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CUNHA, Joao Pedro Batista Fernandes Cunha. A aplicacao de nitrogénio e fésforo
afeta distintamente a fisiologia e o crescimento de mudas de cinco espécies
arbéreas da mata atlantica. 2023. 49 f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias
Biolégicas — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

Nitrogénio (N) e fosforo (P) sdo nutrientes minerais essenciais, cuja disponibilidade é
determinante para crescimento e desenvolvimento vegetal. Com o aumento da
deposicdo antropogénica de nutrientes, especialmente N, a disponibilidade destes
nutrientes nos ecossistemas terrestres deve aumentar, afetando o desenvolvimento
vegetal. Este estudo tem como objetivo identificar como espécies arbéreas da Mata
Atlantica com caracteristicas ecolégicas contrastantes respondem ao aumento da
disponibilidade N e P no solo. Durante nove semanas, trés espécies arbéreas nativas
da Mata Atlantica intolerantes & sombra e duas tolerantes a sombra foram submetidas
a aplicagbes semanais de (NH4)2SOa4 ([N] = 4mM), NaH2PO4 ([P] = 1mM), ambas as
solugdes ou apenas agua (tratamentos N, P, N+P e controle). Foram realizadas
analises de trocas gasosas, biometria, determina¢des das concentracdes foliares de
N e P e andlises quimicas do solo. Nenhuma das espécies estudadas apresentou
acumulo de N apés adicdo do nutriente. Além disso, nenhuma alteracdo do pH ou da
disponibilidade de P no solo foi observada em razdo da aplicacdo de N durante o
periodo de estudo, enquanto o P adicionado acumulou-se no solo e nas folhas de trés
das cinco espécies estudadas. A aplicacdo dos nutrientes promoveu alteracbes
fisiol6gicas e de crescimento em todas as espécies. As espécies intolerantes a sombra
Cecropia pachystachya e Heliocarpus popayanensis responderam positivamente a
adicdo conjunta de N e P, mas ndo aos nutrientes isolados. A terceira espécie
intolerante a sombra, Croton floribundus, teve seu crescimento estimulado apenas
pela adicdo de P. Entre as espécies tolerantes a sombra, Cariniana estrellensis teve
o crescimento reduzido pela aplicagdo dos nutrientes separadamente, mas estimulado
pela aplicacao de N+P, enquanto Aspidosperma polyneuron respondeu positivamente
a todos os tratamentos. Os resultados obtidos indicam que, a despeito do grau de
tolerancia & sombra, cada espécie responde de forma especifica & adicdo de N e P.

Palavras-chave: deposicdo de N; deposicdo de P; espécies tolerantes a sombra;
espécies intolerantes a sombra; floresta tropical; limitagcdo nutricional.



CUNHA, Joao Pedro Batista Fernandes Cunha. The application of nitrogen and
phosphorus affects differently the growth and physiology of five tree species
from the Atlantic Forest. 2023. 49 pp. Thesis /Dissertation (Master's degree in
Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Nitrogen (N) and phosphorus (P) are essential mineral nutrients which availability is
critical for plant growth and development. With the increased anthropogenic nutrient
deposition, especially N, the availability of these nutrients in terrestrial ecosystems is
expected to increase, affecting plant development. This study aims to identify how tree
species in the Atlantic Forest with contrasting ecological characteristics respond to
increased N and P availability in the soil. During nine weeks, tree shade intolerant and
two shade tolerant tree species native from the Atlantic Forest were subjected to
weekly applications of (NH4)2SO4 ([N] = 4mM), NaH2PO4 ([P] = 1mM), both
solutuions or just water (N, P, N+P, and control treatments). Gas exchange, biometry,
foliar N and P concentrations, and soil chemical analyses were performed. None of the
studied species showed N accumulation after nutrient addition. Furthermore, no
changes in soil pH or P availability were observed due to N application during the study
period, while added P accumulated in the soil and leaves of three out of five species
studied. Nutrient applications caused physiological and growth changes in all species.
Shade-intolerant species, Cecropia pachystachya and Heliocarpus popayanensis,
responded positively to combined N and P addition but not to individual nutrients. The
third shade-intolerant species, Croton floribundus, had its growth stimulated only by P
addition. Among shade-tolerant species, Cariniana estrellensis had its growth reduced
by separate nutrient applications but stimulated by N+P addition, while Aspidosperma
polyneuron responded positively to all treatments. The results indicate that, regardless
of shade tolerance, each species responds specifically to N and P addition.

Key-words: N deposition; P deposition; shade tolerant species; shade intolerant
species; nutritional limitation.
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1 INTRODUCAO

Os nutrientes minerais sao determinantes para 0 crescimento e
desenvolvimento vegetal e podem ser classificados quanto a sua essencialidade. Os
nutrientes minerais essenciais sdo aqueles sem 0s quais as plantas ndo completam
seu ciclo de vida normal, ja os ndo essenciais podem ser dispensaveis. Os nutrientes
minerais essenciais sao classificados ainda quanto as suas concentracdes relativas
nos tecidos vegetais, sendo 0s micronutrientes os encontrados em menor
concentracéo e 0s macronutrientes os encontrados em maior concentracdo (KUMAR.;
KUMAR; MOHAPATRA, 2021). O nitrogénio (N) e o fésforo (P) sdo macronutrientes
minerais essenciais ao desenvolvimento vegetal, cuja disponibilidade é limitante para
a produtividade primaria de diversos ecossistemas terrestres (ELSER et al., 2007;
MATSON et al., 1999; VITOUSEK et al., 2010).

De acordo com Vitousek et al. (2010), a limitacdo nutricional € verificada
quando, apos a adicdo de determinado elemento essencial e biologicamente
disponivel, h4 aumento significativo em algum processo biolégico ou compartimento
ecossistémico, como a produtividade priméria ou a biomassa. Dentre as formas de se
avaliar a limitacao nutricional sobre o desenvolvimento vegetal, estdo as andlises da
disponibilidade de nutrientes no solo, da alocacdo de biomassa vegetal para
aguisicao destes recursos e das concentracdes dos elementos no tecidos vegetais
(Vitousek et al., 2010).

Frequentemente, os processos biolégicos sao limitados por multiplos recursos
e diferem em requisitos de acordo com o0 organismo ou ecossistema em analise
(Vitousek et al., 2010). Desta forma, o suprimento conjunto de diferentes recursos
pode resultar em interacdes positivas ou negativas que afetam distintamente espécies
ou grupos funcionais de um mesmo ecossistema (ELSER et al., 2007; VITOUSEK et
al., 2010). Isto pode ser verificado através dos diferentes ajustes morfolégicos e
fisiologicos que as plantas sdo capazes, tais como realocacdo de massa entre raizes
e parte aérea e alteracdo na eficiéncia de uso dos recursos, de acordo com a
disponibilidade ambiental destes (FIELD et al., 1992).

O N é o nutriente mineral encontrado em maior quantidade nos tecidos vegetais
e estd amplamente presente na composicdo de importantes biomoléculas como
aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos (GALLOWAY et al., 2004). Este elemento

compde quase 80% da atmosfera em sua forma nao reativa (N2), na qual dois atomos
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de N encontram-se fortemente ligados por uma tripla ligac&o covalente, indisponivel a
maioria dos seres vivos, incluindo as plantas (GALLOWAY et al., 2004). A entrada do
N no ciclo biologico das plantas depende da sua fixagdo em formas reativas de N
(NHs, NH4, NO, NO2, HNOs3s), 0 que pode ocorrer por meios naturais ou antrépicos
(Figura 1) (BOBBINK et al., 2010).

A fixacdo biolégica natural de N é realizada por organismos procariontes que
ocorrem de forma livre na natureza, ou em associag¢ao a outros seres vivos (incluindo
algumas espécies de plantas), e que possuem a enzima nitrogenase. Através de uma
reacao catalisada por esta enzima, em condi¢cdes anaerdbicas e com alto custo
energético, estes organismos sdo capazes de reduzir o N2 a NH3 (amonia) (GABY;
BUCKLEY, 2011). Espécies de N reativo também s&o geradas de forma natural na
atmosfera devido as altas temperaturas provocadas por relampagos, que produzem
NO a partir da reacdo do N com oxigénio. A oxidacdo do NO produz NO: e,
posteriormente, HNOs que se deposita no solo através da chuva e poeira
(GALLOWAY et al., 2004).

Atividades antrépicas poluidoras, como a queima de biomassa e combustiveis
fésseis para producdo de energia, também contribuem para liberacdo de NO e NO2
na atmosfera, que se depositam no solo pelo mesmo processo que o HNOs3
(GALLOWAY et al., 2004). As mais significativas quantidades de N reativo inseridas
nos ecossistemas decorrem, entretanto, da fixacdo antropogénica de N. A partir de
1913, com a descoberta do processo quimico de Haber-Bosch, foi possivel fixar
industrialmente o N atmosférico na forma de NHs, destinando-o a producdo de
explosivos e, principalmente, fertilizantes (FOWLER et al., 2013; GALLOWAY et al.,
2004; GALLOWAY; COWLING, 2002).

Outra fonte de N reativo no solo é a decomposicao de matéria organica por
microrganismos, como fungos e bactérias, através do processo de amonificacdo. A
amonia resultante deste processo ou da fixacado atmosférica, apresenta-se na solucao
do solo na forma de NH4* (am6nio) (GALLOWAY et al., 2004). Esta molécula pode ser
diretamente absorvida pelas raizes ou oxidada a NOz" e, posteriormente, a NOs", por
bactérias nitrificantes dos géneros Nitrosomonas e Nitrobacter, respectivamente.
Durante o processo de nitrificacdo, prétons H* sdo liberados, contribuindo para a
reducdo do pH do solo (DIXON; KAHN, 2004). No solo o NOs™ pode ser perdido para
o lencol freatico via lixiviacao, sofrer o processo de desnitrificacdo por meio da atuacao
de bactérias desnitrificantes, regenerando N2 (GALLOWAY et al., 2004).
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O NOs absorvido € reduzido a nitrito (NO2") pela enzima nitrato redutase nas
raizes ou translocado para as folhas, onde pode ser reduzido pela mesma enzima. O
nitrito formado €, entdo, reduzido a NH4* pela enzima nitrito redutase no interior de
plastidios. O aménio resultante desta reacdo, ou que fora diretamente absorvido do
solo, pode entdo ser incorporado em aminoacidos pela acdo sequencial das enzimas
glutamato sintetase e glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (BREDEMEIER,;
MUNDSTOCK, 2000).

8 BBBH Fixagéo' .
atmosférica Atmosfera
o " Solo
Fixacao Absorcdo
bioldgica
Fixacdo )
antropogénica Absorg¢do
_ Aménio Nitrito Nitrato
(NH.*) (NO;) (NOy)
Nitrificacao
Amonificagdo Desnitrificacdo

Matéria organica Lixiviagao

Figura 1. Esquema simplificado do ciclo no N. Fonte: o proprio autor.

O P constitui moléculas importantes para o metabolismo energético, como o
ATP e acucares fosfatados, além dos fosfolipidios presentes na membrana plasmética
e dos acidos nucleicos (SHEN et al., 2011). Diferente do N, sua origem no solo se da
a partir do intemperismo rochoso. Dentre as fontes primarias de P, estdo 0os minerais
apatita, strengita e variscita, de baixa reatividade e lenta liberagdo. Secundariamente,
o P se apresenta na formas dos fosfatos (H2PO4/HPO4?") de célcio (Ca), ferro (Fe) e
aluminio (Al), cuja solubilizacdo depende diretamente do pH edafico (SHEN et al.,
2011) (Figura 2).

Com o aumento do pH edéfico, a solubilidade dos fosfatos de Fe e Al aumenta,

porém a do fosfato de Ca reduz, exceto para valores de pH acima de 8. Dessa forma,
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em solos mais acidos, a solubilidade de P é menor. O fosfato pode estar ainda
adsorvido a particulas de argila, 6xidos e hidréxidos de ferro e aluminio e, embora
presente, indisponivel as plantas (FILIPPELLI, 2002). Isto ocorre porque estas
particulas e minerais possuem grande area superficial, fornecendo diversos sitios de
adsorcao por atracao eletrostatica. Solos altamente intemperizados possuem maior
eletropositividade e, consequentemente, maior adsor¢cao aniénica devido. O mesmo
ocorre com a reducgédo do pH do solo, que leva ao predominio de particulas com cargas
superficiais positivas. Nestas condi¢des, o solo atua como dreno de P, competindo
com as plantas e microrganimos pelo P (SHEN et al., 2011).

Outro importante compartimento de P no solo refere-se a sua por¢cao organica,
cuja disponibilizacdo a partir da matéria organica depente do processo de
mineralizacao, realizado através da liberacdo de enzimas fitases e fosfatases pelas
raizes ou microrganismos. Estas enzimas atuam hidrolisando principalmente
ortofosfatos de monoésteres, ortofosfatos de diésteres e fosfonatos, liberando P
inorgadnico no meio, que pode ser absorvido pelas raizes (FILIPPELLI, 2002;
OELKERS; VALSAMI-JONES, 2008; SHEN et al., 2011).

Deposigao
Atmosfera
Solo
_______________ Fosfatases
v
Absorgdo
- Adsorgao P fixado na
Matéria organica Decomposicdo | superficie de
l ~ minerais
Fosfato Dessorcao

(HPO,*, H,PO,)
I 4 Solubilizagao

Minerais
secundarios

Precipitagao

Minerais primarios

Intemperismo

Figura 2. Esquema simplicaficado do ciclo do P. Fonte: o préprio autor.

Ao ser absorvido pelas raizes via transportadores do tipo simporte H* de alta

afinidade, o fosfato é incorporado a moléculas organicas, como agucares, lipidios e
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nucleotideos. A principal reacdo de assimilacdo de fosfato constitui a formacédo de
ATP nas mitocondrias durante a respiracao, e nos cloroplastos durante a fotossintese
(SHEN et al., 2011).

A extencdo da &rea de arbsorcdo de nutrientes pelas raizes € diretamente
dependente do comprimento, volume, ramificacdo e presenca dos pelos radiciais no
sistema de raizes, além da associagdo com microrganismos, como as micorrizas.
Cerca de 80% das plantas terrestres realizam associa¢fes simbioticas com estes
fungos, que maximizam a area de absorcao de 4gua e nutrientes (principalemente P)
(CARDOSO; NOGUEIRA; ZANGARO, 2017; RONDINA et al., 2019).

De acordo com Rondina et al. (2019), a associacdo micorrizica € especialmente
relevante para espécies caracteristicas do inicio da sucessao ecoldgica, que possuem
crescimento acelerado e tém sua alta demanda nutricional suprida, em parte, através
desta associacdo. Em contraste, espécies tipicas dos estagios sucessionais mais
avancados, gue ocupam ambientes mais sombreados e apresentam crescimento mais
lento, tém menor dependéncia da associagcdo com micorrizas, ja que nestes estagios
a deposicdo e decomposi¢cdo de matéria organica por microrganismos no solo é maior
(RONDINA et al., 2019).

O lento processo de introducédo do P via intemperismo rochoso, associado a
sua baixa mobilidade no solo e perda gradativa ao longo do tempo através da
lixiviacdo, torna este recurso especialmente indisponivel em solos mais antigos, como
os de florestas tropicais (ELSER et al., 2007; VITOUSEK et al., 2010). Embora a
deposicao de P possa ocorrer através do transporte de poeira emitida para atmosfera
ou em regides proximas a areas agricolas, de intensa fertilizacdo, ela € menos
significativa que a deposicdo de N (TIPPING et al., 2014; PENUELAS et al., 2013).
Desta forma, estes ecossistemas tendem a ser especialmente limitados por P, visto
gue o N é continuinamente introduzido a partir da fixacdo bioldgica e da deposicéo
atmosférica natural e antrépica, enquanto o P tende a esgotar-se (ELSER et al., 2007;
MATSON et al., 1999; VITOUSEK et al., 2010).

A deposicao antropogénica de N potencialmente intensifica a limitacao por P,
visto que, dentre as consequéncias do excesso de N, estd a acidificagdo do solo,
provocada pelo aumento das taxas de nitrificacdo (ABER et al., 1993; MATSON et al.,
1999; MO et al, 2008). Modelagens teodricas estimaram que a deposicao
antropogéncia total de N aumentou de 86,6 Tg N ano em 1984 para 93,6 Tg N ano*

em 2016, enquanto a deposicéo anual de P em todo planeta é estimada em 3,7 Tg P
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ano! (ACKERMAN; MILLET; CHEN, 2019; TIPPING et al., 2014). Além disso,
hotspots de deposicédo de N foram identificados no leste asiatico, Europa, Ameérica do
Norte e sul do Brasil (ACKERMAN; MILLET; CHEN, 2019). Projec¢des futuras indicam
um aumento exponencial até 2050, atingindo taxas anuais de deposicao de até 270
Tg N (GALLOWAY et al., 2004).

A Mata Atlantica é listada como um dos ecossistemas de grande biodiversidade
que deve ser exposta as mais altas taxas de deposicao de N, ultrapassando 15 kg N
ha (1500 kg km2) até 2050 (PHOENIX et al., 2006). Esta intensa introducéo
antropogénica de N reativo imp&e um desbalanco nos ciclos biogeoquimicos naturais
gue representa um importante risco a biodiversidade (LI et al., 2019; PHOENIX et al.,
2006; XIANKAI et al., 2008).

Experimentos de fertilizacdo nutricional em campo comumente verificam um
estimulo no crescimento vegetal de apenas algumas espécies, geralmente das
dominantes ou de rapido crescimento, ou ainda as que estavam espacial ou
temporalmente mais responsivas a aquisi¢ao de nutrientes no momento da fertilizacédo
(MAMOLOS; VERESOGLOU, 2000). Nesta condicéo alterada de disponibilidade de
nutrientes, as relacdbes competitivas entre as espécies sao perturbadas,
especialmente nas fases de estabelecimento e desenvolvimento inicial (CARATE-
TANDALLA; LEUSCHNER; HOMEIER, 2015; HOMEIER et al., 2012; LAWRENCE,
2003; MO et al., 2008). Consequentemente, a composi¢cao das comunidades vegetais
€ modificada, resultando frequentemente em perda de biodiversidade por exclusédo
competitiva (HOMEIER et al., 2012; ISBELL et al., 2013; LIU, 2011; SIDDIQUE et al.,
2010; XIANKAI et al., 2008; ZHANG et al., 2021).

Dois padrdes de resposta fisiologicas a fertilizacdo com N e P foram
identificados por Lawrence (2001) ao comparar duas espécies tolerantes a sombra e
duas intolerantes nativas da floresta tropical da Indonésia. A despeito do esperado, 0s
padrées de resposta observados ndo foram determinados pelo grau de tolerancia a
sombra. A adicdo de N e P promoveu aumento da taxa de crescimento de Persea
rimosa (tolerante a sombra) e Macaranga gigantea (intolerante a sombra), quando
conjunta, mas ndo quando apenas um dos dois nutrientes foi aplicado. Ja as outras
duas espécies estudadas, Peronema canescens e Melicope glabra, ambas
intolerantes a sombra, responderam acumulando nutrientes ao serem tratadas com N
e/ou P, sem apresentar aumento do crescimento. (LAWRENCE, 2001).

Em um trabalho posterior, envolvendo um namero maior de espécies, Lawrence
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(2003) sintetizou através de uma meta-analise os resultados de quinze estudos
avaliando o efeito da adicdo de nutrientes em espécies tropicais tolerantes e
intolerantes a sombra. Neste estudo, a autora verificou que uma maior propor¢éo de
espécies intolerantes a sombra (73%) respondem positivamente a adicdo de
nutrientes, aumentando a taxa de crescimento relativo e o acumulo de biomassa.
Entre as espécies tolerantes a sombra, esta proporcéao foi menor (60%) e a tendéncia
observada foi de acimulo de nutrientes, especialmente P, com 95% das espécies
apresentando acumulo deste elemento.

Uma série de experimentos instalados na reserva da biosfera de Dinghushan,
na China, avaliaram os efeitos da fertilizacdo com N e P sobre a produtividade e a
fisiologia de espécies arboreas de uma floresta tropical madura (HUANG; ZHOU,; LIU,
2012; MO et al., 2008; ZHU et al., 2013, 2014). O efeito da deposi¢cdo do N em doses
crescentes durante onze meses foi avaliado por Mo et al. (2008). Neste estudo, os
autores verificaram um aumento nas taxas fotossintéticas liquidas de Schima superba
e Cryptocarya concinna em doses de até 10 e 15 g N m2 ano’l, respectivamente.
Acima dessas concentracdes, o N deixou de estimular a fotossintese e em doses de
30 g N m? ano! reduziu a taxa de sobrevivéncia de mudas de ambas as espécies.
Além disso, nas doses mais altas, a adicdo de N promoveu a acidificacdo do solo e
reduziu o conteudo de P foliar (MO et al., 2008).

Considerando avaliacdes feitas no mesmo ecossistema, foi verificada uma
reducdo na biomassa e na produtividade primaria ap6s a adicdo de N em doses
superiores a 10 g N m2 ano! (HUANG; ZHOU; LIU, 2012). Esta reducéo foi associada
ao aumento da limitacao por P induzida pela adicdo de N, evidenciado pelo aumento
da razdo das concentragcdes N/P nos tecidos vegetais (HUANG; ZHOU; LIU, 2012).
Gusewell (2004) sugere que proporcdes N/P <10 e >20 indicam limitagcédo da producao
de biomassa por N e P, respectivamente, embora estas razdes possam variar de
acordo com a espécie.

Experimentos subsequentes avaliaram por periodos mais longos os efeitos da
adicao de N conjunta ao P. Apds cinco anos de adicoes de N em taxas de 150 kg ha-
Lano?, Zhu et al. (2013) verificaram uma reducéo significativa na proporcéo de raizes
finas vivas, o que foi associado a acidificacdo edafica. Além disso, a adicdo de N
aumentou a atividade da enzima fosfatase no solo, mas nédo a quantidade de P
disponivel, sugerindo um aumento da demanda por P induzida por N. Resultados
similares foram obtidos por outros autores (OLANDER; VITOUSEK, 2000;
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TRESEDER; VITOUSEK, 2001). J4 a adicdo de P nas mesmas taxas estimulou o
desenvolvimento das raizes finas, aumentou as concentracdes de P nas raizes e no
solo, e reduziu a atividade da enzima fosfatase (ZHU et al., 2013).

Outros trabalhos no mesmo local avaliaram as respostas fotossintéticas e dos
nutrientes foliares a adicdo de N e de P de duas espécies dominantes tolerantes a
sombra (Randia canthioides e C. concinna) (ZHU et al., 2014). Trés anos de adicéo
de N promoveram acumulo de N e P nas folhas da primeira espécie, e reducédo do
contetdo de P na segunda espécie, entretanto nenhum parametro fotossintético foi
alterado em ambas as espécies. Em oposicao, a adicdo de P estimulou a fotossintese
das duas espécies, demonstrando como a disponibilidade de P pode ser limitante para
o desenvolvimento de espécies arboreas em florestas tropicais (ZHU et al. 2014).

Em experimentos similares avaliados as espécies mais comuns nas florestas
tropicais montanhosas do Equador, as adi¢des isolada e conjunta de N e P aceleraram
o crescimento de Hieronyma fendleri, Alchornea lojaensis e Pouteria torta (CARATE-
TANDALLA; LEUSCHNER; HOMEIER, 2015). J4 Graffenrieda emarginata e Myrcia
sp. reduziram seu crescimento quando tratadas com N ou P (HOMEIER et al., 2012).
Homeier et al. (2012) sugerem que as respostas a adicdo de N ou P sdo espécie-
especificas e que ao suspender a limitacdo por estes nutrientes, a competicdo por
outros recursos, como a luz, € intensificada.

Além das diferentes respostas encontradas de acordo com a maior
disponibilidade de nutrientes como o P e o N, estudos envolvendo espécies da Mata
Atlantica verificaram que espécies que ocorrem em estagios sucessionais distintos
podem apresentar preferéncia por fontes de N especificas, relacionadas a mudanca
nas caracteristicas do solo ao longo da sucessao ecologica. Espécies pioneiras por
exemplo, apresentam melhor desenvolvimento quando cultivas com nitrato, em
comparacao ao cultivo com amdénio (OLIVEIRA et al., 2017; DEBIASI et al., 2019; DA
SILVA et al., 2021).

Bardy (2020) verificou que espécies arboreas na Mata Atlantica tolerantes e
intolerantes a sombra apresentam distintos padrbes de resposta a elevada
disponibilidade de N. A autora observou que espécies intolerantes a sombra, como
Croton floribundus, tiveram o crescimento estimulado pela adicdo de N, enquanto
espécies tolerantes a sombra, como Aspidosperma polyneuron, apresentaram
acumulo de NOgs', proteinas e N total. Estas respostas, entretanto, variaram quando

outros nutrientes foram adicionados em conjunto ao N (solu¢do de Hoagland contendo
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todos os macro e micronutrientes), demonstrando a necessidade de se investigar os
efeitos da aplicacédo associada de N e o0 outros nutrientes especificos, especialmente
oP.

Investigar como a disponibilidade de N e P no solo afeta a fisiologia de espécies
arboreas da Mata Atlantica com caracteristicas ecoldgicas distintas € importante para
compreender como as alteracdes na disponibilidade de recursos minerais pode afetar
a composicao e a diversidade destas florestas. Além disso, identificar possiveis
biomarcadores que indiguem estas alteracbes permitirA monitorar estes
ecossistemas, contribuindo com a sua conservacao.

Este estudo tem como objetivo verificar como mudas de espécies arboreas da
Mata Atlantica tolerantes e intolerantes a sombra cultivadas em solo florestal
respondem, a curto prazo, a adicdo elevada de N e P no solo. Além disso, espera-se
identificar biomarcadores que possibilitem monitorar as respostas destas espécies ao
aumento da disponibilidade de N e/ou P no solo. As hipéteses levantadas sdo de que
(i) as respostas das espécies a adicdo de N e P serdo relacionadas ao grau de
tolerancia & sombra de cada espécie, (ii) as espécies responderdo de forma distinta a
aplicacao isolada e associada dos nutrientes e (iii) a adicdo de N reduzira o pH e a

disponibilidade de P no solo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram avaliadas cincos espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica que
ocorrem na Floresta Estacional Semidecidual (FES), e que sdo empregadas em
programas de reflorestamento e possuem caracteristicas ecologicas contrastantes, de
acordo com a classificagéo de Das Chagas e Silva & Soares-Silva (2000).

Cecropia pachystachya Trécul (Cp) € uma espécie perenifélia, helitfita,
pioneira, pertencente a familia Urticaceae, de ampla distribui¢cdo no Brasil (GAGLIOTI,
AGUIAR, 2022; OLIVEIRA; OLIVEIRA; LORENZI, 2015). Conhecida popularmente
como “Embauba-do-brejo”, apresenta rapido crescimento e pode atingir até 25 metros
de altura e didmetro a altura do peito (DAP) de 45 cm (Carvalho, 2003; OLIVEIRA,;
LORENZI, 2015). Ocorre frequentemente em matas ciliares, bordas de florestas e
clareiras (BATISTA et al., 2008; DAS CHAGAS E SILVA; SOARES-SILVA, 2000).

Heliocarpus popayanensis Kunth. (Hp), conhecida popularmente como
“Jangadeiro”, € uma espécie de Malvaceae que ocorre desde o México até a
Argentina. No Brasil, estd presente nos dominios fitogeograficos da Amazoénia,
Cerrado e Mata Atlantica. E considerada uma espécie semidecidua, heli6fita, pioneira
(CARVALHO, 2003; FERNANDES-JUNIOR, 2022; OLIVEIRA; OLIVEIRA; LORENZI,
2015). Quando adulta, pode atingir at¢é 20 metros de altura e DAP de 70 cm
(CARVALHO, 2003).

Croton floribundus Spreng. (Cf) € uma espécie de Euphorbiaceae helibfita,
decidua ou semidecidua classificada como pioneira (CARVALHO, 2003; CARUZO et
al.,, 2022; OLIVEIRA; OLIVEIRA; LORENZI, 2015. Chamada vulgarmente por
“Capixingui”, esta espécie arbdrea apresenta até 10 metros de altura e DAP de 15 a
30 cm. Ocorre em Matas Ciliares, na Floresta Estacional Semidecidual e na Floresta
Ombréfila (CARVALHO, 2003; CARUZO et al.,, 2022; OLIVEIRA; OLIVEIRA;
LORENZI, 2015). Tradicionalmente, é conhecida por suas propriedades medicinais no
tratamento de doengas como sifilis e hemorroida (QUEIROZ et al., 2020).

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Ce), conhecida popularmente como

“Jequitiba-branco”, € uma espécie de Lecythidaceae, secundaria tardia e emergente
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(CATENACCI et al., 2022; CARUZO et al.,2022; DAS CHAGAS E SILVA; SOARES-
SILVA, 2000). E uma planta semidecidua, caracteristica de florestas climax
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; LORENZI, 2015). No Brasil, ocorre descontinuamente na
Amazobnia e na Mata Atlantica, sendo também registrada no Paraguai, Bolivia e Peru
(CATENACCI et al., 2022). Apresenta altura média de 15 a 35 metros e DAP entre 50
e 80 cm, embora possa atingir até 50 metros e 215 cm de DAP quando adulta
(CARVALHO, 2003).

Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (Ap), conhecida popularmente como
“Peroba-rosa”, pertence a familia Apocynaceae. Trata-se de uma espécie secundaria
tardia emergente, perenifélia, e que atinge até 50 metros de altura e DAP de 390 cm
quando adulta (CARVALHO, 2003). Ocorre na Floresta Estacional semidecidual,
desde a Bahia até o Parand, além dos estados Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Goias (CASTELLO et al.,, 2022). Intensamente explorada por conta do valor
econdbmico de sua madeira, estd inclusa como espécie ameacada de extincdo na
IUCN (WALTER; GILLET, 1997).

2.2 CONDICOES DE CULTIVO

As sementes de todas as espécies foram obtidas de viveiros comerciais, exceto
as de C. floribundus, que foram coletadas em um fragmento florestal proximo a
Universidade Estadual de Londrina. As sementes foram germinadas em bandejas
plasticas contendo areia esterilizada. Apds a germinacéo, plantulas com pelo menos
o primeiro par de folhas completamente expandido foram transferidas para sacos
plasticos individuais (6,5cm de didmetro e 17,5 cm de altura) contendo solo de
remanescente da FES (Tabela 1) coletado no Parque Estadual Mata dos Godoy
(23°26°26”S, 51°15°16”W), em Londrina, PR. Este solo é classificado como Ferralsol
Rhédico, composto por 80% de argila, originada de rocha basaltica (FAO; UNESCO,
1971).

Para um maior controle e homogeneidade das condi¢cdes de cultivo, todo
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Estadual de
Londrina (23°19°30”S, 51°11’52"W). As espécies A. polyneuron, C. estrellensis, C.

floribundus foram submetidas aos tratamentos entre abril e junho de 2022, enquanto
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H. popayanensis entre maio e julho, e C. pachystachya entre junho e agosto do
mesmo ano. As plantas foram mantidas sob sombrite, simulando subosque florestal
(luminosidade de aproximadamente 200 umol de fétons m= s, medida as 10 horas
da manha de um dia ensolarado). Sempre que necessario, as plantas foram irrigadas

com agua, evitando estresse hidrico.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O aumento da disponibilidade de N e/ou P para as mudas das espécies estudas
foi obtido através de nove aplicac6es semanais de 50mL de (NH4)2SO4 ([N] = 4mM)
e/ou NaH2PO4 ([P] = 1mM) (equivalentes a deposicdo anual total de 448 kg N ha'e
240 kg P ha!, considerando o volume dos sacos plasticos e o tempo de experimento).
A intensidade da aplicacdo dos nutrientes foi determinada considerando estudos
anteriores do grupo de pesquisa (BARDY, 2020; OLIVEIRA et al., 2017) e
experimentos semelhantes disponiveis na literatura (CARATE-TANDALLA;
LEUSCHNER; HOMEIER, 2015; HOMEIER et al., 2012; LAWRENCE, 2001; MAO et
al., 2018; ZHU et al., 2014). Parte das plantas foi mantida como grupo controle sem
receber nenhuma adicdo de nutrientes, enquanto parte recebeu apenas N ou P
(tratamentos N e P, respectivamente). Um ultimo grupo foi fertilizado com ambos os
nutrientes (tratamento N+P), neste caso, as aplicacbes de N e P ocorreram em dias
diferentes, evitando encharcamento do solo.

2.4 ANALISES DE TROCAS GASOSAS

Um analisador de gases por infravermelho (IRGA) modelo LI-COR 6400XT (LI-
COR Biosciences, EUA) foi utilizado para determinar a taxa fotossintética liquida (A)
(umol m2 s1), a condutancia estomatica (gs) (mol m2 s1), a taxa de transpiracéo (E)
(mmol m~? s?) e a concentracéo intercelular (Ci) de CO2 (umol mol?). Foi calculada a
eficiéncia instantédnea de carboxilacédo (k=A/Ci). As analises foram realizadas entre 8h

e 10h da manha em dias ensolarados utilizando-se a folha completamente expandida



26

mais jovem conectada a uma camara de 6 cmz, sob radiacao fotossinteticamente ativa
(PAR) saturante (1500 pmol m? s1) e fluxo de 400 mL min sob disponibilidade de
CO2 ambiental (Ca).

2.5 BIOMETRIA

Plantas foram desensacadas e separadas em raiz, caule e folhas para
obtencdo das medidas de massa fresca (g) e area foliar total (AF) (cm?), através de
uma balanca analitica de precisdo e um integrador de area foliar LI-3000C (LI-COR
Biosciences, Estados Unidos), respectivamente. As amostras frescas de raiz, caule e
folha, acondicionadas em sacos de papel individuais, foram mantidas em estufa a 60
°C até atingirem massa constante para pesagem das respectivas massas secas
(MSR, MSC, MSF). Este procedimento foi realizado antes do inicio (i) e ao final dos
tratamentos (f). Foram calculados os valores de massas seca da parte aérea (MSPA =
MSC + MSF) (g), massa seca total (MST = MSPA + MSR) (g) e a razdo de massa seca
entre a raiz e a parte aérea (MSR/MSPA) (g g*). Através dos valores iniciais e finais

de massa seca total (MSTi e MSTf) e area foliar total (AFi e AFf) foi calculada a taxa

(MSTf—MSTi) x (InAFf —InAFi)
(AFf-AFi) x t

assimilatéria liquida (TAL = ) (mg cm? dial) e a taxa de

InMSTf- InMSTi

crescimento relativo (TCR= x1000) (mg g* dial), em que t representa o

tempo total do experimento (63 dias).

2.6 DETERMINACAO DAS CONCENTRAGCOES FOLIARES DE N E P

O contetido de N total nas folhas (N) (mg g*?) foi determinado através da
digestdo de amostras de até 200 mg de tecido vegetal seco em &cido sulfurico
(H2S04), com progressivo aumento de temperatura até 350°C. Apds o resfriamento
dos extratos, as amostras foram destiladas em hidroxido de sdédio (NaOH) e colhidas
em um recipiente contendo uma solugdo indicadora com &cido borico (HsBO3). A

concentracéo final da amostra foi determinada espectrofotometricamente a 697 nm
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(KJEDAHL, 1883).

O contelido de P total nas folhas (P) (mg g) foi dosado a partir da digestéo
nitroperclorica de amostras de até 500 mg de material vegetal seco, com progressivo
aumento de temperatura até 210°C. O extrato obtido foi diluido com &gua deionizada
para posterior reacdo com molibdato (solucdo STM) e acido ascoérbico por 30 minutos.
Por fim, a concentracéo de P das amostras foi determinada espectrofotometricamente
a 660 nm (QUINLAN; DESESA, 1955).

2.7 ANALISE QUIMICA DO SOLO

Andlises quimicas do solo foram realizadas pelo Instituto de Tecnologia e
Laboratdrios (ITL — Londrina/PR) antes do inicio (solo pré-tratamento) e ao final dos
experimentos. O pH foi determinado através do método SMP, o contetdo de N através
do método de Kjeldahl (KJEDAHL, 1883), P e K através da extracdo MEHLICH-1
(MEHLICH, 1973), Ca e Mg através da extracdo em KCI 1 mol L.

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi montado sob delineamento inteiramente casualisado. Foram
utilizadas quatro repeticdes para determinagédo das MSTi, nove repeticdes bioldgicas
para as analises biométricas e de trocas gasosas (exceto Hp, n=7) e quatro repeticées
para determinacdo das concentracfes foliares de N e P. Para determinacéo quimica
do solo foram utillizadas duas amostras compostas, obtidas a partir da
homogeneizagéo de dez subamostras.

Comparacdes de médias foram realizadas para todos os parametros atraves
da ANOVA de um fator, exceto para as analises de solo, que foram comparadas
através do teste t de Student. Os pressupostos de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias foram avaliados pelos testes Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente, e, quando nado atendidos, os dados foram transformados via Box-

Cox. No caso de diferenca significativa no teste de ANOVA, as médias foram
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comparadas atraves do teste de Fisher.

Além disso, foram realizadas analises de componentes principais (ACP) e
heatmap para identificar padrbes de agrupamento entre as espécies. Todas as
andlises foram realizadas através do software R Studio 4.1.3, em nivel de significancia
de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE QUIMICA DO SOLO

A andlise quimica do solo, realizada ao fim dos tratamentos, revelou que
nenhum dos tratamentos, adicdo de N, P ou de ambos, alterou o pH, as concentracdes
de N, K, Ca, Mg, matéria organica, a CTC e a saturacdo de bases no solo. O Unico
parametro alterado em relacéo ao solo pré-tratamento foi a concentracédo de P no solo,
que aumentou em todos os tratamentos para todas as espécies, inclusive nos grupos

controle (exceto para grupo controle de A. polyneuron) (Tabela 1).

3.2 Determinacéo das concentracdes foliares de N e P

Nenhuma das espécies estudadas apresentou alteracdo nas concentracdes
foliares de N com os tratamentos avaliados em relacé&o ao controle. C. floribundus e
C. estrellensis também néo tiveram as concentracdes foliares de P alteradas por
nenhum dos tratamentos (Figura 3).

Ja para C. pachystachya, o cultivo com adicdo de N reduziu a concentracdo
foliar de P em 14%. Quando cultivada com P ou N+P, os niveis deste nutriente nas
folhas aumentaram em 60% e 131%, respectivamente. Mudas de H. popayanensis e
A. polyneuron também acumularam P nas folhas com os tratamentos P (Hp: 76% e
Ap: 134%) e N+P (Hp: 74% e Ap: 58%) (Figura 3).
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Tabela 1 — Andlise quimica do solo, realizada antes e apds o cultivo de mudas de
Cecropia pachystachya (Cp), Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf),
Cariniana estrellensis (Ce) e Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas a aplicacéo
de N, P, ambos os nutrientes (N+P) ou apenas agua (Controle). Os resultados estao
apresentados em valores de média + desvio padrdo. Asteriscos indicam diferenca
estatistica em relacdo ao solo pré-tratamento apos teste t de Student em nivel de
significancia de 5%.

A . . Solo pré- Tratamento
Parametro Espécie
tratamento  Controle N P N+P
pH Cp 5,05+0,01 4,96+0,01 4,94+0,18 5,03+0,01
Hp sg5s | 464019 467+022 502+001 504£0,10
Cf 0.07 | %92+016 483+005 4,98%0,02 501+%0,02
Ce 5,06 +0,06 4,76 +0,01 4,99+0,07 4,74+0,02
Ap 5,06+0,01 491+012 499+0,01 4,99+0,16
N Cp 2,10+0,02 2,08+0,09 2,06+0,00 2,18+0,02
(g/dm3) Hp b0+ | 212%012 213+005 217£0,03 242+0,09
Cf 031 | 212+019 228013 210%006 2,00+0,03
Ce 2,02+0,21 1,83+0,03 1,72+0,06 1,84+0,18
Ap 211+0,14 206+0,01 2,13+0,01 210+0,01
P Cp 4,68 +0,14* 3,88 +0,01* 6,72+ 0,19* 5,96 + 0,78*
(mg/dm3) Hp 230+ 4,3+0,49* 4,23+0,19* 6,20 + 0,24* 5,23 + 0,04*
Cf 014 |405£014% 3,7420,01* 690+0,93* 6,79+0,19*
Ce 3,19 + 0,09* 3,71 +0,34* 6,17 + 0,58* 6,31 + 0,39*
Ap 2,98 +0,49 2,84+0,01* 4,92 +0,29* 523+0,04*
K Cp 0,14 +0,03 0,18+0,03 0,20+0,00 0,20 +0,01
(cmol/dm3) Hp 0224 | 021%001 025+001 029£001 0,26+0,01
Cf 008 | 011001 011£001 010£001 0,12+0,01
Ce 0,14+0,01 0,10+0,01 0,10+0,01 0,09 + 0,02
Ap 0,21+0,01 0,20+0,01 0,12+0,01 0,19+0,01
Ca Cp 5,02+0,28 4,91+0,15 4,87+0,86 5,52+0,02
(cmol/dm3) Hp co0+ | 222%151 509+095 605+045 6,00+0,30
Cf 156 | 623+015 566022 529%002 599+077
Ce 6,21+0,84 586+0,37 574+0,39 546+0,12
Ap 710+0,30 6,70+0,01 6,36+0,37 6,56 +0,23
Mg Cp 1,80+0,08 1,73+0,05 1,67+0,41 1,91+0,09
(cmol/dm3) Hp 187+ 1,48+050 1,63+041 2,04+0,19 1,98+0,18
Cf 046 | 213%017 193%001 1091£012 220%0,25
Ce 2,40+0,43 208+0,16 2,24+0,13 2,05+0,05
Ap 251+0,01 240+0,20 221+0,14 240+0,25
Matéria Cp 42,02 +0,45 41,59 +1,95 41,38 +0,15 43,72 +0,45
organica Hp 42,44 + 255 42,66+ 1,05 43,40+ 0,60 48,40 + 1,95
(g/dm?3) 36,09 +
Cf 608 |4255+3,91 4574£270 42,12+1,20 40,00+ 0,60
Ce 40,42 + 4,21 36,70 £0,75 34,46 +1,20 36,80 + 3,61
Ap 42,23+2,85 41,27 +0,01 42,76 +0,30 42,12 + 0,30
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CTC Cp 13,62 +0,59 13,19+0,34 13,33 +0,36 14,23 + 0,05
Hp 13.22 + 14,60 +1,37 14,56 +0,48 14,68 +0,78 15,00 +0,13
Cf 2’ 05_ 15,14 + 0,01 14,51 +£0,36 13,12 +0,30 14,76 +0,94
Ce ’ 14,63 +1,22 14,74+ 0,60 13,73 +0,26 14,41 + 0,37
Ap 15,71 +0,17 15,13 +0,15 14,75 +£0,26 15,05 + 0,36
Saturacao Cp 51,32 +4,93 51,75+0,48 50,61 + 8,22 53,72 + 0,68
deo bases Hp 60.00 + 46,97 +9,48 47,84 +7,85 57,09 +1,38 55,03 +2,81
(Vo) ct o es 5599217 53,16+2,84 55,71+0,17 56,29+3,25
Ce ’ 59,67 + 3,80 54,62 +1,37 58,91+ 2,77 52,87 +0,30
Ap 62,58 +1,22 61,57 +2,29 58,90+ 2,49 60,96 + 4,70
a) cp Hp cf Ce Ap b) cp Hp cf Ce Ap
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Figura 3 — Concentracdo de N e P nas folhas de mudas de Cecropia pachystachya
(Cp), Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf), Cariniana estrellensis
(Ce) e Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas a aplicacdo de N, P, ambos os
nutrientes (N+P) ou apenas agua (Controle). Os resultados estdo apresentados em
valores de média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa ap6s analise de variancia e teste de Fisher em nivel de significancia de
5%.

3.3 BIOMETRIA

A fertilizacdo com N ou P resultou em poucas alteragcbes biométricas nas
espécies intolerantes a sombra C. pachystachya e H. popayanensis. Foi observado
apenas um aumento da razao MSR/MSPA com o tratamento N na primeira espécie, e

um aumento da massa seca das raizes com o tratamento P, na segunda. Entretanto,
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gquando ambos os nutrientes foram fornecidos, as duas espécies apresentaram
aumento da area foliar, das massas secas das raizes, parte aérea e total (Cp: 153%;
Hp: 115%), e das taxas de crescimento relativo (Cp: 68%; Hp: 131%) e assimilacao
liquida (Cp: 39%; Hp: 86%) (Tabela 2 e Figura 4).

De modo similar as demais espécies intolerantes a sombra, mudas de C.
floribundus tratadas com N n&o tiveram nenhum parametro biométrico alterado. Nesta
espécie, entretanto, a aplicacdo de P estimulou o desenvolvimento das raizes e da
parte aérea, resultando em aumento nas massas secas das raizes, parte aérea (46%)
e total (36%), da razdo MSR/MSPA e das taxas de crescimento relativo (93%) e
assimilacao liquida (120%). Quando N e P foram aplicados, apenas a massa seca da
parte aérea (42%) e a area foliar aumentaram (52%) (Tabela 2 e Figura 4).

Na espécie tolerante a sombra C. estrellensis, tanto a adicdo de N, quanto a
adicao de P foram prejudiciais ao desenvolvimento vegetal, reduzindo a massa seca
total (N: 19%; P: 29%) e a taxa de crescimento relativo (N: 22%; P: 35%). Além disso,
a adicdo de N reduziu a taxa de assimilacao liquida em 21% e a adicédo de P reduziu
a area foliar em 53%. Quando tratada com ambos os nutrientes, entretanto, C.
estrellensis apresentou respostas similares a das espécies intolerantes a sombra C.
pachystachya e H. popayanensis. Sendo verificado aumento das massas secas da
parte aérea (45%) e total (21%), e das taxas de crescimento relativo (19%) e
assimilacao liquida (31%) (Tabela 2 e Figura 4).

Na segunda espécie tolerante a sombra, A. polyneuron, todos os tratamentos
promoveram aumento das massas secas da parte aérea e total (N: 67%, P: 48% e
N+P: 22%), da area foliar e das taxas de crescimento relativo (N: 293%, P: 205% e
N+P: 107%) e assimilacdo liquida (N: 218%, P: 319% e N+P: 83%), sendo os
aumentos mais expressivos observados nos tratamentos que receberam apenas um
dos nutrientes, em relacéo ao tratamento com ambos. Além disso, foi verificado um
efeito positivo do N sobre a massa seca das raizes, que aumentou com os tratamentos
N e N+P (Tabela 2 e Figura 4).
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Figura 4 — Taxas de crescimento relativo e de assimilacdo liquida de mudas de
Cecropia pachystachya (Cp), Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf),
Cariniana estrellensis (Ce) e Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas aos
tratamentos Controle, N, P e N+P. Os resultados estdo apresentados em valores de
meédia * desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
apo6s analise de variancia e teste de Fisher em nivel de significancia de 5%.

3.4 ANALISES DE TROCAS GASOSAS

Mudas de C. pachystachya apresentaram reducao na fotossintese liquida e na
eficiéncia instantanea de carboxilacdo quando submetidas aos tratamentos N (A: 18%
e k: 12%) e P (A: 29% e k: 25%). Além disso, a adicao de P reduziu a condutancia
estomatica. J& quando tratadas com os dois nutrientes, verificou-se aumento na
condutancia estomatica, resultando em maior transpiragéo (Figura 5).

C. floribundus manteve a taxa fotossintética liquida e a eficiéncia instantanea
de carboxilacdo constantes em todos os tratamentos. A conduténcia estomatica
reduziu com os tratamentos N e P, enquanto a transpiracao reduziu em todos o0s
tratamentos (Figura 5).

Mudas de A. polyneuron apresentaram decréscimo na taxa fotossintética
liguida e na transpiracéo de 33% e 30%, respectivamente, quando cultivadas com N.

Quando tratadas com P, entretanto, estes parametros aumentaram (A: 27% e E: 33%)
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e a eficiéncia instantanea de carboxilacédo reduziu (28%). Com a adicdo de ambos os
nutrientes, a taxa fotossintética e a eficiéncia instantanea de carboxilacédo
aumentaram em 20% e 42%, respectivamente, e a transpiragdo reduziu em 28%
(Figura 5).

As espécies H. popayanensis e C. estrellensis ndo apresentaram nenhuma
alteracdo em suas trocas gasosas, exceto pela condutancia estomatica, que

aumentou em 20% na segunda espécie com adicdo de N (Figura 5).
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Tabela 2 — Parametros biométricos de mudas de Cecropia pachystachya (Cp), Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf),
Cariniana estrellensis (Ce) e Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas a aplicagdo de N, P, ambos os nutrientes (N+P) ou apenas agua
(Controle). Os resultados estdo apresentados em valores de média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa apds andlise de variancia e teste de Fisher em nivel de significancia de 5%.

., , . Tratamento
Variavel Espécie
Controle N P N+P
MSR Cp 0,04 +0,02 b 0,05+ 0,04 b 0,06 + 0,02 ab 0,10 + 0,05 a
(¢)) Hp 0,02+0,02c 0,04 + 0,02 bc 0,10 + 0,06 ab 0,10 + 0,08 a
Cf 0,09+0,01b 0,08+0,01b 0,13+0,03 a 0,07+0,02b
Ce 0,15+ 0,01 a 0,16 + 0,02 a 0,14 +0,01 a 0,12+0,02b
Ap 0,05+0,01 b 0,09+ 0,02 a 0,06 £+0,01 b 0,09+0,01 a
MSPA Cp 0,27+0,13 b 0,29+0,20 b 0,28+0,12 b 0,68 +0,27 a
(@) Hp 0,56 +0,23 b 0,57+0,31b 0,75+0,13 b 1,18 +0,29 a
Cf 0,12+0,03 b 0,13+0,02b 0,18 +0,02 a 0,18 + 0,04 a
Ce 0,44 +0,05 b 0,43+0,06 b 0,42 +0,06 b 0,65 + 0,06 a
Ap 0,15+ 0,02 c 0,29 +0,03 a 0,31+0,04 a 0,21 +0,03 b
MSR/MSPA Cp 0,15+ 0,03 c 0,22 + 0,05 a 0,17 + 0,02 bc 0,18 +0,03 b
Hp 0,05+ 0,04 a 0,07+ 0,04 a 0,13+0,08 a 0,08 + 0,05 a
Cf 0,51+0,13 b 0,59+0,10 b 0,84 +0,12 a 0,56 + 0,07 b
Ce 0,28 +0,02 a 0,28 + 0,03 a 0,35+ 0,07 a 0,26 + 0,04 b
Ap 0,28 + 0,06 ab 0,29 + 0,04 ab 0,25+ 0,02 b 0,32+ 0,04 a
MST Cp 0,32+0,16 b 0,34+0,24 b 0,33+0,14 b 0,81+0,33 a
() Hp 0,59+0,24 b 0,61+0,32b 0,86 +0,16 b 1,28 + 0,36 a
Cf 0,25+ 0,04 b 0,21+ 0,04 b 0,34+ 0,06 a 0,22 +0,07 b
Ce 0,70+ 0,07 b 0,56 + 0,08 ¢ 0,49 + 0,05 ¢ 0,85+ 0,09 a
Ap 0,22+ 0,04 c 0,38+0,03 a 0,33 +0,06 a 0,27 +0,05 b
AF Cp 151,38 + 51,02 b 126,73 + 76,52 b 125,97 + 50,16 b 273,26 + 97,50 a
(cm?) Hp 175,46 + 62,97 b 203,35 + 60,21 b 240,95 + 29,58 b 366,61 + 103,07 a
Cf 32,28 +10,57 b 21,45+ 6,66 b 32,07 +16,01 b 49,18 + 16,76 a
Ce 84,67 + 15,29 a 73,17 £ 22,57 a 39,24 +24,71b 68,34 + 13,74 a
Ap 29,06 + 4,88 d 54,66 + 7,35 b 73,77 +7,95 a 38,50 + 7,68 ¢
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Figura 5 — Andlise de trocas gasosas de mudas de Cecropia pachystachya (Cp),
Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf), Cariniana estrellensis (Ce) e
Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas a aplicagéo de N, P, ambos o0s nutrientes
(N+P) ou apenas agua (Controle). Os resultados estdo apresentados em valores de
média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
apoés analise de variancia e teste de Fisher em nivel de significancia de 5%.

3.5 ANALISES MULTIVARIADAS

Os dois primeiros componentes da ACP (Figura 6) explicam juntos 72,5% da variacéo
dos dados (CP1:45,43% e CP2: 27,07%). Todos 0s parametros se concentraram na
parte positiva do primeiro eixo, com exce¢do da MSR e da MSR/MSPA que ficaram
na parte negativa, e da TAL que ficou no centro. Ademais, verifica-se uma

concentracdo dos parametros biométricos e da concentracéo de P nas folhas na parte
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superior do segundo componente, e dos parametros de trocas gasosas e da

concentracéo foliar de N na parte inferior.

A espécie H. popayanensis, juntamente com o tratamento N+P de C.
pachystachya, foram grupos mais responsivos a maioria dos parametros. Os demais
tratamentos de C. pachystachya se concentram ao centro do gréfico, demonstrando

pouca responsividade aos parametros analisados.

As espécies C. floribundus e A. polyneuron aparecem agrupadas no quadrante
inferior esquerdo, indicando que estas espécies apresentaram respostas semelhantes
aos tratamentos, negativamente relacionadas a maioria dos parametros biométricos.
A espécie C. estrellensis aparece no quadrante superior esquerdo, positivamente

relacionada a MSR e a TAL.

Cf,\ N+P i
TAL Cp N+P
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CP1 (45,43%)
Figura 6 — Andlise de componentes principais baseada em todos o0s
parametros biomeétricos,de trocas gasosas e de concentracdo de nutrientes nas
folhas de Cecropia pachystachya (Cp), Heliocarpus popayanensis (Hp), Croton
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floribundus (Cf), Cariniana estrellensis (Ce) e Aspidosperma polyneuron (Ap)
submetidas aos tratamentos Controle, N, P e N+P.

Os padrées de agrupamento produzidos no heatmap (Figura 7) indicam que as
espécies C. pachystachya e C. estrellensis foram mais responsivas ao tratamento
contendo ambos o0s nutrientes, enquanto C. floribundus foi mais responsiva ao
tratamento contendo apenas P. A espécie H. popayanensis foi igualmente responsiva
a ambos os tratamentos contendo P (tratamentos P e N+P) e A. polyneuron foi
igualmente responsiva aos tratamentos contendo apenas um dos nutrientes
(tratamentos N e P). Os parametros mais afetados pelos tratamentos foram os
parametros biométricos, especialmente a MST, a TCR e a TAL.
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Figura 7 — Mapa de calor de todos os parametros biométricos, de trocas gasosas e
de concentracao de nutrientes nas folhas de Cecropia pachystachya (Cp), Heliocarpus
popayanensis (Hp), Croton floribundus (Cf), Cariniana estrellensis (Ce) e
Aspidosperma polyneuron (Ap) submetidas a aplicacdo de N, P, ambos os nutrientes
(N+P) ou apenas agua (Controle). Desvios para o vermelho indicam aumento,
engquanto desvios para o azul indicam reducéo.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, ndo houve alteracdo da quantidade total de N presente no solo
ou do pH edéfico em nenhum dos tratamentos apds a aplicacdo de N em taxas
equivalentes a deposicdo anual de 448 kg N ha! por nove semanas. Estes resultados
sugerem gue o solo utilizado se encontrava saturado de N, como € caracteristico de
florestas tropicais, sendo o tempo de experimento insuficiente para alterar a quimica
do solo, apesar da intensa taxa de deposi¢ao. O N adicionado que n&o fora absorvido
pelas plantas ou pela microbiota do solo, provavelmente foi perdido via lixiviagao
(VITOUSEK et al.,, 2010). Em consonancia a estes achados, Mao et al. (2018)
verificaram acidificacdo do solo somente apos dois anos de aplicagbes de 150 kg N
hatano! e um aumento de 48% na quantidade total do nutriente presente no solo ao
final de seis anos de experimento.

Embora nédo tenha sido verificado aumento da concentracdo de N no solo, a
aplicacdo do nutriente a curto prazo foi suficiente para promover alteracoes
fisiologicas e de crescimento que podem conferir vantagem competitiva a espécies
com tracos ecoldgicos especificos (HAN et al., 2020).

Muitos trabalhos reportam uma correlacdo direta entre a taxa fotossintética
maxima e os niveis de N na folha, ja que o N € um dos principais componentes das
proteinas do aparato fotossintético (HIDAKA; KITAYAMA, 2009). Porém, neste
estudo, nenhuma das espécies aumentou a concentracdo de N nas folhas ou a A nos
tratamentos contendo N.

Esta parece ser uma resposta espécie-especifica, dependente da intensidade
e duracdo das aplicacbes de N, ja que estudos de fertilizacdo observam espécies
acumulando N nas folhas mesmo em solos ricos em N (MO et al., 2008). Espécies
gue apresentam acumulo do nutriente, enquanto outras ndo, quando submetidas as
mesmas condi¢des séo reportados na literatura em experimentos com durac¢éo a partir
de 18 semanas até seis anos, e com taxas anuais de aplicacdo de N que variam entre
50 kg hal ano e 540 kg ha! ano! (CARATE-TANDALLA; LEUSCHNER; HOMEIER,
2015; HOMEIER et al., 2012; LAWRENCE, 2001; MAO et al., 2018; ZHU et al., 2014).

Ja o P, acumulou-se no solo ao final do experimento em todos os tratamentos,
incluindo os que ndo receberam adicdo do nutriente (exceto o grupo controle de A.

polyneuron). Conforme esperado, nos tratamentos P e N+P este acuamulo foi maior,



41

indicando uma capacidade do solo em reter o P adicionado, ja o P é pouco mével no
solo e dificil de ser lixiviado (SHEN et al., 2011).

Diferente do observado com o N, trés das cinco espécies estudadas, incluindo
duas intolerantes a sombra (C. pachystachya e H. popayanensis) e uma tolerante (A.
polyneuron) apresentaram acumulo de P com os tratamentos P e N+P. Esta absor¢éo
de nutrientes acima da necessidade metabodlica pode constituir uma estratégia
adaptativa a baixa disponibilidade natural do P, o que possibilitaria um aumento da
taxa de crescimento apos a supressao de outras limitagdes (LAWRENCE, 2001).

C. pachystachya e H. popayanensis ndo apresentaram aumento do
crescimento com as adi¢des isoladas de N e P, provavelmente porque a adicdo de
apenas um destes nutrientes altera o balanco nutricional N/P levando a uma auséncia
de efeito positivo sobre o crescimento (CARNICER et al, 2014).

Quando tratadas com N+P, C. pachystachya e H. popayanensis responderam
positivamente, indicando uma co-limitacdo pelos dois nutrientes. E possivel que as
aplicacoes isoladas de cada um destes nutrientes tenham aumentado a demanda pelo
outro, de modo que estas espécies tenham sido capazes de aumentar o crescimento
apenas com o tratamento N+P (LAWRENCE, 2001). Um exemplo desta relacdo pode
ser verificada na sintese de RNAs mensageiros (compostos ricos em P), necessarios
para transcricdo de proteinas (compostos ricos em N), que por sua vez sua vez Sao
indispensaveis para fixacdo de CO2 (MARKLEIN; HOULTON, 2012).

Embora as mudas de C. pachystachya tenham mantido suas biomassas
inalteradas com o tratamento N, foi verificado uma reducéo nos parametros de trocas
gasosas A e k e na concentracdo de P das folhas com este tratamento. Além disso,
houve aumento na razdo MSR/MSPA, o que pode ser uma resposta a reducdo da
disponibilidade de P em razdo da maior disponibilidade de N. Resultados similares
foram obtidos por Mo et al. (2008), que constataram em duas espécies arboOreas
tropicais uma reducdo na taxa fotossintética maxima, associada a uma menor
concentracdo foliar de P, ap0s adicdo de N. Nas folhas, o P € um componente
essencial dos acucares fosfatados, fosfolipidios, e ATP, fundamentais para a
fotossintese. Desta forma, é possivel que o decréscimo na A observada se deva a
uma reduc&o na disponibilidade destes compostos (GUSEWELL, 2004).

A terceira espécie intolerante a sombra, C. floribundus, ndo respondeu aos
tratamentos N e N+P, mas teve seu crescimento estimulado pela adicdo de P

isoladamente, apresentando aumento da massa seca total, taxa de crescimento
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relativo e taxa assimilatoria liquida com este tratamento, sugerindo que o
desenvolvimento das mudas desta espécie foi limitado especificamente por P. De
acordo com Carnicer et al. (2014), caracteristicas como a taxa de crescimento, ciclo
de vida e estratégia reprodutiva relacionam-se com a estequiometria entre carbono, N
e P em cada espécie, determinando como espécie pode responder a aplicacédo de
nutrientes.

Em A. polyneuron, espécie tolerante a sombra que apresentou acumulo de P
nas folhas, os tratamentos P e N+P também aumentaram a MST, a AF, a TAL e a A,
indicando que que esta espécie foi capaz de utilizar eficientemente o P absorvido para
aumentar a eficiéncia fotossintética, o crescimento e as reservas do nutriente.
Espécies adaptadas aos estagios finais da sucesséo ecoldgica, como € o caso de A.
polyneuron, apresentam maior eficiéncia fotossintética no uso de P em razdo da
reducdo da disponibilidade de P ao longo da sucessédo (HAN et al., 2020; HIDAKA;
KITAYAMA, 2009).

Em concordéancia a estes resultados, Zhu et al. (2014), verificaram um aumento
da concentracao de clorofilas a e b, e da taxa fotossintética maxima, apés a adi¢do de
P. Um aumento da concentracdo destes pigmentos permite uma maior captacéo
energética na etapa fotoquimica da fotossintese, aumentando o potencial de fixacdo
de CO2 (EVAN; CLARKE, 2018)

Embora néo tenha sido verificado nenhum efeito da adicdo de P sobre a gs de
A. polyneuron, verificou-se um aumento da taxa transpiratoria e uma reducdo da k
com este tratamento, provavelmente relacionada a um aumento da concentracdo de
CO:z intercelular. Considerando que uma maior taxa transpiratéria possibilita aumentar
a absorcdo de nutrientes, € possivel que esta tenha sido uma estratégia de evitacédo
a limitacdo de P, visto que esta espécie apresentou acumulo do nutriente em seus
tecidos (ZHU et al., 2014).

A. polyneuron também respondeu positivamente ao tratamento N. Embora a A
tenha sido reduzida com este tratamento, verificou-se um aumento do acumulo de
biomassa por unidade de area foliar, indicado pela TAL, e da propria AF com este
tratamento, resultando em aumento do crescimento em relacdo ao controle.
Surpreendentemente, o desempenho das mudas foi inferior no tratamento N+P, em
relacdo aos tratamentos com os nutrientes isolados, mas ainda superior ao respectivo

grupo controle.
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C. estrellensis, também considerada tolerante a sombra, apresentou respostas
opostas as de A. polyneuron. Mudas de C. estrellensis responderam negativamente
tanto a aplicacdo isolada de N, quanto de P, mas positivamente a aplicacdo de N+P.
E possivel que a inibigdo do crescimento observado nesta espécie com o tratamento
N seja um sintoma de toxicidade do aménio, embora esta espécie apresente tolerancia
ao ion superior a de H. popayanensis, que ndo apresentou tais sintomas (DEBIASI et
al., 2019). Em relacdo ao P, € pouco provavel que a adicdo do nutriente tenha
resultado em toxicidade, porém verificou-se um efeito negativo do nutriente sobre a
expansao da area foliar, o que reduziu o crescimento.

A diversidade de respostas observadas neste estudo sugere que, a despeito
da tolerancia a sombra, cada espécie responde de uma forma especifica ao aumento
da disponibilidade de N e P no solo. De acordo com a hipétese de
complementariedade de nichos, esta diversidade de respostas reflete as diferentes
adaptacdes fisioldgicas e de crescimento que as espécies vegetais apresentam para
explorar e ocupar nichos especificos em ambientes de maior competitividade
(KAHMEN et al., 2006). Han et al. (2020) identificaram que dentre estas adaptacodes,
a diversidade de estratégias de uso da luz e de nutrientes estdo entre as mais
relevantes, e se relacionam positivamente com aumento da diversidade funcional ao
longo da sucesséo ecolégica. Dessa forma, a alteracdo da disponibilidade de
nutrientes no solo, em funcdo de perturbacdes antropogénicas, pode impactar as
relacdes competitivas entre as espécies no uso destes recursos (LAMBERS et al.,
2011; PAYNE et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

Este estudo teve como obijetivo verificar como mudas de espécies arboreas da
Mata Atlantica tolerantes e intolerantes a sombra cultivadas em solo florestal
respondem, a curto prazo, a adicdo elevada de N e P no solo. A primeira hipétese de
gue as respostas das espécies estudadas a adicdo de N e P seriam relacionadas ao
grau de tolerancia a sombra néo foi aceita, embora semelhancas entre espécies com
mesmo grau de tolerdncia a sombra tenham sido verificadas, enquanto a segunda
hipotese de que as respostas das espécies difeririam com as aplicacdes isolada e
conjunta dos nutrientes foi aceita. As espécies intolerantes a sombra C. pachystachya
e H. popayanensis tiveram o crescimento estimulado apenas pela aplicacao conjunta
dos dois nutrientes, assim como a espécie tolerante a sombra C. estrellensis. Croton
floribundus (intolerante a sombra) teve o crescimento estimulado apenas pelo
tratamento com P, enquanto a espécie intolerante a sombra A. polyneuron teve o
crescimento estimulado por todos os tratamentos, especialmente nos tratamentos
com apenas um nutriente. A terceira hipotese de que a adicao de N reduziria o pH e
a disponibilidade de P no solo ndo foi confirmada, ja que a aplicacdo de N néo foi
suficiente para modificar as caracteristicas do solo no periodo estudado. Entretanto,
a adicado de P aumentou a concentracdo do nutriente no solo e nas folhas de algumas

espécies, o que pode ser utilizado como biomarcador para deposicao de P.
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