior concentracdo de NO3™ devido a maior oxigenacao,
menor acumulo de matéria organica e maior temperatura do solo, fatores que estimulam

maiores niveis desse anion. Por outro lado, espécies ndo-pioneiras geralmente habitam solos
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com maior concentragdo de NH4" devido a maior deposicdo de matéria organica, menor
temperatura e pH do solo. Além disso, a menor demanda de energia para a assimilacdo do
NH4* em relacdo a do NOs™é relevante em ambientes sombreados (BRITTO; KRONZUCKER,
2013).

Debiasi et al. (2019) observaram caracteristicas similares a espécies
pioneiras em Cariniana estrellensis, como maior atividade foliar da NR e altos niveis de NOs’
na seiva do xilema, mesmo se tratando de uma espécie ndo-pioneira. Do mesmo modo,
Guarea kunthiana, também pertencente a esse mesmo grupo sucessional, apresentou niveis
similares ou até inferiores na atividade da NR nas folhas em comparagdo as raizes, além do
grande acimulo de NO3™ nas raizes. Assim, foi proposto nesse trabalho que as respostas das
mudas a fonte de N ndo sdo determinadas apenas pelo grupo sucessional, mas também pelas
caracteristicas ecoldgicas particulares de cada espécie. Cariniana estrellensis é uma espécie
ndo-pioneira, mas que atinge o dossel. Com isso, a energia requerida para translocagédo e
assimilacdo do NOz™ é facilmente obtida devido sua exposi¢do ao sol, comportamento similar
ao observado em espécies pioneiras (AIDAR et al., 2003). Por outro lado, G. kunthiana é
uma espécie de sub-bosque com menor exposi¢do ao sol. Consequentemente, nessas espécies
€ mais vantajosa a assimilacdo do NOs™ diretamente nas raizes, pois a translocacdo demanda
grande gasto energético (AIDAR et al., 2003).

Apesar desses estudos, ainda ndo foi avaliado como diferentes espécies
arboreas neotropicais alteram a morfologia da raiz em resposta a fonte de N e nem o

envolvimento do NO nessa resposta.

2.5 HIPOTESE

As fontes de N e o NO afetam a morfologia das raizes de mudas de espécies

arbdreas neotropicais, conforme o grupo sucessional.
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Foram utilizadas dez espécies arbdreas nativas da Floresta Estacional Semidecidual, pioneiras e ndo-pioneiras (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas das espécies pioneiras e ndo-pioneiras estudadas

Umidade
Nome Gruno Temperatura relativa do
Nome cientifico Familia P Altura Média durante ar média Utilizacao Importéncia
popular  Sucessional e
o cultivo (°C)  durante o
cultivo (%)
Cecropia Embatiba- Atrativa para fauna,
pachystachya Urticaceae do-breio Pioneira 4-8m 19,7 65,7 Reflorestamento  oferece alimento para
Trécul J diversas espécies
Pioneira altamente
tolerante a alteracOes
Croton 6-10 climaticas. Muito
floribundus  Euphorbiaceae Capixingui  Pioneira 19,6 63,9 Reflorestamento : '
m importante para
Spreng.
reflorestamento por
também ser melifera
schinus Importante para a
terebinthifolius  Anacardiaceae  “10®I"&" pioneira  ° 10 20,9 67,7 Culinaria e fauna nativa do Brasil
. vermelha m medicina assim como para uso
Raddi .
medicinal
Solanum Fumo- Importante para a
mauritianum Solanaceae b Pioneira 3-6m 25,2 65,3 Reflorestamento f ports dp i
Scop. ravo auna nativa do Brasi
Trema micrantha Pau- L 12-15 Lenha, carvao, E_speme d? .
Cannabaceae . Pioneira 24,6 77,3 crescimento rapida
(L.) Blume polvora m esculturas

sendo muito utilizada
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em sistemas
agroflorestais

Cabralea Né&o- 20 - 95 Estrutura de Importante para a
canjerana (Vell.)  Meliaceae ~ Canjerana pioneira 25,2 65,3 moveis, cabos de P pal
e m fauna brasileira
Mart. (Heliofila) vassoura
. < Cabo de
Campomanesia Nao- 8-10 ferramentas Importante para a
xanthocarpa Myrtaceae Gabiroba pioneira 23,5 69,6 . ’ portante p .
e m instrumentos  fauna nativa do Brasil
(Mart.) O. Berg (Umbrdfila) L
musicais
Cariniana s Néo- Estrutura de Especie ameacada de
. . Jequitiba- L 15-35 . extingao e importante
estrellensis Lecythidaceae pioneira 23,7 62,8 moveis, cabos de .
i branco g m para a fauna nativa do
(Raddi) Kuntze (Heliofila) ferramentas Brasil
. Né&o- Estrutura de
Guarea Meliacae Figo-do- pioneira 15-20 22,0 76,5 moveis, cabos de Importante para a
kunthiana A.Juss mato e m fauna nativa do Brasil
(Umbrofila) ferramentas
. x Né&o-
P(_)ecnanthe Fabaceae Coracdo- pioneira  3-4m 207 84.1 Estrl{turg de Importgnte paraa
parviflora Benth. de-negro (Umbréfila) moveis fauna nativa do Brasil

Fonte: Lorenzi, 2008; Carvalho, 2014

As sementes foram cedidas pelo Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE) da Universidade

Estadual de Londrina (UEL). Todas as espécies escolhidas possuem grande importancia para o reflorestamento no Bioma Mata Atlantica.
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2.6.2 Método de Cultivo e Tratamentos

A realizagdo do experimento se deu em uma casa de vegetagdo revestida de
tela sombrite (retencdo de 55% da radiacdo solar) na Universidade Estadual de Londrina
(23°19°29’S e 51°11°51°°0), sem controle de temperatura (Tabela 1).

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas contendo areia e
mantidas na casa de vegetacdo, com irrigacdo a cada dois dias. Apés a expansdo completa do
primeiro eofilo, as plantulas foram transplantadas para a hidroponia. A duragdo média das
experimentacdes foi de 35 dias. As plantas foram cultivadas em diferentes periodos, evitando-

se o cultivo durante o inverno.

2.6.2.1 Efeitos da fonte de N sobre a morfologia de raiz

As dez espécies arboreas neotropicais foram submetidas a cultivo
hidropdnico em vasos de 500 mL sob aeracdo constante, utilizando solucdo nutritiva com
NO3z™ ou NH4" (2 mM) como fonte inorganica de N (DEBIASI et al., 2019) (Tabela 2). A
solucgéo foi renovada uma ou duas vezes por semana e 0 pH mantido entre 5 e 5,5 com 0 uso
de KOH.

Tabela 2 — Composicdo da solugdo nutritiva com nitrato (NOs) e amonio (NHs*) e
concentracgdes finais dos sais.

Sal NOs NH4*
(NH4)2 SO4 - 1 mM
KNOs3 2 mM -

KCI - 2mM
KH2PO4 0,5 mM 0,5 mM
K2SO4 1 mM 1 mM
MgSO4.7H20 1mM 1 mM
CaCl2.2H20 1 mM 1 mM
FeSOsEDTA 100 UM 100 UM
H3BOs3 46,25 uM 46,25 uM
MnCl2.4H20 9 uM 9uM
ZnCl> 0,75 uM 0,75 uM
NazMo004.2H20 0,28 uM 0,28 uM
CuCl2.2H20 0,331 uM 0,331 uM

Fonte: Adaptado de Debiasi et al. (2019)
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2.6.2.2 Efeitos da fonte de NO sobre a morfologia de raiz

Ap0s a obtencdo dos dados do primeiro experimento e testes prévios, foi escolhida
uma espécie de cada grupo sucessional (C. pachystachya e C. estrellensis) para avaliagdo do
efeito do NO sobre as raizes. Para tal fim, utilizou-se uma solucdo nutritiva de NH4s* com a
mesma composicdo encontrada no item 2.6.2.1. Adicionou-se o doador de NO S-
nitrosoglutationa (GSNO) nas concentragdes de 10 uM e 100 puM, utilizando como controle a
solucdo nutritiva de NH4" sem adicdo de GSNO. Do mesmo modo, plantas foram cultivadas
em solucdo nutritiva de NO3™ (mesma composi¢do encontrada no item 2.6.2.1) e adicionou-se
o0 sequestrador de NO 2-fenil-4,4,5,5, -tetrametilomidazolina-1-oxi-3-6xido (PTIO), a 1 UM,
utilizando como controle a solugéo nutritiva de NO3™ sem adig@o de PTIO. Para esses ensaios,
foram utilizados vasos de 190 mL. As solugdes foram renovadas de duas a trés vezes por
semana (incluindo as solu¢des com GSNO e PTIO, sendo que essas moléculas também foram

renovadas) e o pH mantido entre 5 e 5,5 com o uso de KOH.

2.6.3 Analises Bioquimicas

Uma porcdo de é&pices radiciais (40 mg) incluidos no item 2.6.2.2 foi
coletada para a imediata dosagem da emissdo de NO, utilizando-se a sonda fluorescente 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2). As amostras foram incubadas por 1 h em solucdo de DAF-2
(50 uM) diluida em tampéo fosfato (0,1 M; pH 7,2). Ap6s remocdo das raizes, a fluorescéncia
da solucdo (excitacdo 495 nm, emissdo 515 nm) foi medida em um espectrofluorimetro
(PERKIN ELMER 1420 VICTOR 3) (OLIVEIRA et al., 2009).

Da mesma forma, os niveis de S-nitrosotidis (RSNOs) dessas espécies
foram determinados em extratos aquosos conforme o método proposto por Silveira et al.
(2016). O material coletado referente ao apice das raizes (50 mg) foi homogeneizado em 1
mL de tampao fosfato (0.1M, pH 7.4) em presenca de N—etilmaleimida (NEM) e, em seguida,
submetido a um processador ultrassénico. Aliquotas desse extrato foram adicionadas a uma
solugdo de cobre (1) (Cu?) (0.IM) e o NO liberado foi quantificado utilizando o
equipamento WPI TBR4100/1025 acoplado a um sensor ISO-NOP 2 mm.

Também foram quantificados os niveis de malondialdeido (MDA) e
peroxido de hidrogénio (H202) em raizes como marcadores de estresse oxidativo nas espécies
utilizadas no item 2.6.2.2. Para isso, 50 mg da porcéo apical das raizes foram coletados e
pulverizados com 1,4 mL de &cido tricloroacético (TCA 0,2%) diluido em metanol. Apos
centrifugagédo a 13.700 x g, a 4°C por 5 min, o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de

H>0> pela reacdo com iodeto de potdssio em tampéo fosfato (ALEXIEVA et al., 2001). O
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MDA também foi determinado no sobrenadante pelo método TBARS (substéncias reativas ao
acido tiobarbitarico), conforme descrito por Camejo, Wallin e Enojarvi (1998).

2.6.4 Analise dos Parametros Morfologicos

Foram analisadas as massas secas de raiz e parte aérea, comprimento total
das raizes, comprimento da raiz principal, comprimento médio e nimero de raizes laterais,
didmetro das raizes finas, incidéncia e comprimento dos pelos absorventes de todas as
espécies.

Para obtencdo de tais dados, as mudas foram seccionadas na regido do
coleto e utilizou-se uma régua milimetrada para medir o comprimento da raiz principal.

Foi coletada uma porcdo de 100 mg de raizes finas de cada muda. Em
seguida, utilizando uma lupa estereoscdpica binocular, determinou-se a quantidade de pontas
presentes para estimar o numero de raizes laterais. Além disso, utilizou-se o método de
intersecdo com linhas em placa de Petri para a obtencdo do comprimento total das raizes, o
qual foi utilizado para o célculo do comprimento médio das raizes laterais (TENNANT, 1975;
REMANS et al., 2012).

As raizes foram entdo fixadas em FAA (formaldeido:acidoacético:alcool
etilico 70%, 5:5:90, v:v:v) para andlises de pelos absorventes. O material vegetal foi
posicionado em uma lamina com uma série de intersec¢des e observado em microscépios Carl
Zeiss EL e Einsatze Zeiss Primo Star acoplados a uma camera AxioCamERCc 5s, ambos na
objetiva de 10x, para analise de incidéncia e comprimento de pelos absorventes e diametro
das raizes finas, sendo analisadas 100 intersec¢fes e 100 pelos absorventes por amostra
(ZANGARO et al., 2005).

Apbs a realizacdo de todas as analises, as raizes e a parte aérea dos vegetais

foram secas em uma estufa a 60°C para a obtencdo da massa seca da parte aérea e raiz.

2.6.5 Analises Estatisticas

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. Até 12
repeticdes foram utilizadas para as analises morfologicas, enquanto quatro repeticoes foram
utilizadas para as analises bioquimicas. Em todos os casos, foi testada a normalidade da
distribuicdo dos dados e a homogeneidade de variancias e, quando necessario, os dados foram
transformados por box-cox. Os dados de incidéncia dos pelos absorventes foram
transformados em arco seno da raiz quadrada de x/100 para as analises estatisticas. Para

verificar os efeitos dos tratamentos em cada espécie, todos os dados foram submetidos a
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andlise de variancia (ANOVA) de um fator. Quando necessario, as médias nos tratamentos
utilizando GSNO (item 2.6.2.2) foram comparadas pelo teste de Fisher (p < 0,05).

Para os dados do experimento 1, foi realizada ainda uma analise de
componentes principais (ACP) para a avaliar o agrupamento das espécies em relacdo aos
tratamentos com NOsz e NH4*, bem como uma andlise de varidncia multivariada
permutacional (PERMANOVA) para verificar se o efeito da fonte de N foi significativo em
cada espécie. Os dados foram transformados em (x-média)/desvio padrdo antes da construgédo
da ACP.

O software usado para as analises estatisticas foi o Paleontological Statistics
3rd Edition (PAST 3).

2.7 RESULTADOS
2.7.1 Efeito da fonte de N sobre a morfologia de raizes

Todas as espécies pioneiras utilizadas neste estudo apresentaram massas
secas de parte aérea e raiz notavelmente maiores (em média 3,5 e 3,1 vezes, respectivamente)
quando submetidas a NO3™ em comparacdo as cultivadas com NH4" (Tabela 3). Resultados
similares foram observados nas espécies ndo-pioneiras C. canjerana, C. xanthocarpa e G.
kunthiana, mas a diferenca da massa seca da parte aérea e raiz entre os tratamentos foi menos
acentuada (em média 1,5 e 1,7 vezes maior com NOs’, respectivamente) (Tabela 4). As mudas
de P. parviflora apresentaram diferenca na massa seca da parte aérea (1,5 vezes maior com
NO3 em relacdo ao NH4"), mas ndo na raiz. Ainda, ndo se observou diferenga entre as fontes
de N quanto a massa seca da raiz e parte aérea em C. estrellensis.

Os valores de comprimento total das raizes na presenca de NO3™ em todas as
espécies pioneiras utilizadas nesse estudo foram pelo menos o dobro do que quando
submetidas ao NHs". Nas espécies nédo-pioneiras, apenas C. canjerana e P. parviflora
apresentaram diferencas significativas nesse parametro, ambas possuindo maiores valores sob
cultivo com NOs". O efeito da fonte de N sobre o comprimento total das raizes foi mais
acentuado em C. canjerana (trés vezes maior com NOz’) que em P. parviflora (1,3 vez maior
com NOg3).

Apenas C. floribundus e C. estrellensis ndo apresentaram efeitos da fonte de
N sobre o comprimento da raiz principal. Para as demais espécies, o cultivo sob NO3™ resultou
em maiores comprimentos da raiz principal em relacdo ao cultivo com NH.*, efeito que foi

bem mais evidente nas pioneiras (Anexo 1). J& o comprimento médio das raizes laterais foi
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alterado pela fonte de N em C. floribundus, C. pachystachya, T. micrantha, C. estrellensis e C.
xanthocarpa, sendo que apenas na primeira espécie se observaram valores maiores no cultivo
com NH4*, contrastando com as demais, em que os maiores valores foram observados no
cultivo com NOs. Semelhantemente, 0 nimero de raizes laterais foi menor sob cultivo com
NO3z apenas em C. estrellensis, sendo trés vezes menor em comparagdo ao valor das mudas
cultivadas com NH4*. Ja as espécies C. floribundus, S. terebinthifolius, S. mauritianum, C.
canjerana e P. parviflora apresentaram maior quantidade de raizes laterais quando
submetidas ao NOs™. Cecropia pachystachya, T. micrantha, C. xanthocarpa e G. kunthiana
nédo apresentaram alteracdo significativa nesse parametro.

Somente C. estrellensis apresentou menor didmetro das raizes finas sob
cultivo em NOs', resultado contrastante com C. pachystachya, T. micrantha e C. canjerana,
em que o NOs induziu o aumento desse parametro. As demais espécies utilizadas néo
apresentaram diferenca significativa nesse parametro.

Considerando as espécies pioneiras utilizadas nesse estudo, s6 se observou
efeito da fonte de N na incidéncia de pelos absorventes em C. pachystachya, com valores
maiores sob cultivo com NOs. Do mesmo modo, C. canjerana foi a Unica espécie ndo-
pioneira que apresentou maior incidéncia de pelos na presenca de NOs. Em contraste, em C.
estrellensis e P. parviflora, a incidéncia de pelos foi menor sob NOs” em comparagdo ao
cultivo com NH4", enquanto esse parametro ndo foi afetado pela fonte de N em C.
xanthocarpa e G. kunthiana.

Apenas G. kunthiana e S. mauritianum ndo apresentaram diferencas
significativas no comprimento dos pelos absorventes. Schinus terebinthifolius, C.
xanthocarpa e P. parviflora apresentaram menores valores nesse pardmetro quando
submetidas ao NOs", sendo que a primeira e a Ultima tiveram valores cerca de dez vezes
menores em comparagdo ao cultivo com NH4*. J& as demais espécies, tanto pioneiras quanto
nédo-pioneiras, tiveram maiores comprimentos do pelo no cultivo com NO3z™ em comparacéo
ao cultivo com NHy4".

Apds a analise univariada dos dados, foi realizada uma ACP para verificar o
agrupamento das espécies utilizadas no Experimento 1, sob cultivo com NO3z e NH4™ (Fig. 3).
Além disso, os dados foram submetidos a uma PERMANOVA para verificar se o efeito da
fonte de N sobre os dados morfologicos foi significativo para cada espécie utilizada (Tabela
5). A massa seca da parte aérea, 0 comprimento médio das raizes laterais e 0 comprimento
dos pelos absorventes foram excluidos dessas analises por apresentarem valores muito baixos

de loading na ACP, contribuindo pouco para a explicacdo da variancia.
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Os eixos x (CP1) e y (CP2) explicaram 56,3% e 25,4% respectivamente da
variancia, demonstrando uma maior importancia do eixo x na explicacdo dos dados. Os
vetores das variaveis comprimento da raiz principal, comprimento total de raiz, incidéncia de
pelos absorventes, massa seca da raiz e nimero de raizes laterais se localizaram na parte
positiva do eixo x. As espécies pioneiras cultivadas sob NOsz™ se relacionaram positivamente
com essas variaveis, indicando um bom desempenho sob esse cultivo. J& as espécies desse
mesmo grupo quando submetidas ao NH4" se relacionaram negativamente em relacao a essas
variaveis ao longo do eixo x.

No grupo das ndo-pioneiras, observou-se grande variagdo nas respostas das
espécies. Cabralea canjerana apresentou relacdo positiva com o diametro das raizes finas no
eixo y, principalmente no cultivo sob NHs*. Nessa espécie, também houve uma clara
separagdo entre os tratamentos com NOs e NH.* ao longo do eixo X, estando o NO3z™ mais
relacionado positivamente com as variaveis de crescimento. Em P. parviflora e C. estrellensis,
se observou separacdo entre os tratamentos apenas no eixo y. Ja G. kunthiana e C.
xanthocarpa apresentaram pouca separacédo entre as fontes de N em ambos os eixos.

A PERMANOVA indicou um efeito significativo das fontes de N sobre a
morfologia das raizes de todas as espécies pioneiras. Entre as ndo-pioneiras, a diferenca entre

os tratamentos foi significativa apenas em C. canjerana e C. estrellensis.
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Tabela 3 — Pardmetros morfoldgicos de mudas de espécies pioneiras - Cf (Croton floribundus), Cp (Cecropia pachystachya), Sm (Solanum
mauritianum), St (Schinus terebinthifolius) e Tm (Trema micrantha) - submetidas ao cultivo hidropénico com nitrato (NO3’) ou aménio (NH4"),
assim como uma razdo entre as médias dos cultivos de NO3™ e NH4". Os valores correspondem a média + erros-padrdo. Asteriscos indicam
diferencas significativas entre os tratamentos, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05). O nimero dentro dos parénteses corresponde
ao n de cada tratamento em cada espécie.

Parametros Fonte de N Cf (5) Cp (5) Sm (7) St (7) Tm (7)
NOs 620 + 10,0 30,0 £1,50 200 £ 4,14 1670 = 170 680 + 70,0
Massa seca da parte aérea (mg) NH4* 180+350* 10,0+0,05* 30,0+x100* 690+90,0* 310 £ 60,0 *
NO3z /NH4* 3,44 3,00 6,67 2,42 2,19
NOs’ 240 +£10,0 10,2 £ 1,55 40,2 +£10,3 250 £ 30,0 160 £ 30,0
Massa seca da raiz (mg) NH4* 60,0+10,1* 530+125* 10,1+1,10* 110+10,0* 50,1+10,0%*
NO3z /NH4* 4,00 1,92 3,98 2,27 3,19
NOs’ 15,8+ 1,92 34,2 + 6,62 9,72 + 3,40 419+441 1,60 £ 0,203
Comprimento total da raiz (m) NH4* 350+0,300* 150+191* 0,921+0,605* 10,2+1,10* 0,705+ 0,200 *
NO3z /NH4* 4,51 2,28 10,5 4,11 2,27
NOs’ 26,1+£5,31 28,7+2,11 19,6 £ 3,25 40,7 £ 6,10 6,32 £ 0,655
Comprimento da raiz principal (cm) NH4* 136+2,66 4,12+0425* 108+160* 14,2+0,702* 4,550,500 *
NO3z /NH4* 1,92 6,97 1,81 2,87 1,39

NOs’ 391+£0,305 4,40 £0,510 1,32 +0,101 3,40+£0,350  4,20+0,510
Comprimento médio das raizes laterais (cm) NH,* 540+£0501* 2,72+0,202* 1,05%0,255 2,80+0,150 1,70+£0,330*

NO3 /NH4* 0,724 1,62 1,26 1,21 2,47
NOs 407 £ 38,0 776 £ 119 668 + 191 1306 + 213 40,0 £ 10,7
NUmero de raizes laterais NH,* 64,0+ 3,05* 589 + 119 105+30,0 * 364 £37,0* 33,9+4,75
NO3 /NH4* 6,36 1,32 6,36 3,59 1,18
NOs 500 + 20,0 200 + 20,0 300 + 100 200 + 20,0 200 £ 30,0
Diametro das raizes finas (um) NH4" 600+10,0* 300%30,0* 300 + 10,0 200 + 100 300 + 50,0 *
NO3 /NH4* 0,833 0,667 1,00 1,00 0,667
NOs 56,5 + 9,95 56,5+ 1,95 56,5+ 1,95 64,4 + 1,95 479+ 1,02

Incidéncia de pelos absorventes (%) NH.* 644+0922 479+195* 565+105  565+195  47.9+0925
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NOs /NH4" 0,877 1,18 1,00 1,14 1,00

NOs 234 +175 61,5+ 0,335 125+ 15,0 36,1+1,80 63,0+ 1,70

Comprimento do pelo absorvente (um) NH4* 86,0+12,3* 51,1+0,100* 159+ 19,0 249+154* 52,0 £ 1,30*
NOs /NH4" 2,72 1,2 0,786 0,147 1,21

Fonte: O préprio autor

Tabela 4 — Pardmetros morfoldgicos de mudas de espécies ndo-pioneiras - Cc (Cabralea canjerana), Ce (Cariniana estrellensis), Cx
(Campomanesia xanthocarpa), Gk (Guarea kunthiana), Pp (Poecilanthe parviflora) - submetidas ao cultivo hidropdnico com nitrato (NOz") ou
amoénio (NH4"), assim como uma razdo entre as médias dos cultivos de NOs e NH4*. Os valores correspondem a média + erros-padrao.
Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA; p < 0,05). O namero dentro dos

Ul WN

parénteses corresponde ao n de cada tratamento em cada espécie.

Parametros Fonte de N Cc (8) Ce (5) Cx (7) Gk (6) Pp (4)
NO3 400 £ 40,0 320 £ 40,0 200 + 20,0 400 £ 10,0 800 + 180
Massa seca da parte aérea (mg) NH4* 240 £20,0* 310 £ 40,5 120+10,0* 340+100* 540+140*
NOs /NH4" 1,66 1,03 1,66 1,17 1,48
NO3 75,2+ 10,0 100 + 30,5 20,5+ 1,50 60,1 + 1,05 280 + 70,5
Massa seca da raiz (mg) NH4* 50,5+10,0* 100 £ 10,5 10,0+5,20* 40,2+3,02* 230+£60,2
NOz /NH4" 1,49 1,00 2,05 1,49 1,22
NO3 1,55 £ 0,200 5,65+ 1,50 515+0,700 2,12+0,450 9,85+2,10
Comprimento total da raiz (m) NH,* 0,55+0,800* 5,00+ 0,800 455+0600 190+£0,450 7,44+230%*
NOz /NH4" 2,82 1,13 1,13 1,12 1,32
NO3 13,9+£0,725 29,2+ 1,50 12,4+0,602 11,7+£0,650 35,7+2,30
Comprimento da raiz principal (cm) NH,* 6,30+0,950*  25,7+1,40 7,72+100* 96%0,700* 248+205%*
NOz /NH4" 2,21 1,14 1,61 1,22 1,44
NO3 2,15 + 0,305 1,32 £ 0,105 2,74+0,205 3,35%£0,950 0,950+ 0,150
Comprimento médio das raizes laterais (cm) NH4* 1,60+0,450 0,502+0,105* 1,85+0,080* 1,93+0,250 1,01+0,035
NOs /NH4" 1,34 2,63 1,48 1,74 0,941
NO3s 69,5+ 12,2 396 + 79,0 208 + 43,0 70,9+ 19,9 1029 + 291
NUmero de raizes laterais NH4" 38,9+6,60 * 969 + 199 * 242 + 32,0 874+176 6871194 *
NOz /NH4" 1,79 0,410 0,860 0,811 1,49




1
2

37

NO3s 600 + 10,0 400 + 20,0 200 + 100 400 + 10,0 400 + 10,5
Didmetro das raizes finas (um) NH4" 800+ 10,0 * 300+20,0* 200 £ 10,0 400 + 10,5 500 + 20,4
NOz /NH4* 0,750 1,33 1,00 1,00 0,800
NOs" 38,9 £ 0,942 47,9+ 0,911 56,5+£4,90 389+190 47,9+0,902
Incidéncia de pelos absorventes (%) NH4* 199+191* 56,5+0910* 56,5+1,90 389+290 644+190*
NOz /NH4* 1,95 0,85 1,00 1,00 0,744
NO3s 89,2 £ 3,95 748 + 54,0 116 £ 3,25 84,3+£155 66,5+1,90
Comprimento do pelo absorvente (um) NH4* 235+0,325* 242+310* 144 +£550* 82,1+150 5852+38,7*
NOs /NH,* 3,79 3,09 0,806 1,00 0,114

Fonte: O préprio autor
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Fig. 3 — Analise de componentes principais baseada nos dados de comprimento da raiz principal (CRP), comprimento total de raiz (CTR),
diametro da raizes finas (DRF), incidéncia de pelos absorventes (IP), massa seca da raiz (MSR) e numero de raizes laterais (NRL) das mudas de
Cf (Croton floribundus), Cp (Cecropia pachystachya), Sm (Solanum mauritianum), St (Schinus terebinthifolius), Tm (Trema micrantha) —
pioneiras, e Cc (Cabralea canjerana), Ce (Cariniana estrellensis), Cx (Campomanesia xanthocarpa), Gk (Guarea kunthiana) e Pp (Poecilanthe
parviflora) — ndo-pioneiras, cultivadas com nitrato (N) ou amoénio (A).

3.75

Cea

25451 %

56,346 %

Fonte: O préprio autor
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Tabela 5 — Valores de p e F da PERMANOVA de um fator comparando os parametros morfoldgicos das mudas sob cultivo com nitrato ou

amonio para cada uma das espécies: Cf (Croton floribundus), Cp (Cecropia pachystachya), Sm (Solanum mauritianum), St (Schinus
terebinthifolius), Tm (Trema micrantha) — pioneiras, e Cc (Cabralea canjerana), Ce (Cariniana estrellensis), Cx (Campomanesia xanthocarpa),

Gk (Guarea kunthiana) e Pp (Poecilanthe parviflora). O asterisco indica efeito significativo da fonte de nitrogénio (p < 0,05).

39

Grupo Espécie p F

Cf 0,0072* 13,03

Cp 0,0075* 12,48

Pioneiras Sm 0,0044* 6,097
St 0,0013* 32,04

m 0,0416* 4,045

Cc 0,0001* 51,18

Ce 0,0158* 4,124

Nao-Pioneiras Cx 0,2205 1,512
Gk 0,1218 2,261

Pp 0,2883 1,672

Fonte: O préprio autor
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2.7.2 Efeito da Fonte de N Sobre os Niveis de NO, RSNOs e Marcadores de Estresse
Oxidativo

Para avaliar o efeito da fonte de N sobre a producédo de NO pelas raizes,
foram escolhidas uma espécie pioneira (C. pachystachya) e uma espécie ndo-pioneira (C.
estrellensis) baseado no teste de PERMANOVA, utilizando espécies que apresentaram
diferenca significativa e com caracteristicas distintas (em relacdo a morfologia no cultivo sob
NOs™ ou NHz"). Em ambas as espécies, a emissdo de NO pelas raizes foi maior em mudas
cultivadas com NOsz™ em comparagdo as cultivadas com NH4* (Grafico 1A). Também foram
quantificados os niveis radiciais de RSNOs (Grafico 1B), que sdo compostos derivados do
NO a partir de reacGes de S-nitrosacdo. Coerente com a emissdo de NO, observaram-se em C.,
pachystachya maiores niveis de RSNOs nas mudas cultivadas com NOs". Por outro lado, em
raizes de C. estrellensis, os niveis de RSNOs foram menores sob NO3z™ em comparagdo as
mudas cultivadas com NH4".

Quantificaram-se ainda os niveis de MDA (Gréafico 2A) e H20, (Gréafico
2B). Porém, nenhuma diferenca significativa nesses parametros foi encontrada entre os
tratamentos em ambas as espécies.

Gréfico 1 — Emissdo de NO (A) e quantidade de S-nitrosotiois (RSNOs) (B) em raizes de
mudas de Cp (Cecropia pachystachya) e Ce (Cariniana estrellensis) cultivadas em NOz
(barras brancas) ou NH.* (barras pretas). Os dados correspondem as médias * erros-padrédo (n

= 4). Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos, para cada espécie, pelo
teste F (ANOVA; p < 0,05)
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Fonte: O préprio autor
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Gréfico 2 — Niveis de malondiadeido (MDA) (A) e perdxido de hidrogénio (H20.) (B) em
raizes de mudas de Cp (Cecropia pachystachya) e Ce (Cariniana estrellensis) cultivadas em
NOs™ (barras brancas) ou NH.* (barras pretas). Os dados correspondem a média + erros-
padrdo (n = 4). Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos, para cada
espécie, pelo teste F (ANOVA,; p < 0,05).
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Fonte: O préprio autor

2.7.3 Efeito do Tratamento com Doador de NO Sobre a Morfologia das Raizes de Plantas
Cultivadas com NH4*

Uma vez que raizes de plantas cultivadas com NHs" apresentaram menor
emissdo de NO, verificou-se se o tratamento com doador de NO (GSNO) resultaria em
alteracdes nos parametros morfoldgicos das raizes de forma a se aproximarem aos das plantas
cultivadas com NOs™ (Tabela 6).

A aplicacdo do doador de NO na menor concentracdo (10 uM) aumentou a
massa seca da raiz e da parte aérea na espécie pioneira em comparacao ao controle, sendo que
esse efeito ndo foi induzido pela maior concentragdo (100 puM). Em C. estrellensis, nenhuma
alteracdo da massa seca da raiz e da parte aérea foi observada nas duas concentracBes de
GSNO em comparacao ao controle.

Em ambas as espécies, ndo se observaram alteracdes no comprimento da
raiz principal e no comprimento médio das raizes laterais induzidas pelo tratamento com
GSNO em comparacdo ao controle (Anexo 2). Por outro lado, o tratamento com 10 pM de
GSNO levou ao aumento do comprimento total das raizes de C. estrellensis em relagdo ao
controle, mas ndo afetou esse parametro em C. pachystachya. Quando GSNO foi aplicada a
100 uM, o comprimento total das raizes e 0 nimero de raizes laterais da espécie pioneira
foram afetados negativamente, enquanto ndo houve efeitos sobre esses parametros em C.
estrellensis.

A aplicagdo de 10 pM do doador de NO néo afetou o didametro das raizes

finas em C. pachystachya, ao passo que o0 mesmo tratamento levou a um aumento desse
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parametro em C. estrellensis. Além disso, a aplicacdo de 100 uM do doador de NO reduziu o
didmetro das raizes finas em ambas as espécies em comparacdo ao grupo controle.

Em C. pachystachya, a aplicacdo do doador de NO néo alterou a incidéncia
de pelos absorventes em comparagéo ao controle, mas induziu um aumento do comprimento
dessas estruturas, mais acentuado na maior concentragdo de GSNO. Em contrapartida, em C.
estrellensis, tanto a incidéncia quanto o comprimento de pelos absorventes foram reduzidos
pelo tratamento com 100 uM de GSNO, ao passo que a menor concentracdo do doador de NO
afetou negativamente apenas o comprimento, em intensidade menor que o tratamento com
100 pM.
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Tabela 6 — Parametros morfolégicos de mudas de Cp (Cecropia pachystachya) e Ce (Cariniana estrellensis) cultivadas com NH4" como fonte de
nitrogénio e suplementadas com S-nitrosoglutationa (GSNO) nas concentracfes de 10 e 100 uM. O tratamento controle ndo recebeu a adi¢do de
GSNO. Os valores correspondem as médias + erros-padrdo (n = 8). Para cada pardmetro, letras iguais indicam valores que ndo se diferenciam

A WN B

dentro da espécie de acordo com ANOVA seguida de teste de Fisher (p <0,05).

Pardmetros Tratamento Cp Ce
Controle 39,2+10,0b 150 + 30,0 a
Massa seca da parte aérea (mg) 10 uM GSNO 61,5+ 6,05a 160 +20,0a
100 uM GSNO 55,3+3,23 ab 170+ 20,0 a
Controle 20,5+3,00b 70,0+ 150a
Massa seca da raiz (mg) 10 uM GSNO 40,2+ 4 50 a 60,0 £ 8,20 a
100 uM GSNO 30,3+5,20 ab 50,0 +6,30 a
Controle 3,45 +0,205a 1,25+£0,230 b
Comprimento total das raizes (m) 10 uM GSNO 3,720,320 a 1,90 £ 0,200 a
100 uM GSNO 1,10+ 0,202 b 1,63+£0,125ab
Controle 13,6 £2,03a 158+ 2,23 a
Comprimento da raiz principal (cm) 10 pM GSNO 144+190a 152+235a
100 uM GSNO 10,6 £0,925 a 10,7£190a
Controle 0,705+ 0,020 a 0,680 £ 0,120 a
Comprimento médio das raizes laterais (cm) 10 pM GSNO 0,676 +0,035a 0,767 £ 0,065 a
100 uM GSNO 0,770+ 0,072 a 0,710+ 0,055 a
Controle 493 +350a 186+ 34,5a
NUmero de raizes laterais 10 uM GSNO 602 +51,0a 250+40,5a
100 uM GSNO 154 +240b 218+ 140a
Controle 500+ 20,0a 600 + 20,2 b
Didmetro das raizes finas (um) 10 uM GSNO 400 £ 40,0 ab 700 +£60,0a
100 uM GSNO 300+40,0b 500+ 205¢
Controle 61,0+192a 56,5+ 0,950 a
Incidéncia de pelos absorventes (%) 10 uM GSNO 61,0+1,92a 56,5+ 0,950 a
100 uM GSNO 62,0+ 192 a 38,9+ 0,900 b
Comprimento do pelo absorvente (um) Controle 88,3+2,88¢c 94,7+ 4,23 a




1

10 pM GSNO
100 UM GSNO

112,8 £5,64 b
144,0 + 8,71 a

79,0+575b
67,1+3,50c

44

Fonte: O proprio autor
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2.7.4 Efeito do Tratamento com Sequestrador de NO Sobre a Morfologia de Raizes de
Plantas Cultivadas com NOz

Uma vez que plantas cultivadas com NOs™ apresentaram maior emissao de
NO, verificou-se se o tratamento com sequestrador de NO (PTIO) resultaria em alteragcdes nos
parametros morfoldgicos das raizes de forma a eles se aproximarem aos das plantas cultivadas
com NH4" (Tabela 7).

A aplicacdo do sequestrador de NO provocou maior massa seca da parte
aérea em C. pachystachya, além de levar a maior incidéncia de pelos e maior diametro das
raizes finas nessa mesma espécie em comparagdo ao grupo controle (Anexo 3). Todavia, 0
tratamento com PTIO resultou em uma reducdo do comprimento dos pelos absorventes de C.
pachystachya. Os demais parametros analisados ndo foram alterados pela presenca do PTIO
em comparagao ao grupo controle nessa espécie.

Em C. estrellensis, o sequestrador de NO levou a uma diminuicdo da massa

seca da parte aérea e do comprimento total das raizes.
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Tabela 7 — Pardmetros morfologicos de mudas de Cp (Cecropia pachystachya) e Ce (Cariniana estrellensis) cultivadas com NOs™ e tratadas com
o0 sequestrador de NO PTIO na concentracdo de 1 uM. O tratamento controle ndo recebeu a adicdo de PTIO. Os valores correspondem as médias
* erros-padrdo (n = 6). Asteriscos indicam diferencas significativas entre os tratamentos, para cada espécie, pelo teste F (ANOVA,; p < 0,05).

Pardmetros Tratamento Cp Ce
) Controle 200 £ 20,0 340 +£50,0
Massa seca da parte aérea (mg)
PTIO 400 + 60,0 * 170 £20,0 *
_ Controle 140 £+ 30,0 200 + 30,0
Massa seca da raiz (mg)
PTIO 110+ 10,5 200 + 60,0
) ) Controle 6,60 £ 1,90 4,02 £0,700
Comprimento total das raizes (m)
PTIO 9,02 £ 0,640 1,94 + 0,505 *
. L Controle 21,8 +2,85 16,0 £ 0,921
Comprimento da raiz principal (cm)
PTIO 20,0 £ 0,502 19,2+2,10
: . ] . Controle 1,44 £ 0,450 1,72 + 0,355
Comprimento médio das raizes laterais (cm)
PTIO 1,35+ 0,250 1,25 + 0,250
. ] . Controle 461 £ 70,0 180 £ 27,0
NUmero de raizes laterais
PTIO 711+99,4 151 £ 25,0
" . . Controle 400 + 10,2 600 + 20,0
Diametro das raizes finas (um)
PTIO 500+ 30,1 * 500 + 50,0
o Controle 19,9 £ 0,902 19,9+1,92
Incidéncia de pelos absorventes (%)
PTIO 29,6 £ 0,900 * 29,6 £ 2,93
) Controle 107 £ 4,12 57,5+9,20
Comprimento do pelo absorvente (um)
PTIO 87,0+£2,01* 80,0 £ 7,90

Fonte: O préprio autor
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2.8 DiscussAo
2.8.1 Efeitos da fonte de N sobre a morfologia da raiz

E bem estabelecido na literatura que espécies pioneiras apresentam preferéncia
por NOs’, apresentando melhor desempenho quando suplementadas com esse ion (AIDAR et
al., 2003; BRITTO; KRONZUCKER, 2013; OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019).
No presente estudo, observaram-se massas secas de parte aérea e raiz e comprimento total das
raizes maiores em mudas de todas as espécies pioneiras cultivadas com NOg', ratificando a
preferéncia por esse ion. A alta plasticidade em relacéo a utilizagdo de ambas as fontes de N
em espécies ndo-pioneiras se da tanto em espécies de dossel como espécies de sub-bosque
(DEBIASI et al., 2019). Ainda, determinadas espécies desse grupo apresentam melhor
desempenho na utilizacdo do NH4" (BOUDSOCQ et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017;
DEBIASI et al., 2019), o que foi confirmado no presente estudo. A assimilagdo desse
composto requer menor gasto energético que NOz,, de forma que em ambientes onde a
energia luminosa é um recurso limitante, a assimilacdo de NH4* pode ser evolutivamente
vantajosa (BARKER; PILBEAM, 2015). Dessa forma, a utilizagdo de NH4" em espécies ndo-
pioneiras pode ser um mecanismo adaptativo associado a ocupacéo de ambientes sombreados,
como o sub-bosque de florestas tropicais (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019).

Interessantemente, observou-se que a espécie nao-pioneira C. canjerana
apresentou maior preferéncia ao NOs". Essa espécie possui capacidade relativamente alta de
ocupar ambientes de sol pleno, apresentando algumas caracteristicas ecofisioldgicas
semelhantes ao de espécies pioneiras, justificando assim seu comportamento em funcéo das
diferentes fontes de N (SOUSA-SILVA et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 2019).

N&o se pode relacionar o desempenho inferior de C. canjerana e das espécies
pioneiras no cultivo sob NH4" a uma condicdo de deficiéncia de N, ja que espécies de ambos
0S grupos sucessionais apresentam elevada capacidade de assimilacdo desse cation, com
elevada producdo de aminoacidos (DEBIASI et al., 2019). Todavia, o cultivo sob NH4" pode
aumentar a acidificacdo do meio externo e causar interferéncia negativa na absorcao de outros
cations, elevacdo na producdo de etileno, indugdo de estresse oxidativo, clorose foliar e
reducdo das taxas de crescimento, prejudicando assim o desenvolvimento de algumas espécies
vegetais (GARNICA et al., 2009; BRITTO; KRONZUCKER, 2013; BITTSANSZKY et al.,
2015; MARINO; MORAN, 2019). No presente estudo, ndo foi possivel associar o cultivo
com NH:" a inducdo de estresse oxidativo na espécie em que isso foi avaliado (C.

pachystachya). Além disso, houve controle do pH da solugdo nutritiva, prevenindo os efeitos
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da acidificacdo induzida pelo NH4*. Apesar da clara reducdo de crescimento, 0s sintomas de
toxicidade do NH4" (como clorose foliar) foram pouco expressivos na maioria das espécies
pioneiras e em C. canjerana.

Liu e von Wirén (2017) propuseram que o NHs" promove maior ramificagao
das raizes em espécies vegetais, como cevada (Hordeum vulgare) e A. thaliana, resultado que
foi observado no presente estudo apenas para C. estrellensis. Pelo contrario, em todas as
espeécies pioneiras, bem como em C. canjerana e P. parviflora, o cultivo com NO3 foi o que
elevou o namero de raizes laterais. Alem disso, é conhecido que niveis baixos a moderados de
NOs  podem induzir a iniciagdo de raizes laterais (SUN; YU; HU, 2017), o que pode ter
ocorrido em espécies que apresentam elevada demanda por essa fonte de N, como é o caso
das pioneiras (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019). O NO3 também ¢é capaz de
induzir o alongamento das raizes laterais (SUN; YU; HU, 2017), o que esta de acordo com o
maior comprimento médio das raizes laterais de mudas de C. pachystachya, T. micranta, C.
estrellensis e C. xanthocarpa cultivadas com NOz'em relagdo ao cultivo sob NH4".

Em grande parte das espécies avaliadas, foram observados maiores
comprimentos da raiz principal quando cultivadas com NOsz. Um resultado semelhante foi
observado por Liu et al. (2013) utilizando A. thaliana, o qual foi associado a repressao da
proliferacdo das células no meristema apical das raizes no cultivo com NH4*. No presente
estudo, observaram-se diferengas acentuadas entre o0s tratamentos para esse parametro
principalmente nas espécies pioneiras, 0 que pode estar associado a maior preferéncia por
NOsz", além do efeito repressor do NH4* descrito por Liu et al. (2013).

E interessante ainda ressaltar que, enquanto o NH4* inibe o alongamento da
raiz principal, 0 NOs pode estimular esse processo (NAULIN et al., 2019). Dado que 0 NO3
pode ser facilmente lixiviado e atingir camadas mais profundas do solo (WANG et al., 2015),
pode-se especular a relacdo desse investimento com a absorcdo dessa molécula. Por outro
lado, o NH.* tende a permanecer mais retido nas camadas mais superiores do solo (MIAN;
RIAZ; CRESSER, 2009), especula-se entdo que a inibicdo do alongamento da raiz principal e
a formacdo de raizes laterais poderia favorecer sua absorcéo.

Além de exercer grande influéncia na morfologia das raizes de maior
diametro, as diferentes fontes de N afetaram as raizes finas e os pelos absorventes das
especies avaliadas. Observou-se que espécies com preferéncia por NOz™ apresentaram
menores didmetros das raizes finas nesse cultivo, o que maximizaria a absor¢do desse

composto, pois o didmetro da raiz é contrariamente relacionado a taxa de absor¢do (WU,
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PAGES; WU, 2016). Isso foi claramente observado em C. canjerana, C. floribundus, C.
pachystachya e T. micrantha.

Analogamente, uma relacdo entre a demanda por NOs™ e 0 investimento em
pelos absorventes em resposta a fonte de N também foi observada. Em C. pachystachya e C.
canjerana, observou-se maior incidéncia de pelos absorventes sob NOs™ em comparagdo ao
cultivo com NH4", ao passo que valores menores no cultivo com NOs™ foram observados em
C. estrellensis e P. parviflora. As demais espécies ndo alteraram a incidéncia de pelos
absorventes em resposta as diferentes fontes de N, o que pode estar relacionado ao proposto
por Vatter et al. (2015), que sugeriram a importancia da concentragdo e ndo apenas da fonte
de N na regulacdo da formacdo de pelos. No presente estudo, foi utilizada a mesma
concentracdo das fontes de N nas solucdes nutritivas.

Utilizando espécies herbaceas como tomate (Solanum lycopersicum),
espinafre (Spinacea oleracea) e colza (Brassica napus), Foehse e Jungk (1983) observaram
que a densidade e o comprimento dos pelos estdo negativamente relacionados com a
concentracdo da fonte de N; porém, ndo se observaram alteracdes em relacdo ao NH4* nesse
estudo. Zhu et al. (2016) observaram que o fornecimento de NH4" em pequenas concentraces
pode estimular maiores comprimentos nos pelos absorventes de A. thaliana. Vatter et al.
(2015) observaram resultados semelhantes utilizando NOs™ e NH4" nessa mesma espécie.
Além disso, diferentes gendtipos de A. thaliana apresentaram respostas distintas do
crescimento dos pelos absorventes em resposta as fontes de N. Com isso, possivelmente as
diferentes fontes de N podem modular diferentemente o alongamento do pelo de acordo com
a espécie.

Similar ao observado por Vatter et al. (2015) observou-se grande variagao
nas respostas do alongamento dos pelos absorventes das diferentes espécies as fontes de N
considerando que a mesma dose para ambas as fontes de N foi adotada. Ainda, ndo se
observou relagdo com o grupo sucessional ou preferéncia por determinada fonte de N em
relagdo as respostas desse parametro. Enquanto C. floribundus, C. pachystachya, T.
micrantha, C. canjerana e C. estrellensis tiveram maior alongamento dos pelos estimulado
por NOs', S. terebinthifolius, C. xanthocarpa e P. parviflora tiveram resultados contrérios,
com menores valores nesse mesmo parametro no cultivo com NOz. Além disso, S.
mauritianum e G. kunthiana nao apresentaram diferencas entre os tratamentos.

Dessa forma, as alteracdes na morfologia da raiz de espécies arbdreas

neotropicais em resposta ao NO3z e NH4" ndo sdo determinadas apenas pelo grupo sucessional,
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dependendo também das caracteristicas de cada espécie. Essa constatacdo esta de acordo com
estudos prévios de nosso grupo, que demonstraram a importdncia das caracteristicas
ecologicas especificas de cada espécie, além do grupo sucessional, no desenvolvimento das
estratégias de uso do N por espécies arbdreas neotropicais (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI
etal., 2019).

A utilizagcdo de determinada fonte de N (de acordo com a preferéncia de
uma espécie) pode modular caracteristicas desejaveis nas mudas com o ambiente para o qual
elas serdo transplantadas, maximizando o seu desempenho e aumentando as taxas de sucesso
do reflorestamento. Ainda, espécies arboreas nativas possuem diferentes mecanismos de
resposta em relacdo as diferentes fontes de N as quais sdo submetidas. As respostas
apresentadas pelas plantas nesse estudo ndo foram completamente similares as observadas na
literatura. Com isso, contribuimos para demonstrar que as espécies arboOreas nativas ndo
seguem 0 mesmo padrdo observado nas espécies cultivadas. Sendo assim, mais estudos
utilizando espécies arbdreas nativas do Brasil sdo importantes para melhor elucidacdo desses

mecanismos e melhor conhecimento da ecofisiologia dessas espécies.

2.8.2 Efeitos do NO sobre a morfologia da raiz

Apl6s obtidos os dados do primeiro experimento, utilizamos C.
pachystachya (pioneira) e C. estrellensis (ndo-pioneira) para analisar os efeitos do NO na
morfologia de raiz. Em ambas as espécies, a emissdo de NO pelas raizes foi maior nas plantas
cultivadas com NOs em comparacdo as sob NH4*, o que também tem sido reportado para
diferentes espécies vegetais (OLIVEIRA; FRESCHI; SODEK, 2013; ALBER; SIVANESAN;
VANLERBERGHE, 2017). Plantas cultivadas em NO3s™ apresentam maior producdo de NO2’,
principal substrato para a formacdo de NO nos tecidos vegetais (OLIVEIRA; FRESCHI;
SODEK, 2013).

Em raizes de C. pachystachya, a maior emissao de NO no cultivo sob NOs’
resultou em maiores niveis de RSNOs, que sdo ERNs com importante papel na sinalizagéo e
na homeostase do NO (BRONIOWSKA,; DIERS; HOGG, 2013). Por outro lado, em C.
estrellensis, menores niveis de RSNOs foram detectados em raizes de plantas cultivadas com
NOs  em comparacdo ao NH.*, sugerindo alteracfes nas estratégias de manutencdo da
homeostase do NO. Por exemplo, € possivel que a maior formacdo de NO na presenca de
NOs" tenha favorecido a expressdo da enzima GSNOR nessa especie, reduzindo os niveis de
RSNOs nessa condi¢gdo (MALIK et al., 2011; LETERRIER et al., 2011). Com isso, pode-se
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sugerir que RSNOs ndo séo bons indicadores de biodisponibilidade de NO na espécie nédo-
pioneira.

O cultivo com NH4*, em especial de espécies com preferéncia por NOs/,
pode estimular sintomas de toxicidade (BRITTO; KRONZUCKER, 2013). No presente
estudo, observou-se que a espécie C. pachystachya apresenta elevada preferéncia por NOs',
apresentando maiores valores em diversos parametros sob esse cultivo em relagdo ao NH4*. A
partir disso, observou-se que a aplicacdo da menor concentracdo de GSNO estimulou maiores
valores em massa seca da parte aérea e raiz em comparacao ao controle. Coerente com esse
resultado, Wang et al. (2011) observaram que a aplicagdo de um doador de NO reverteu 0s
efeitos prejudiciais do NH4" no crescimento da macrofita Hydrilla verticillata. Todavia, o
presente estudo consiste no primeiro a demonstrar esse efeito do NO em uma espécie arborea
e mesmo em planta que vive no ambiente terrestre.

Apesar dos resultados benéficos na aplicacdo da menor concentragdo de
GSNO em C. pachystachya, esse efeito ndo foi observado sob cultivo com 100 puM desse
doador, ja que a maioria dos parametros avaliados ndo se alterou em comparagdo ao controle
ou até mesmo foram prejudicados por esse tratamento. Esses resultados mostram a dualidade
dos efeitos do NO, ou seja, sob baixos niveis essa molécula atua como sinalizadora e
beneficia o vegetal; porém, altas concentracfes desse composto podem provocar estresse
nitrosativo, prejudicando o crescimento e desenvolvimento do vegetal (CORPAS; BARROSO,
2013; SANTISREE; BHATNAGAR-MATHUR; SHARMA, 2015). Além disso, como no
presente estudo a solucdo nutritiva foi renovada frequentemente, pode-se afirmar que 100 uM
trata-se de uma alta concentracdo para essas plantas utilizadas.

O NO ¢ conhecido por estimular a formacao de raizes laterais (MUR et al.,
2013), o que nao foi observado em C. pachystachya. Além disso, a ndo alteracdo do
comprimento da raiz principal, comprimento méedio das raizes laterais e da incidéncia de pelos
absorventes sob aplicacdo de GSNO em comparagdo ao controle pode sugerir que 0 NOz
estimula maiores valores nesses parametros por mecanismos ndo relacionados ao NO.
Possivelmente essas respostas sdo dadas devido a transportadores de NOs™ regulados por NO
(LIU et al., 2019).

Cariniana estrellensis se mostrou menos responsiva ao doador de NO em
relacdo a C. pachystachya, da mesma forma que se comportou ao cultivo com NOs e NH4".
Nenhuma resposta em relagdo as massas secas de raiz e parte aérea, comprimento da raiz

principal e comprimento médio e numero das raizes laterais foram observadas com a
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aplicacdo de GSNO em relacdo ao controle nessa espécie. Com base nos resultados
observados nos dois experimentos, sugere-se que C. estrellensis possa ter mecanismos
compensatérios de regulacdo da homeostase do NO, o que disponibilizaria menores niveis de
RSNOs sob NOs". Todavia, sdo necessarios mais estudos para testar essa hipotese. Ainda
assim, a aplicacdo de 10 uM de GSNO estimulou 0 aumento do comprimento total das raizes,
resultado similar ao observado em arroz e A. thaliana (YUAN; HUANG, 2016; SUN et al.,
2018).

A suplementacdo do doador de NO levou a uma menor incidéncia de pelos
absorventes em C. estrellensis, similar ao observado no cultivo com NO3z™ nessa mesma
espécie. Do mesmo modo, a menor concentragdo de GSNO levou a maiores diametros nas
raizes finas nessa espécie, da mesma forma que o cultivo com NO3z". Com isso0, sugere-se que
haja envolvimento do NO nessas respostas ao NOz". Por outro lado, a resposta em relagdo ao
comprimento dos pelos foi destoante, sendo esse parametro menor com a aplicacdo de GSNO
e maior no cultivo com NOs" (contrario ao observado em C. pachystachya).

Para ratificar o envolvimento do NO nas respostas induzidas pelo cultivo
com NOs", utilizou-se o tratamento com o sequestrador de NO PTIO. Porém, ndo foi possivel
ver efeitos coerentes com uma possivel reducdo dos niveis de NO para a maior parte dos
parametros analisados no presente estudo. De fato, o PTIO apresenta diversas limitacGes e,
como observado Kovacik et al. (2014), pode causar efeitos prejudiciais, como elevacdo na
concentracdo de EROs, gerando respostas ndo esperadas, como foi 0 caso do presente estudo.
Mesmo seu derivado menos toxico, cPTIO, pode ndo refletir verdadeiramente os efeitos da
auséncia de NO nos tecidos vegetais (PLANCHET et al. 2006). Ambos os sequestradores
geram derivados (PTI e cPTI) que podem gerar diversos efeitos colaterais nas plantas
(PLANCHET et al., 2006; KOVACIK et al., 2014). Desse modo, como no presente estudo
foram observados diversos resultados inconsistentes com a aplica¢do do sequestrador de NO,
pode-se sugerir que os efeitos observados ndo estdo necessariamente relacionados com a
auséncia do NO mas sim com efeitos colaterais da suplementacéo de PTIO.

Mesmo com os efeitos colaterais desse sequestrador, o efeito do PTIO no
didmetro das raizes finas e no comprimento dos pelos absorventes foram contrarios ao
observado com a aplicacdo de GSNO em C. pachystachya. Nesse caso, a retirada do NO em
plantas cultivadas com NOs  simulou resultados semelhantes aos observados com NHa4".
Assim, pode-se propor o envolvimento do NO no controle do alongamento dos pelos

absorventes e da espessura de raizes finas pelo NOs em C. pachystachya. Coerente com esse
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resultado, Moro et al. (2017) observaram que a aplicacdo de GSNO pode estimular a

formacgéo e o alongamento de pelos absorventes em A. thaliana, mesmo em mutantes glabros.
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3 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, a hipotese “As fontes de
N e o NO afetam a morfologia das raizes de mudas de espécies arbOreas neotropicais,
conforme o grupo sucessional.” deve ser parcialmente aceita. Observou-se que as espécies de
um mesmo grupo apresentaram algumas respostas similares as fontes de N, mas ao mesmo
tempo houve respostas espécie-especificas. Além disso, o cultivo com doadores e
sequestradores de NO mostrou resultados contrastantes entre as espécies utilizadas (uma
pioneira e uma ndo pioneira). Porém, como apenas duas espécies foram utilizadas, mais
estudos sdo necessarios para verificar se as respostas observadas podem ser extrapoladas para
outras espécies do mesmo grupo sucessional. Além disso C. pachystachya mostrou
comportamentos mais similares aos recorrentes em outras espécies reportadas na literatura,
como A. thaliana. Por outro lado, C. estrellensis se mostrou altamente complexa, sendo
menos responsiva tanto aos tratamentos com NOsz e NH4*, assim como os com GSNO e
PTIO, apresentando ainda diversas respostas inesperadas em relacdo aos tratamentos
utilizados. Por conseguinte, estudos avaliando as respostas de diferentes espécies as fontes de
N e o NO séo essenciais para o entendimento da diversidade de mecanismos ecofisiol6gicos
desenvolvidos em florestas neotropicais e como eles séo afetados pelas mudancas climaticas e

atividades antropogénicas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Fotografias de C. canjerana sob NH4" (A) e NO3™ (B), C. pachystachya sob NH4* (C) e NO3™ (D), C. floribundus sob NH4+" (E) e NO3
(F), S. mauritianum sob NHs" (G) e NOs3™ (H), G. kunthiana sob NH4" (1) e NOs™ (J), C. estrellensis sob NH4"™ (K) e NO3™ (L), P. parviflora sob
NH4* (M) e NOs™ (N), S. terebinthifolius sob NH4* (O) e NOs™ (P), T. micrantha sob NH4* (Q) e NOs™ (R). As barras pretas correspondem a 5 cm
em todas as figuras.
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Anexo 2 — Fotografias de C. estrellensis sob NH4" (Controle) (A), 10 uM GSNO (B), 100 uM GSNO (C) e C. pachystachya sob NHs* (Controle)
(D), 10 uM GSNO (E) e 100 uM GSNO (F). As barras pretas correspondem a 5 cm em todas as figuras.




68




69

1 ANEXO 3 - Fotografias de C. estrellensis sob NO3z™ (Controle) (A), PTIO 1 uM (B) e C. pachystachya NOz™ (Controle) (C) e 1 uM PTIO (D).
2 As barras pretas correspondem a 5 cm em todas as figuras.




