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RESUMO GERAL

O estudo teve como objetivo verificar alterac@es fisiol6gicas em plantas
de seringueira submetidas a hipoxia, na presenca de NOs™ ou NH.*. Avaliaram-
se 0 metabolismo de carboidratos, o sistema antioxidante e a assimilacdo e
transporte do nitrogénio (N). Dois experimentos foram instalados. No primeiro,
plantas de 12 meses (RRIM 600) foram submetidas & solugdo nutritiva sem N,
com 8 mM de N (KNOs) ou 8 mM de N ((NH4)2SO.) e duas condicGes de
oxigénio, normoxia e hipoxia. As analises foram feitas aos 7, 14 e 21 dias apés a
inducdo dos tratamentos. No segundo, foi avaliada a interacdo NOs; ou
NHs*versus normoxia e hipoxia em plantas de seis meses (GT1). As analises
foram realizadas as 12, 24, 48 e 72 horas apds a indugdo dos tratamentos. Os
resultados mostraram que, nas raizes, o alagamento reduziu os teores de NO;s e
N total assim como a atividade do sistema GS/GOGAT. Por outro lado, elevou a
atividade da RN, as quantidades de NH4* e aminoacidos livres totais. No xilema,
a hipoxia favoreceu o transporte de NH4* e reduziu o transporte de NOs. A
composicdo de aminoécidos na raiz e na seiva foi alterada em relacdo ao
aumento de alanina e Gaba a partir do consumo de aspartato e glutamato. Nas
folhas, o tratamento hip6xico reduziu os teores de NOs™ e aminoacidos totais, 0
oposto ocorreu com os teores de NH.*, atividades da GS/IGOGAT e GDH e
concentragdes de serina, glicina e alanina. Sob hipoxia a fotossintese, a
condutancia estomética, taxa transpiratéria, conteldo de carboidratos e
atividades das invertases diminuiram independente da fonte nitrogenada. As
atividades da SOD, CAT, APX e contetdo de H,O, aumentaram nas plantas sob
déficit de oxigénio tanto nas folhas quanto nas raizes. A assimilacdo do
nitrogénio e do carbono e o sistema antioxidante foram afetados em plantas de
seringueira sob hipoxia. No entanto, quando se compara as plantas tratadas com
NOs; com as tratadas com NH4*, as primeiras apresentaram respostas mais
favoraveis, indicando que o metabolismo do NOs; minimizou os efeitos do
alagamento.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis. Alagamento. Metabolismo do nitrogénio.
Metabolismo do carbono. Sistema antioxidante. Nitrato. Amonio.



GENERAL ABSTRACT

In this study, we aimed at evaluating the physiological changes in rubber
tree plants under hypoxia in the presence of NOs or NH4*. We evaluated the
carbohydrate metabolism, antioxidant system and nitrogen (N) assimilation and
transport. Two experiments were conducted. In the first, 12 months old plants
(RRIM 600) were subjected to nutrient solution N free, with 8 mM N (KNO3) or
8 mM N ((NH.).SO.) and two oxygen conditions, normoxia and hypoxia.
Analyzes were performed at 7, 14 and 21 days after treatments induction. In the
second, we evaluated the NOs or NH4" interact versus oxygen conditions in six
months old plants (GT1). Analyzes were performed at 12, 24, 48 and 72 hours
after treatments induction. The results showed that, in the roots, flooding
reduced NOz and N content and the activity of the GS/IGOGAT system. In
addition, increased NR activity andNH4* and free amino acids quantities. In the
xylem, hypoxic treatment favored NH4* transport and reduced NOjs™ transport.
The amino acid composition of both root and xylem sap changed in relation to
the increase in Gaba alanine from aspartate and glutamate consumption. In the
leaves, hypoxic stress reduced NOs and total amino acids content. The opposite
occurred with NH4* content, GS/GOGAT and GDH activities and serine, glycine
and alanine concentrations. In addition, photosynthesis, stomatal conductance,
transpiration rate, carbohydrate content and invertase activities decreased in the
stressed plants, on the other hand, SOD, CAT, APX activities and H.O, content
increased in both leaves and roots, regardless nitrogen source . We verified that
there were changes in nitrogen and carbon metabolisms, as well as in the
antioxidant system of rubber trees under hypoxic conditions. We also found that
NOs; and NH.* influenced plant response to hypoxia in different ways. The
comparison between the nitrogen sources showed that NOs; metabolism
minimized the effects of flooding.

Keywords: Hevea brasiliensis. Flooding. Nitrogen metabolism. Carbon
Metabolism. Antioxidant system. Nitrate. Ammonium.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A seringueira, pertencente ao género Hevea, da familia Euphorbiaceae, a
Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg. é a espécie mais
importante do género, estando entre as plantas de interesse econdmico no mundo
por ser produtora de borracha natural, produto largamente utilizado na
fabricacdo de um grande nimero de manufaturados (IAC, 2014). Nativa da
regido amazbnica, seu cultivo tem se expandido para varias regides,
principalmente devido a sua importancia em termos de mercado, sobretudo pela
perspectiva da demanda futura de borracha natural. A tecnologia disponivel tem
dado suporte a essa expansdo, porém, ainda ha necessidade do desenvolvimento
e difusdo de sistemas de producdo adaptados as condigdes edafocliméticas
distintas, de maneira que assegurem a competitividade do negdcio em qualquer
situacdo (HERNANDES; FERES, 2006).

A ocorréncia natural da espécie estd sujeita a ambientes com
alagamentos periddicos, como as margens de rios e lugares inundaveis de mata
de terra firme, sendo a produtividade afetada sob tais condi¢cbes (MORAES,
1978). As plantas submetidas a condicdo de excesso de agua no solo tém o
suprimento de oxigénio (O.) para o sistema radicular dificultado, devido a baixa
taxa de difusdo desse gas em meio aquoso (ARMSTRONG, 1979). Sabe-se que
0 O2 desempenha um papel primordial na bioquimica e desenvolvimento das
plantas e, dada a sua grande importancia no metabolismo aero6bico, sua privagédo
constitui uma condigdo altamente estressante. Esse estresse afeta profundamente
0 crescimento e sobrevivéncia de muitas espécies, tanto em ecossistemas

agricolas quanto naturais, influenciando negativamente a produtividade de



16

culturas economicamente importantes (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008;
IRFAN et al., 2010).

A deficiéncia de O provoca uma diminuicao da fosforilagdo oxidativa e
um consequente aumento relativo da producdo de ATP por glicélise citosolica,
resultando em alteracdes na sintese e no consumo de carboidratos. A falta do
aceptor final da cadeia respiratéria mitocondrial resulta também, na inibicdo de
processos que demandam energia e na estimulacdo de vias anaerdbicas,
buscando a manutencdo da carga energética celular (BAILEY-SERRES e
VOESENEK, 2008).

O déficit de O, nas raizes afeta ndo apenas as fungdes relacionadas a
esse 6rgdo, como absor¢édo de agua e nutrientes, mas também, a planta como um
todo, interferindo na assimilagdo liquida de CO,, na condutancia estomatica, na
taxa transpiratoria e na translocacdo de carboidratos (KREUZWIESER et al.,
2004). A taxa fotossintética e de transporte de assimilados determinam a
translocacdo de carboidratos das folhas para as raizes e, assim como o
catabolismo desses fotoassimilados dentro das raizes, sdo processos afetados em
condi¢des de alagamento (hipoxia). A reducdo da fotossintese sob deficiéncia de
O, possivelmente ocorre pelo fechamento estomatico, diminuicdo da atividade
da enzima de carboxilacdo ou reducdo do contetdo de clorofila (MIELKE et al.,
2003). Sendo os produtos fotossintéticos fontes primarias de energias para as
plantas, o fornecimento de carboidratos para as raizes, em condi¢fes hipoxicas,
se torna ainda mais importante devido a baixa eficiéncia da producdo de ATP
nessa situagdo (VARTAPETIAN; JACKSON 1997).

Além dessas alteragBes, importantes rotas metabolicas podem ser
acionadas em plantas submetidas a hipoxia, como por exemplo, a ativagdo de um
sistema antioxidante responsével por impedir 0 aumento descontrolado de
radicais livres nas células (BLOKHINA et al., 2003), bem como a producgéo e

interconversdo de amino&cidos a partir do piruvato acumulado (MIYASHITA;
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GOOD, 2008). Como estratégia de protecdo aos danos oxidativos e para
eliminacdo das espécies reativas geradas sob condi¢Bes de estresse, as plantas
desenvolveram um complexo sistema enzimatico de defesa, que inclui a
dismutase do superédxido (SOD), que catalisa a conversdo do radical superoxido
em H;0; e Oy, a catalase (CAT) e a peroxidase do ascorbato (APX), que podem
quebrar 0 H,O; em H,O e O, (MANIVANNAN et al., 2008; JALEEL et al.,
2009).

Condig0es hipoxicas, também podem levar a alteragcbes no metabolismo
do nitrogénio (N), uma vez que este € um processo exigente em termos de
energia, a sua assimilacdo e tém implicacbes relevantes sobre o estado
energético das células vegetais. Desse modo, a assimilacéo desse nutriente torna-
se importante em ambientes que a disponibilidade de O, é restringida, onde ha
uma diminuigéo na relagdo ATP/ADP (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

As diferentes formas de N, disponiveis no substrato podem afetar as
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e bioguimicas das plantas, a exemplo
do crescimento de raizes, taxas fotossintéticas, condutdncia do mesofilo,
quantidades de proteinas e agucares, bem como atividade catalitica de diversas
enzimas (LI et al., 2013). Estudos comparando a nutricdo com nitrato (NOs) ou
amonio (NH.") mostram que essas fontes nitrogenadas podem induzir respostas
metabolicas distintas (ESCOBAR et al., 2006; PATTERSON et al., 2010).
Muitos trabalhos tém demonstrado que a aplicacdo de NOs  como fertilizante
nitrogenado melhora a tolerancia e a sobrevivéncia de diversas espécies vegetais
submetidas a baixa concentracdo de O, (MALAVOLTA, 1954; TROUGHT;
DREW 1981; ALLEGRE et al., 2004; THOMAS; SODEK, 2005; HORCHANI
et al., 2010). No entanto, em plantas sob esse estresse, 0s dados referentes ao
metabolismo e aos mecanismos pelos quais este &nion e outros compostos
nitrogenados atuam ainda ndo sdo completamente elucidados (SOUSA; SODEK
2002; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008; OLIVEIRA et al., 2013).
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Tendo em vista que as respostas das plantas a condi¢do de hipoxia
podem variar de acordo com a espécie, severidade e duracdo do estresse
(HONG-BO et al., 2008), o presente estudo teve como objetivo verificar
alteracdes fisiolégicas em plantas de seringueira submetidas a hipoxia, na
presenca de diferentes fontes de N (NOs ou NH."). Foram verificadas as
alteracBes nas trocas gasosas, no metabolismo de carboidratos, no sistema

antioxidante e na assimilagéo, conteudo e transporte do N nessas plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da seringueira

O género Hevea, pertence a Familia Euphorbiaceae e dentre os géneros
importantes da cultura tropical pertencentes a esta familia, destacam-se Ricinus
(mamona), Manihot (mandioca) e Hevea (seringueira). A classificacdo atual do
género Hevea compreende 11 espécies de seringueiras, sendo elas: H.
brasiliensis; H. guianensis; H. benthamiana; H. nitida; H. rigidifolia; H.
camporum; H. sipruceana; H. microphylla; H. camargoana; H. paludosa; H.
pauciflora, das quais a Hevea brasiliensis (Wild. ex. Adr. de Juss.) Muell. Arg.
destaca-se por apresentar maior capacidade produtiva e elevada qualidade do
latex. Sendo, portanto, a Unica espécie cultivada e explorada comercialmente
(SECCO, 2008).

Nativa da regido Amazénica, sua ocorréncia natural esta circunscrita aos
limites dessa regido brasileira e aos paises limitrofes como a Bolivia, Peru,
Coldmbia, Equador, Guianas, Suriname e Venezuela (GONCALVES et al.,
1990). O cultivo da Hevea brasiliensis pode se estender desde as latitudes de 3°
N e 15° S até as latitudes 24° N e 25° S, caracterizando uma alta capacidade de
adaptacdo as diversas condi¢des climaticas (SEAG/ES, 2014).

A heveicultura destaca-se tanto no @mbito social quanto econémico e
ambiental. Sua importancia socioecondmica se da através da fixagdo do homem
no campo e da geracdo de emprego e renda. (ROSADO, 2006). Ambientalmente
a cultura da seringueira contribui para a reducdo do efeito estufa, devido a sua
alta capacidade de sequestro de carbono e, consequentemente, melhora a
qualidade do ar atmosférico, através da transformacdo de parte do gas carb6nico
(CO,) em biomassa vegetal. O cultivo dessa espécie gera reduces certificadas

de emissdes de 250 toneladas de COj/ha/ano. Além disso, trata-se também de
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uma planta que pode atuar na protecdo do solo contra eroséo e na recuperacao de
areas degradadas (COTTA et al., 2006).

Atualmente, os maiores produtores mundiais de borracha natural sdo os
paises asiaticos, principalmente Tailandia, Indonésia, Malasia, India e Vietna,
gue juntos sdo responsaveis por cerca de 80% da producdo (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2015). No ano de 2014, a
producdo mundial de borracha natural cresceu 1,2%, enquanto 0 consumo
elevou-se em 4,0% (IRSG, 2014), dessa forma a demanda mundial por borracha
supera o crescimento da producdo mundial como um todo e, caso a demanda
continue crescendo com a atual taxa, o mundo enfrentara um déficit na oferta de
borracha natural de 1 milhdo de toneladas em 2020 (COSTA et al., 2008).

A historia da producgdo de borracha natural brasileira mostra que o pais
foi o principal produtor e exportador mundial entre o final do século XIX e
inicio do século XX, passando a ser importador desta matéria-prima
(BERNARDES et al., 2000). Apesar de ser o pais de origem da H. brasiliensis e
possuir areas aptas ao seu cultivo, a contribui¢do do Brasil na producdo mundial
tem sido quase insignificante, em torno de 1,5% (International Rubber Study
Group, 2014). Essa producdo estd concentrada nos estados de Séo Paulo
(53,3%), Bahia (15,9%), Mato Grosso (8,9%), Minas Gerais (6,3%), Goias (4,7)
e Espirito Santo (3,8%) (CEPLAC, 2014). Dados recentes mostram que
atualmente, o pais consome 395 mil toneladas de borracha por ano e produz
apenas 178 mil toneladas, tendo que suprir o déficit com importagcdes (MAPA,
2013).

Logo, verifica-se que a atual producdo de borracha natural tem sido
insuficiente para atender a demanda que vem aumentando significativamente a
cada ano. Isto tem causado uma escassez de matéria prima a qual tem sido
suprida, em parte, pela utilizacdo da borracha proveniente do petr6leo. Porém,

em muitos casos a borracha natural € insubstituivel, devido as suas
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caracteristicas quimicas e fisicas (ROSADO, PIRES; SANTOS, 2006).
Consequentemente, a heveicultura tem se tornado uma atividade promissora
especialmente no Brasil, jA que o pais produz menos de um terco do que é
demandado.

Dessa maneira, o fortalecimento da heveicultura seria uma alternativa
para minimizar esse déficit, visando a autossuficiéncia ou, até mesmo, fazer com
gue o pais ocupe novamente uma posi¢do de relevancia na producdo mundial de
borracha. Contudo, um ponto que merece destaque em relagdo ao
desenvolvimento dessa cultura é a caréncia de investigacGes cientificas que
englobem desde aspectos béasicos a aplicados. Portanto, a expansdo da
heveicultura depende de estudos que busquem novas tecnologias para a
exploracdo apropriada da espécie, levando em consideracdo 0s principais
aspectos fisiolégicos e metabolicos relacionados ao comportamento dessas
plantas visando maximizar sua produtividade em diferentes condicfes de

ambientes.

2.2 Metabolismo do carbono

O desenvolvimento das plantas depende tanto da quantidade de carbono
fixado na fonte, como da intensidade com que ele é exportado e utilizado pelos
drenos (ROLLAND et al., 2002). Em plantas do tipo C3 a fixacdo de CO, €
catalisada pela Rubisco que tem uma baixa afinidade por CO,, quando
comparada a PEPcarboxilase. Além disso, devido a dupla fungdo da enzima, a
reacdo de carboxilagdo compete com a agdo oxigenase, sendo até 50% de todo o
N foliar alocado em favor da sintese de Rubisco (ELLIS, 1979).

No ciclo de Calvin, a partir da acdo da Rubisco, h& producdo das trioses-
fosfato que séo exportadas do cloroplasto, em troca por fosfato inorgénico, para

a sintese citosdlica de sacarose. A biossintese de sacarose é catalisada
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predominantemente pela agdo sequencial das enzimas sacarose fosfato sintase
(SPS) e sacarose-6-P fosfatase, ainda que possa ocorrer pela acdo da enzima
sacarose sintase (EC 2.4.1.13) (SuSy). Entretanto, a a¢do da SuSy é considerada
bastante modesta nas reagBes de sintese atuando de forma mais expressiva no
sentido inverso, o da hidrdlise de sacarose (HUBER; HUBER, 1996).

ApOs ser sintetizada, em uma trajetéria que tem inicio com o
carregamento do floema, a sacarose é exportada a partir das folhas, para suprir a
demanda da planta com carbono e energia, requeridos tanto para a manutengao e
crescimento como para o armazenamento de reservas (LUNN; FURBANK;
1999). O carater ndo redutor da molécula é o principal motivo que explica a sua
larga distribuicéo e utilizagdo nas plantas superiores (TUPY; PRIMOT, 1982).
Além da sua posicdo central como uma molécula energética, este dissacarideo
tem um papel importante no particionamento de carboidratos e atua como
molécula sinalizadora agindo em diferentes processos que regulam o ciclo de
vida das plantas (RUAN, 2014).

A hidrolise da sacarose em hexoses tem como objetivo fornecer
substrato para a respiracdo celular (OLIVEIRA; ALVARENGA, 2008). Duas
rotas alternativas sdo responsaveis pela clivagem da ligagdo glicosidica. Uma
dessas rotas envolve a hidrdlise irreversivel de sacarose, a glicose e frutose, via
invertase (EC 3.2.1.26), que é uma enzima que possui um baixo Km para
sacarose (7 a 15 mM) (AVIGAD, 1982). Apbs esta etapa, ocorre uma
fosforilagdo de glicose e frutose, em reacOes catalisadas por varias hexoquinases
e frutoquinases, usando ATP como doador de energia (RENZ; STITT, 1993). A
outra rota de hidrolise, exclusiva de plantas, é catalisada pela SuSy e envolve a
clivagem da sacarose dependente de UDP, produzindo UDP-glicose e frutose,
principalmente nas regides em crescimento. O Km da SuSy para a sacarose é

relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade da enzima é limitada pelas
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concentracdes de sacarose e UDP no citosol (AVIGAD, 1982; LOEFI et al.,
1999).

Existem algumas isoformas de invertase, com diferentes propriedades
bioquimicas e localiza¢tes subcelulares (KOCH, 2004). Segundo Sturm (1999),
as funcdes especificas das diversas isoformas de invertase, parecem regular a
entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilizacéo.

A maioria das espécies contém isoformas de invertase vacuolar, que se
acumulam como proteinas sollveis (invertases acidas sollveis) no limen deste
compartimento (KOCH, 2004). A invertase vacuolar pode desempenhar um
papel importante na expansio celular (GONZALEZ et al., 2005), no aumento da
turgescéncia que pode levar a resisténcia aos fatores de estresse. EXxistem
também, isoformas de invertase (invertases de parede celular) que sdo ligadas a
parede celular, cuja funcdo é mais proeminente em drenos sem ligacdes por
plasmodesmas entre as células (PROELS et al., 2006; HIRSCHE et al., 2009;
KANG et al., 2009). Invertases de vacuolo e de parede celular promovem a
clivagem de sacarose com maior eficiéncia, quando submetidas a niveis de pH
situados entre 4,5 e 5,0 (STURM, 1999). Além disso, as plantas tém também
duas isoformas de invertases citosolicas, denominadas neutras ou alcalinas, cuja
atividade hidrolitica € maximizada em niveis de pH situados entre 7,0 e 7,8
(QUICK; SCHAFFER, 1996). A invertase neutra é considerada uma enzima de
manutenc¢do, envolvida na degradagdo de sacarose, quando as atividades da
invertase 4cida e da SuSy sdo baixas (COPELAND, 1990).

Os produtos das reagGes sacaroliticas, isto é, as hexoses (frutose e
glicose) sdo os substratos para 0 processo respiratorio. Via de regra, a respiracéo
inicia-se com a glicolise, sendo seus produtos, substratos para o ciclo de Krebs e,
consequentemente, para a cadeia respiratoria.

Na glicolise, os carboidratos sdo convertidos a piruvato no citosol,

produzindo NADH e ATP. Nas etapas iniciais, os carboidratos sdo convertidos
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em hexoses fosfato, que em etapa posterior sdo quebradas em duas trioses
fosfato, as quais, em uma etapa conservadora de energia, sdo oxidadas e
rearranjadas, produzindo duas moléculas de piruvato. Quando o O, ndo esta
disponivel, como no caso de condi¢cdes de alagamento, a glicélise atua como
fonte principal de energia para as células, uma vez que por meio da fermentacéo
ha reducdo do piruvato para reciclar o NADH produzido na glicolise. No ciclo
do acido citrico, o piruvato é oxidado dentro da matriz mitocondrial, gerando um
grande nimero de equivalentes redutores na forma de NADH e FADH.. Para
iniciar o ciclo de Krebs, o piruvato, produzido durante a glicélise no citosol,
deve ser transportado pela membrana impermeavel interna da mitocondria, por
meio de uma proteina especifica de membrana. Subsequentemente, ocorre o
ciclo de Krebs que, em sintese, constitui de oito etapas catalisadas por enzimas,
comecgando com a condensacdo do acetil-CoA com o oxaloacetato para formar o
acido citrico. Os carbonos derivados do acetil-CoA séo liberados na forma de
CO,. O ciclo inclui ainda quatro reagdes de oxidacdo, as quais produzem trés
moléculas de NADH e uma de FADH.. Uma molécula de ATP é formada pela
fosforilagdo ao nivel do substrato. Para finalizar, o oxaloacetato é regenerado,
permitindo a continuacdo do ciclo. A terceira etapa da respiracdo corresponde a
fosforilagdo oxidativa, na qual os elétrons do NADH e FADH, passam pela
cadeia de transportadora, na membrana mitocondrial interna para reduzir o O,
aceptor final de elétrons. A energia quimica é conservada na forma de um
gradiente eletrogquimico de protons, que é criado pelo acoplamento do fluxo de
elétrons ao bombeamento de prdétons da matriz ao espago intermembrana e
posteriormente, essa energia é convertida em energia quimica na forma de ATP
(TAIZ; ZEIGER, 2013).
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2.2.1 Metabolismo do carbono em seringueira

A seringueira € considerada como um sistema produtivo composto por
folhas que sdo responsaveis pela producdo de fotoassimilados, e por outros
Orgdos que sdo consumidores desses assimilados, pelo menos em uma parte de
sua vida. A biossintese de latex e consequentemente, a producgdo de borracha é o
resultado de uma complexa cadeia de eventos biofisicos, nutricionais e
metabdlicos que estéo relacionados com fatores diversos, tais como a variagdo
das condigbes climaticas, a producdo e o transporte de fotoassimilados, a
disponibilidade de carboidratos de reserva e a demanda por outros tecidos
drenos das arvores (Mesquita et al., 2006; Cairo et al., 2009).

Nas folhas de seringueira (tecidos-fontes) através do processo
fotossintético, € produzido o substrato para a sintese de borracha, a sacarose, a
qual sera posteriormente translocada os tecidos dreno onde ocorre o
descarregamento do floema. A particdo desses assimilados é complexa, pois ha
uma alteracdo na relacdo fonte-dreno, ap6s o inicio da sangria, observando-se
uma reducdo no ritmo de crescimento das plantas, tendo em vista que a particao
dos fotoassimilados produzidos nas folhas, em particular a sacarose, antes
direcionada para atender apenas a demanda dos diferentes 6rgdos-drenos
naturais da planta, passa a ser fortemente dirigida a reconstituicdo do latex
extraido através da sangria e regeneracdo da casca tornando-se importantes
drenos induzidos durante a fase de produgdo da cultura (Mesquita et al., 2006;
Cairo et al., 2009).

2.3 Metabolismo do nitrogénio

O N, dentre todos os elementos minerais essenciais requeridos pelas

plantas, é 0 que se necessita em maiores quantidades. Esse macronutriente atua
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na sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, clorofilas, acidos nucléicos,
coenzimas, além de fitormdnios, vitaminas e alcaloides os quais desempenham
importantes papéis no metabolismo vegetal. Sua deficiéncia frequentemente
limita o crescimento vegetal, sendo os sintomas a clorose gradual das folhas
mais velhas, seguida por abscisdo e a reducdo do crescimento da planta
(PALLARDY, 2008; LI; WANG; STEWAR, 2013).

O N esta disponivel no solo em diversas formas, tais como: NH4*, NOs,
aminoacidos, peptideos soltveis. No entanto, NOs;” e NH4* sdo as principais
fontes minerais de N absorvidas pelas plantas, sendo que a forma de N
inorganico absorvida depende da espécie e das condi¢des do solo (WILLIAMS;
MILLER, 2001). Em condicGes ideais de pH e oxigénio, a forma nitrica é
predominante em consequéncia do processo de nitrificacdo no qual bactérias
promovem a oxidagdo do NH.* livre (LI et al., 2013). J&4 em solos anaerdbicos,
com baixo pH, baixa temperatura, ou com acimulo de compostos fendlicos
alelopaticos, os quais inibem o processo de nitrificacdo, a forma amoniacal pode
tornar-se mais abundante (MILLER; CRAMER, 2005).

A quantidade de N absorvida pelas plantas varia em fungédo do seu ciclo
de desenvolvimento, da quantidade de raizes, da taxa de absorcao por unidade de
peso de raiz (moles NOs ou NH;" h'g?! raiz), da atividade das enzimas
envolvidas no ciclo e da disponibilidade de energia para o processo de
assimilacdo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

O NOs absorvido pelas plantas pode ser assimilado nas raizes, na parte
aérea, ou em ambos os locais (FORDE, 2002), porém inicialmente o NOg
precisa ser reduzido a NH.*". Essa reducdo é catalisada por enzimas em duas
etapas: a primeira ocorre no citosol através da enzima redutase do nitrato (RN)
que transforma NOs™ em nitrito (NO>") e a segunda ocorre nos cloroplastos (parte
aérea) e plastidios (raizes), através da redutase do nitrito (RNi) que converte
NO.; a NHs" (LI et al., 2013). O NH." produzido €, entdo, assimilado pelas
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enzimas glutamina sintetase (GS), que requer ATP na reacdo que adiciona NH.*
ao glutamato (Glu) formando glutamina (GIn), na sequéncia, a glutamina-2-
oxoglutarato aminotransferase ou glutamato sintase (GOGAT) transfere um N
amidico da GIn ao 2-oxoglutarato para formar duas moléculas de Glu (ciclo
GS/GOGAT) (LEA; MIFLIN, 2011). Ou, ainda, em uma rota alternativa, a
enzima glutamato desidrogenase (GDH) realiza a catélise reversivel da
aminagdo 2-oxoglutarato (TERCE-LAFORGUE et al., 2013). Atualmente, ja se
sabe que essa enzima desempenha um papel pequeno na producdo de Glu
(FONTAINE et al., 2012), contudo seu envolvimento na assimilagdo do NH.*
em condig¢Oes ambientais adversas tal como deficiéncia de O, tem sido sugerido
(SKOPELITIS et al., 2006). Vale destacar que a via GS/IGOGAT ¢ a principal
via de assimilacéo primaria de NH,* em plantas superiores.

O NH4* presente nos tecidos vegetais pode derivar da absor¢éo direta, da
reducéo do NOs', da desaminacdo de compostos nitrogenados, da fotorrespiracao
(KANT et al., 2007) ou da fixacdo biolégica. O NH4* absorvido é geralmente
assimilado nas raizes (FORDE, 2002) fato esse verificado em varias espécies
arboreas (HELDT; PIECHULLA, 2011), a exemplo da seringueira (DELU-
FILHO et al., 1998; LEMOS et al., 1999). Apds a incorporacao do N inorganico
a compostos organicos, esses poderdo ser utilizados no proprio local ou
transportados através do xilema para a parte aérea, principalmente na forma de
aminoacidos (BLOOM et al., 1992). Porém de acordo com Lemos et al. (1999),
essas alteracbes ndo foram observadas em seringueira.

Quando NOs; e NH.*" sdo disponibilizados as plantas em quantidades
iguais, 0 NH4* é comumente absorvido mais rapidamente do que o NOs
(MACDUFF; JACKSON, 1991). Explica-se, em parte, essa preferéncia pelo
NH.*, através da energia extra que a planta gastaria para reduzir o NOs a NH4*

antes de sua incorporagdo em componentes organicos (BLOOM et al., 1992).
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Embora a assimilagdo de NH." seja energeticamente favoravel em
relacdo a de NOs, com um gasto de 2 ATPs por molécula de NH.* assimilada,
enguanto que o NOs™ necessita de 12 ATPs (BRITTO et al., 2001), somente um
namero limitado de espécies apresenta desenvolvimento satisfatorio quando o
NH4* é a fonte predominante de N. Nesta categoria, se destacam as plantas que
vivem em ambientes alagados, onde ha formacdo de NHs*, como é o caso do
arroz (BRITTO; KRONZUCKER, 2005). Porém, mesmo em espécies tolerantes,
Holldampf; Barker (1993) e Liao et al. (1994) observaram que a exposi¢do ao
NHsem solucdo nutritiva pode causar sintomas de toxidez. Os sintomas de
toxidez mais comumente observados sdo: reducdo no crescimento foliar e
clorose (GERENDAS et al., 1997), alteragdo na relacdo parte aérea/raiz
(WANG; BELOW, 1996) e uma possivel morte das plantas (GIGON;
RORISON, 1972).

A assimilacdo do N pode ocorrer nas raizes ou na parte aérea, sendo a
ocorréncia de uma forma ou de outra dependente da espécie vegetal e das
condicbes ambientais. Para assimilagdo na parte aérea, necessita-se
primeiramente do transporte do N para as folhas, o qual ocorre via xilema,
embora a redistribuicdo das folhas para outros 6rgaos ocorra predominantemente
na forma de aminoéacidos, via floema (PATE et al., 1981). Ainda de acordo com
0 autor, essa redistribuicdo é fundamental para o suprimento dos tecidos que nédo
participam na assimilacéo de N.

Quando a assimilagio do N ocorre nas raizes, aminoécidos sdo
transportados para as folhas maduras via fluxo transpiratério pelo xilema
(MARSCHNER et al., 1997). Além de poder ser transportado através da
membrana plasmatica de certas células, em outras formas tais como peptideos
menores (STEINER et al., 1994), bases purinas e pirimidinas e seus derivados
(GILLISSEN et al., 2000). Desse modo, a anélise de compostos nitrogenados na

seiva do xilema pode indicar como a planta esta assimilando e transportando o N
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(FISCHER et al., 1998; OH et al., 2008). O N transportado pelo xilema pode nédo
ser exclusivamente de origem radicular, pois as reservas de N podem ser
remobilizadas (MORENO; GARCIA-MARTINEZ, 1983). Geralmente, no
xilema, sdo transportados NOs', as amidas (Asn e GIn), aminoécidos acidos (Glu
e Asp) e tracos de NH.".

Sawazaki et al. (1987) relatam que, por exame da seiva do xilema, pode-
se obter informagOes qualitativas e quantitativas acerca da atividade de
assimilacdo da raiz, pelo tipo de composto nitrogenado enviado & parte aérea,
uma vez que o fluxo de transporte pelos vasos do xilema é o meio de transportar
N das raizes para a parte aérea da planta.

O conhecimento das formas de absor¢éo, assimilacdo e transporte do N é
importante na avaliagdo do comportamento fisiol6gico dessa espécie nos
diferentes estadios de desenvolvimento das plantas, e em distintas condigdes
ambientais (LEMOS et al., 1999).

Dessa forma, ressalta-se a importancia do desenvolvimento de pesquisas
no sentido de elucidar a contribuicdo quantitativa das enzimas RN, GS/GOGAT,
GDH dentre outras, durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas, mas
a existéncia de maltiplas isoenzimas, distribuidas em diferentes compartimentos
celulares e 6rgdos, dificultam a compreensdo dos processos (SHAN, 2007). Em
adicdo, destaca-se também, a busca do entendimento sobre a producao,
interconversdo e distribuicdo dos aminoacidos, e o papel dos mesmos em plantas
sob condigBes ambientais particulares, nas quais diferentes vias metabolicas, a
exemplo de degradacdo de proteinas, desaminacéo e fotorrespiragdo, podem ser
ativadas e operar conjuntamente ou ndo, para atender a demanda fisiologica do

vegetal.
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2.3.1 Assimilagéo e transporte do N em seringueira

Pelacani, (1993) e Botelho et al. (1998), em trabalhos realizados pelo
consorcio UFLA/Cemig, com objetivo de revegetacdo das areas as margens da
represa de Furnas, estudaram o comportamento fisiol6gico da seringueira em
condicdes de hipoxia e buscaram correlacionar os fatores baixa disponibilidade
de O- e bioquimica do nitrogénio. Ambos observaram reducdes no crescimento,
nas trocas gasosas e na assimilagdo do N em plantas de seringueira submetidas
ao alagamento.

Poucos séo os trabalhos encontrados na literatura sobre a dindmica do N
em plantas de seringueira. Sabe-se que plantas jovens de seringueira absorvem
tanto NOs™ quanto NH4*, apresentando melhor crescimento em solugédo nutritiva
contendo ambos os ions em iguais proporcées (LEMOS et al., 1999).

Em muitas plantas arboreas, a assimilacdo de N ocorre, principalmente,
nas raizes, sendo esse o local preferencial de assimilagio em plantas de
seringueira, pois nessa espécie, até 0 momento, foi encontrada atividade da RN
nas raizes, mas, néo nas folhas (DELU-FILHO et al., 1998; LEMOS et al., 1999;
ALVES, 2001; SHAN et al., 2012; CARVALHO, 2012). Shan et al. (2012)
também detectaram a atividade desta enzima no caule de plantulas de
seringueira. Mesmo ndo sendo detectada atividade da RN nas folhas,
provavelmente devido a presenca de inibidores ou por compostos presentes no
latex, Alves (2001), Diniz (2011) e Carvalho (2012) encontraram NO;s; e
pequenas concentrac@es de NH4* sendo transportado na seixa do xilema.

Em seringueira, a atividade RN € estimulada por niveis crescentes de
NOg", até a concentracdo de 12 mM (DELU- FILHO et al., 1998). Lemos et al.
(1999) utilizaram NOs e NH4* em diferentes proporcgdes, e observaram que a
atividade RN foi maior quando s foi fornecido o0 NOs™ e diminuiu & medida que

o NH,* foi adicionado. Alves (2001) sugere que RN é uma enzima pré-existente
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nas raizes como uma consequéncia da mobilizacdo do NOs presente em
sementes, pois observou a atividade da RN em plantas de seringueira cultivadas
apenas com agua.

Em plantas jovens de seringueira, as atividades das enzimas
GS/GOGAT e GDH indicam para um sistema assimilatério do N mineral no
sistema radicular, enquanto que as atividades detectadas na parte aérea para
essas enzimas parecem estar mais relacionadas com a reassimilagdo do NH4",
provavelmente liberado por rea¢Ges bioquimicas diversas de desaminagdo, como
a fotorrespiracdo e o metabolismo da asparagina (LEMOS et al., 1999 1996;
SHAN et al., 2012).

Em trabalho realizado com plantas jovens de seringueira cultivadas com
diferentes concentracGes de NOs e NH4*, Lemos et al. (1999) observaram que a
atividade da GS foi aumentada quando NOjs foi adicionado ao meio de cultivo,
sendo maior nas laminas foliares do que nas raizes. Além disso, os autores
verificaram uma alta correlagdo entre a atividade da RN e da GS nas raizes,
sugerindo que a GS radicular depende do NH4* produzido nas raizes ap6s a
reducdo pela RN, o mesmo ndo ocorre nas laminas foliares, pois neste sitio os
altos valores de atividade da GS indicam a presenca de outras fontes de NH.*,
por exemplo, o NH,* liberado durante a fotorrespiracio (DELU-FILHO et al.,
1998; LEMOS et al., 1999) e/ou de outras reacGes que liberam NH4* como o
metabolismo da asparagina por meio da a¢do da asparaginase (LEA et al., 1990).

A fotorrespiracdo, também chamada de ciclo C2, é o processo na qual a
Rubisco atua como oxigenase, catalisando a reacdo do oxigénio a ribulose-1,5-
bifosfato, gerando uma molécula de 3-fosfoglicerato e outra de 2-fosfoglicolato.
Essa via metabdlica ocorre em trés organelas: cloroplastos, peroxissomos e nas
mitocondrias, onde a glicina é convertida em serina, ocorrendo a liberagdo de
uma molécula de CO; e outra de NHs* (WINGLER et al., 2000), importante

ponto de ligacdo entre os ciclos do C e N. Em seringueira, 0 processo
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fotorrespiratdrio parece ter grande relevancia, por isso, precisa ser melhor
estudado (Carneiro et al., 2015).

Avaliando o transporte de compostos nitrogenados ha seiva do xilema,
Alves (2001) observou em seringueira que em plantas de 1 ano de idade, a
principal forma de N translocado foi Gln, seguido pelo Glu e Asp, enquanto que
em plantas com seis meses de idade Arg foi a forma predominante seguida de
GlIn, Glu, Asn e Asp. De acordo com Diniz (2011), existe interacdo entre Hevea
e bactérias diazotroficas pertencentes ao género Beijerinckia. No entanto, ndo ha
indicios de bactérias endofiticas associadas a seringueira, porém plantas
inoculadas apresentaram ganhos de N que variaram entre 19% e 33%. Além
disso, nesse mesmo estudo, a autora relatou que as formas nitrogenadas
translocadas na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira s&o,
preferencialmente, aminoacidos, NOs", ureideos e NH4*, nessa ordem. Sendo que
0s principais aminoacidos transportados na seiva de seringueiras cultivadas com
8 mM de N foram GIn, Gaba, Asp, Arg, Glu, Ala e Ser. Ainda nesse trabalho,
verificou-se que em plantas de seringueira inoculadas com bactérias
diazotréficas ocorre um aumento do Gaba, Asp, Glu e Ala, e diminuigdo no
conteido de GIn e arginina na seiva do xilema. Carneiro (2014) constatou que 0s
principais aminoécidos transportados na seiva do xilema de plantas de
seringueira sob condi¢des normais de dgua e O, foram: Gaba, Asn + Asp (ASX),
GIn + Glu (GLX), Ala, Arg e Ser. Entretanto, a privagdo de O, promoveu
aumentos de Ala e Gaba enquanto o déficit de hidrico favoreceu a produgéo de
ASX, GLX e Gaba.

Dessa forma, ressalta-se a importancia de novas pesquisas visando
melhorar o entendimento sobre a forma aminoacidica transportada, verificando
se este padrdo de translocacdo depende da fonte de N fornecida e se ocorre

dependéncia em relacéo a idade da planta e condigdes ambientais.
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Os estudos encontrados na literatura sobre a absor¢do, assimilacdo e
transporte de N em seringueira tém sido, na sua quase totalidade, desenvolvidos
por pesquisadores da Universidade Federal de Lavras, visando conhecer a
ligacdo entre o metabolismo do N e os eventos fisiol6gicos que ocorrem nesta
espécie. Entretanto, nas pesquisas desenvolvidas por este grupo algumas
questdes ainda precisam ser esclarecidas, principalmente, as que envolvem a
atividade da enzima RN na lamina foliar, bem como a origem do NH.*
disponivel para a(s) enzima(s) GS e/ou GDH nas folhas, se provem do processo
fotorrespiratdrio ou ndo. Para esclarecer essas e outras questdes, a utilizagdo da
técnica de is6topos estaveis (**N) é essencial.

Em estudos de absorcdo, transporte e redistribuicdo de N em plantas,
tém-se utilizado *®N como marcador, por permitir acompanhar com precisdo a
quantidade recuperada de N do fertilizante e a sua movimentagdo no interior da
planta, em outras palavras, permite avaliar com preciséo a dindmica do N no
sistema. Além de fornecer informagdes a respeito da absorcdo, transporte e
redistribuicdo de N pela planta, a técnica de is6topos estaveis de N ajudara a
esclarecer algumas indagacGes que vém sendo colocadas em relagdo ao
metabolismo do N em seringueira, como: por que 0 NOs™ seria transportado para
a parte aérea da planta de seringueira se ndo ha atividade da RN nas laminas
foliares? Se ndo ha atividade da RN nas folhas promovendo a redugdo do NOg’,
0 que justificaria a alta atividade da GS nas folhas de seringueira? O NH,4* seria
liberado durante a fotorrespiracéo ou pelo metabolismo da asparagina?

Esse método pode trazer contribuicdo significativa para a compreensdo
do metabolismo primario de N e suas intera¢cfes com o metabolismo de carbono.
Pois consiste da utilizagdo de isétopos estaveis como tracadores e fornece ao
organismo em estudo um composto quimico no qual a razdo isotdpica do

elemento considerado é diferente da normal. Em seguida, é procurada em que
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fracdo dos produtos sintetizados se encontra aquele elemento com razéo
isotdpica alterada.

Diante do exposto, pode-se verificar que as condi¢bes ambientais e 0 N
exercem influéncia sobre a fisiologia da seringueira, muitas questdes ainda
precisam ser elucidadas e, por isso, a importancia de se conhecer a dindmica do
N na avaliacdo do comportamento fisiolégico dessa espécie nos diferentes

estadios de desenvolvimento e também em condigdes ambientais particulares.

2.4 AlteracOes metabolicas em plantas com sistema radicular sob

deficiéncia de O,

O estresse é caracterizado como um desvio significativo das condigdes
Otimas para o desenvolvimento das plantas, em decorréncia de fatores bidticos
e/ou abidticos que desencadeiam uma perturbagdo do equilibrio homeostatico,
com restricdo ou com flutuagdes altamente imprevisiveis impostas aos padrées
metabdlicos regulares (LARCHER, 2000).

O alagamento dos solos € um fenémeno comum (SAIRAM et al., 2008;
BRANDAO; SODEK, 2009; LANZA et al., 2013) que afeta cerca de 80 milhdes
de hectares das terras no mundo (FAO, 1995). Diante do cenario climatico atual,
que indica a ocorréncia de eventos extremos com maior frequéncia, a escassez
ou excesso de agua tem sido os estresses ambientais que mais tém afetado a
agricultura em todo o mundo (HU; XIONG, 2014).

Nessa situagdo, o principal efeito para as plantas é a reducdo e/ou
impedimento da troca gasosa entre o sistema radicular e o espaco poroso do
solo, em funcdo da baixa taxa de difusdo de gases no meio aquoso quando
comparada ao solo seco (LANZA et al., 2013). Segundo Armstrong et al. (1994)
e Reddy; DeLaune (2008), a taxa de difusdo do O, é aproximadamente 10* vezes

menor na agua do que no ar e, por isso, de acordo com Yoshida (1975) a



35

quantidade de O, que se difunde ndo é suficiente para manter o ambiente
aerdbio. Dessa forma, a reduzida disponibilidade de O, para as raizes, torna o
meio anaerdbico, impossibilitando a respiracdo do sistema radicular.

E sabido que O, é essencial na produgdo de energia para as vias
celulares, e sua presenca ou auséncia determina a atividade metabdlica. Ele atua
como aceptor de elétrons na fosforilacdo oxidativa que gera o ATP para o
metabolismo celular. Sendo assim, sem O,, h& interrupcdo da respiragdo
mitocondrial por falta de um aceptor de elétron, resultando na reducdo da
producdo de ATP de 36 para 2 por mol de glicose metabolizada.

Entende-se entdo, que os efeitos adversos do alagamento sdo iniciados
pela disponibilidade de O, em torno das raizes, que determina condigdes de
anoxia ou hipoxia (DENNIS et al., 2000). Entende-se por normoxia, quando o
suprimento de O, n&o limita a fosforilagdo oxidativa (BRANDAO, 2005). Posto
isso, condi¢BGes hipdxicas sdo caracterizadas pela restricdo da fosforilagcdo
oxidativa, a qual ocorre quando a concentracdo de O, esta baixa e a relacdo
ATP/ADP comeca a declinar (WATERS et al., 1991). A anoxia acontece quando
a producdo de ATP pela fosforilacdo oxidativa € desprezivel em relacdo ao
gerado pela glicolise e fermentacdo (DREW, 1997).

No estado de hipoxia, as concentracbes de O, sdo insuficientes para
manter a taxa normal de respiracdo da raiz. Nesse caso, a pressao parcial de O2
limita a producdo de ATP pela mitocéndria, gerando declinio na relagdo
ATP/ADP (DENNIS et al., 2000). Em adicéo, a hipoxia reduz a condutividade
hidraulica; interfere nas aquaporinas diminuindo a absor¢do de agua e nutrientes
pela raiz (DELL’AMICO et al., 2001); provoca modificagdes morfoldgicas,
como formacdo de aerénquimas (THOMAS, 2004), além de induzir adaptacdes
metabdlicas nas plantas (SOUSA; SODEK, 2002; SOUSA).

Destaca-se que condic¢des de hipoxia sdo mais frequentes na natureza

guando comparadas as de anoxia e podem promover efeitos adversos no
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desenvolvimento (DREW, 1997). No entanto, em ambas as situacdes séo
verificados distarbios no metabolismo geral das plantas (LARCHER, 2000;
BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008) e quando severos, podem levar a morte
do vegetal (HONG-BO et al., 2008). Sendo assim, o déficit de O, tem profundo
impacto sobre os sistemas ecoldgicos e agricolas, destacando-se como um fator
gue compromete a produtividade de espécies economicamente importantes
(MARTINAZZO et al., 2013).

Os vegetais apresentam diferentes respostas ao excesso de Aagua,
podendo tolerar desde horas até dias de estresse (VARTAPETIAN; JACKSON,
1997). A tolerancia das plantas a baixa disponibilidade de O, no meio varia entre
as espécies, gendétipos da mesma espécie, idade das plantas, tempo de submersao
e intensidade do estresse, e ainda estd diretamente relacionada a eficiéncia e
atividade catalitica das enzimas envolvidas nos metabolismos do carbono e do N
(CRAWFORD, 1978). Segundo Miyashita; Good, (2008), plantas submetidas a
hipoxia ativam rotas metabolicas alternativas ou adicionais as vias
convencionais, entre as quais se destacam a fermentacdo latica e alcoolica,
alteracfes na producdo e interconversdao de aminoacidos a partir do piruvato
acumulado, e promogdo do metabolismo antioxidante, responséavel por eliminar
os radicais livres em excesso nas células. Assim, deve ser considerado que essas
plantas podem apresentar alteragbes nos metabolismos do carbono, tanto
fotossintético quanto respiratério, do N e antioxidativo.

Quando o sistema radicular se encontra em condi¢des de alagamento,
situacdo na qual a respiracdo aerdbica praticamente cessa nas raizes, as
modificagdes fisioldgicas comumente observadas sdo redugdo nas trocas gasosas
(KOZLOWSKI, 1997; LIAO; LIN, 2001) e alteragdes na sintese, transporte e
particdo de fotoassimilados (PEZESHKI, 2001). A alteracdo do potencial hidrico
foliar somada & diminuicdo de substrato (COz) provocam uma reducdo da

atividade da Rubisco, comprometendo o processo de carboxilagdo. Entdo, ao
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nivel da folha, o declinio da condutancia estomatica para evitar a perda da agua,
juntamente com a diminuicdo da atividade fotossintética constituem uma
primeira barreira de defesa contra o estresse (KOZLOWSKI, 1997). Sabendo-se
que a fotossintese representa a fonte de carbono nas plantas superiores, quando
prejudicada em situacdes de estresse, afeta toda a dindmica do metabolismo do
carbono.

Além disso, nessas condigdes de deficiéncia de O, a planta,
especialmente as raizes, é induzida a uma adaptacdo bioquimica anaerdbica,
buscando manter taxas de metabolismo basal para sustentar sua sobrevivéncia
sob economia de energia (IRFAN et al., 2010). Portanto, sob hipoxia, a
sobrevivéncia da planta depende do metabolismo anaerébico (ROCHA et al.,
2010).

No processo respiratorio anaerobico, em func¢do da auséncia ou redugdo
da concentracdo de O, ocorre a inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial,
acumulando NADH e FADH; (SAIRAM et al., 2008). Por conseguinte, ha
diminuicdo da atividade enzimética no ciclo de Krebs e acimulo de seus
compostos intermediarios, além do decréscimo da disponibilidade de NAD* e
acumulo de piruvato (FAN et al., 1997; ROCHA et al., 2010). Com o acumulo
de piruvato e de poder redutor, ocorre aumento do processo de fermentacdo
latica ou alcodlica que pela reducéo do piruvato por meio das enzimas piruvato
descarboxilase e alcool desidrogenase ou lactato desidrogenase produzem etanol
e lactado respectivamente (SOUSA; SODEK, 2003). Nesse periodo de
fermentagdo nas raizes, a producdo de ATP cai de 36 para 2 moles por mol de
glicose metabolizada (SOUSA; SODEK, 2002).

Entretanto, aliada a respiracdo anaerobica, a atividade parcial do ciclo de
Krebs, caracterizada pelo funcionamento de partes deste ciclo em sentidos
opostos, pode ser uma estratégia importante em condi¢des de hipoxia (FOX et

al., 1994). Um caminho segue a partir do oxaloacetato, originado da
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transformacdo do piruvato, até o succinato, no sentido oposto ao habitual,
gerando NAD™ no lugar de NADH. O outro caminho comega em 2-oxoglutarato,
porém no sentido normal do ciclo, originando succinil- CoA e, posteriormente
formando succinato e ATP (ROCHA et al., 2010).

Assim como o funcionamento parcial do ciclo de Krebs, ramificacdes a
partir do piruvato sdo acontecimentos extremamente importantes quando se trata
do metabolismo do N em hipoxia. Isso porque, sob deficiéncia de O, ocorrem
modificacdes na composicdo de aminoécidos na planta principalmente
diminuindo as quantidades de Glu, Gln, aspartato (Asp) e asparagina (Asn) e
acumulando alanina (Ala) e acido y-aminobutirico (Gaba) (SOUSA; SODEK,
2003). De acordo com Rocha et al. (2010), Asp e Glu sdo gerados pela aminagéo
dos &cidos organicos oxaloacetato e 2-oxoglutarato. Sendo esses aminoacidos
precursores para a formacdo de Ala (SOUSA; SODEK, 2003). Um ponto a ser
considerado é que tanto a Ala quanto o succinato sao atoxicos as células, sendo
acumulado nas mesmas e permitindo a manutencéo da respiracdo sob condigdes
hipdxicas (SOUSA; SODEK, 2002; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

O Gaba também pode ser sintetizado a partir do Glu o qual pode derivar
de processos proteoliticos, transminacdo de outros aminoacidos, reassimilagdo
de NH4* através do ciclo GS/GOGAT ou da redugdo do NOs” (REGGIANI et al.,
1988; REGGIANI, 1999; REGGIANI et al., 2000).

Entende-se ainda que a sintese de Ala pode ter como fonte de N a
transaminacdo indireta com Asp, via aspartato aminotransferase (AspAT) ou
direta com Glu, através da alanina amino transferase (AlaAT) (SOUSA;
SODEK, 2002), sendo que a AlaAT ndo aceita Asp como doador do grupo
amino (SOUSA; SODEK, 2003). Porém, pouco se sabe sobre a importancia da
formacdo de Ala sob hipoxia, visto que sua sintese ndo regenera NAD*
(SOUSA,; SODEK, 2002), embora contribua para a regulacdo do pH celular
(REGGIANI et al, 1988). A sintese do Gaba ocorre pela a-descarboxilacdo do
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Glu, reacdo catalisada pela glutamato descarboxilase e a fungdo desse
aminoécido, sob hipoxia, parece ser também a de regular o pH citosolico
(REGGIANI, 1999; SOUSA,; SODEK, 2002).

Outra explicacdo para o acimulo desses dois aminoécidos em condicdes
de hipoxia, é gue os mesmos ndo causam toxidade na célula, diferentemente dos
produtos da fermentacdo (DREW, 1997). O acimulo do Gaba também pode ser
devido & sua dificil metabolizacdo, ja que a transaminacdo na qual o Gaba
participa é interrompida em condicdes de hipoxia, uma vez que o pH 6timo para
atividade da enzima é de 8,9 (STREETER; THOMPSON, 1972). Em plantas
submetidas a deficiéncia de O, a interconversdo de aminoacidos ajuda a regular
o pH celular (FAN; HIGASHI; LANE, 1988) sendo, portanto, considerada
fundamental para a sobrevivéncia das espécies sob hipoxia (RICARD et al.,
1994). Sendo assim, as plantas tolerantes acumulam produtos finais, como
aminoacidos e acidos organicos. Esse fenbmeno juntamente com outros aspectos
metabolicos ajuda no melhor desempenho das plantas sob hipoxia
(CRAWFORD, 1972; DREW, 1997).

O N esta entre os nutrientes que mais sdo afetados pelo alagamento do
solo (HOLZSCHUH, 2011), logo, estudos das suas formas de absorcéo,
assimilacdo, transporte e distribuicdo, bem como a avaliacdo das enzimas
atuantes no metabolismo desse elemento apresentam significativa importancia
especialmente quando se deseja avaliar comparativamente o desempenho do
vegetal em condicOes particulares como sob baixa disponibilidade de Oo.

Diante disso, trabalhos tém demonstrado que a nutricdo com diferentes
formas de N (NOs e NHs*) podem induzir respostas metabdlicas distintas
(ESCOBAR et al., 2006; PATTERSON et al., 2010). Foi verificado que NOsz
melhora a tolerancia das plantas & hipoxia, pois reduz os danos provocados pelo
alagamento (MALAVOLTA, 1954; BRANDAO; SODEK, 2009; LANZA et al.,

2013). Tem sido evidenciado que a reducdo do NO3z a NO™ por meio da enzima
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RN pode ocorrer sob a deficiéncia de O, (REGGIANI et al., 1995; BOTREL et
al., 1996). Teoricamente, a reducdo do NOsz demanda NADH, promove a
regeneracdo do NAD* e reduz a acidificacdo citosélica (BRANDAO; SODEK,
2009). No entanto, pesquisas buscam fornecer outras explicacdes para o efeito
benéfico do NOs durante a hipoxia e ndo sdo baseadas unicamente no efeito
direto do consumo de prétons e regeneracdo do NAD* pela RN (LIBOUREL et
al., 2006).

Outra hipétese é que para evitar a diminuigdo do pH, ocorre a expulsdo
de H* do citosol com o transporte de NO, para fora da célula (SHINGLES et al.,
1996). Além disso, existem evidéncias de que a redugdo do NO;, produto da
reducdo do NOgz, a o0xido nitrico (NO) também seja importante na regeneragdo
do NAD™. Stoimenova et al. (2007) demostraram que o NO, pode agir como um
aceptor alternativo de elétrons na cadeia respiratoria sendo reduzido a NO em
um processo acoplado a regeneracdo do NAD* e a sintese de ATP, fato relevante
na manutencdo da funcionalidade mitocondrial durante a deficiéncia de O
(GUPTA; IGAMBERDIEV, 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Ainda assim, os dados referentes ao metabolismo e aos mecanismos
pelos quais 0s compostos nitrogenados atuam em plantas sob privagdo de O, ndo
estdo completamente esclarecidos (SOUSA; SODEK 2002; BAILEY- SERRES;
VOESENEK 2008; OLIVEIRA et al., 2013). E apesar de todas essas alteragdes
metabolicas contribuirem para reduzir a tolerdncia ao alagamento, espécies
diferentes mostram grandes variagdes nas suas respostas (OLIVEIRA et al.,
2013).

Além das modificagcGes no metabolismo do carbono e N, a deficiéncia de
O, também pode provocar alteragcdes na producéo e remogao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), por meio da inducéo do metabolismo antioxidante.

O estresse causado pelo alagamento induz o estresse oxidativo em

diversas plantas, e a depender da severidade do estresse pode ocorrer um
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aumento consideravel na producdo das EROs, levando a uma cascata de eventos
que se inicia com a peroxidacdo de lipideos, avanca para degradacdo de
membranas e morte celular (PANDA; KHAN, 2009).

As EROs como o superoxido (Oy), hidroxila (OHY), perdxido de
hidrogénio (H20,) e oxigénio singleto sdo geradas durante processos
metabolicos nos cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos. Porém, sob
condigdes adversas o acumulo desses radicais € potencialmente prejudicial as
células da planta, provocando danos em biomoléculas valiosas como o DNA,
RNA, proteinas e membranas de organelas e celulares (JALEEL et al., 2009).

O Oy e OH" possuem baixa mobilidade pela membrana celular e curto
tempo de meia-vida, 0o que implica em elevada capacidade de reagdo e
especificidade de sinalizacdo dessas EROs. Além disso, o radical OH", que pode
ser formado a partir de Oz ou H,0,, é 0 mais reativo, sendo também considerado
0 iniciador da peroxidagdo lipidica (SCANDALIOS, 1993). J& o perdxido de
hidrogénio possui capacidade de cruzar as membranas celulares e maior tempo
de meia-vida, o que possibilita agir como molécula sinalizadora do estresse
oxidativo (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).

Como uma estratégia de protecdo aos danos oxidativos, as plantas tém
desenvolvido um complexo sistema de defesa, que é dividido em néo
enzimatico, composto por carotenoides, ascorbato, glutationa e a-tocoferois. e
enzimatico, com agdo da superdxido dismutase (SOD; 1.15.1.1), que catalisa a
transformacdo do radical superdxido a H.O;; catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que
produz H;O e O, a partir do H;0O; e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,
como a ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) que também elimina o H.O-
(BEN AHMED et al., 2009; JALEEL et al., 2009).

A SOD catalisa a dismutacio dos ions superdxido, formando H.0.. E a
primeira enzima do sistema antioxidante e pode ser vista como protetora contra
0s danos oxidativos causados pelos radicais O, (SCANDALIOS, 1993;
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POMPEU et al., 2008), pois esta presente em todos os compartimentos celulares
suscetiveis ao estresse oxidativo (BOWLER et al., 1992). O estresse por baixa
disponibilidade de O leva a uma maior atividade da SOD, a qual determina a
concentracdo de Oz e H:0, sendo central nos mecanismos de defesa
necessarios para prevenir a formacao de radicais OH (JALEEL et al., 2007). A
CAT esta presente predominantemente nos peroxissomos agindo na eliminagéao
do H;O; proveniente do ciclo fotorrespiratério (FRUGOLI et al., 1996), pode
também ser encontrada em outros compartimentos celulares, tem uma baixa
afinidade pelo H,0,, sendo ativa somente quando este estd em altas
concentragdes (GECHEYV et al., 2006). A APX esté presente em cloroplastos e
mitocOndrias, ou ainda no citosol e nos peroxissomos, e ao contrario da CAT,
tém alta afinidade pelo H,O;, eliminando-o mesmo em baixas concentragdes
(GECHEV et al., 2006). E a principal enzima do ciclo ascorbato-glutationa,
degradando o H,O, e formando H,O. O ascorbato é utilizado como cofator
enzimatico, resultando na formacdo de dehidroascorbato o qual é reciclado a
ascorbato, sendo a glutationa reduzida (GSH) a doadora de elétrons. Logo a ac¢éo
combinada dessas enzimas permite a conversdo de radicais O, e de H.0,,
prejudiciais a célula, em H,O e O tornando a eficiéncia do sistema antioxidante
em resposta ao estresse extremamente importante para a tolerancia das plantas
ao alagamento (ASADA; TAKAHASHI, 1987).

E conhecida também a formacdo de espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) pela alteracdo do metabolismo mitocondrial. Mitocondrias sob hipoxia
reduzem o NOy a NO, o qual é considerado como molécula sinalizadora do
estresse, pois possui propriedades quimicas favoraveis para penetrar a bicamada
lipidica. Esse composto é facilmente removido das células, podendo reagir com
0 Oy, formando NO-’, o qual é metabolizado pela RNi (STOHR; STREMLAU,
2006).
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De forma geral, na base bioguimica da toleréncia & deficiéncia de O
estdo envolvidos: a regulagdo do pH citosdlico que evita a acidificagdo, a
manutencdo da glicélise para geracdo de ATP, regenerando NAD* a partir do
NADH, e a formacdo de metabdlitos e produtos finais diferentes de etanol e
lactato, que sejam atoxicos ou facilmente transportados para a solucdo externa
(RICARD et al., 1994; DREW, 1997; SUMMERS, 2000), bem como a a¢éo
eficaz do metabolismo antioxidativo (JALEEL et al., 2009).
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CAPITULO 2 Assimilagido e transporte de nitrogénio em plantas de
seringueira submetidas a hipoxia durante 21 dias na

auséncia ou presenca de nitrogénio

RESUMO

Neste estudo, avaliaram-se as alteragdes no metabolismo do N
(assimilacdo enzimatica das raizes), bem como o transporte de compostos
nitrogenados para a parte aérea em plantas de seringueiras (Hevea Brasiliensis),
sob deficiéncia de O; e tratadas com nitrato ou aménio. As analises bioquimicas,
nas raizes e na seiva xilematica, foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias apos a
inducdo dos tratamentos. Quando expostas a hipoxia, as plantas tratadas com
nitrato apresentaram maior atividade da enzima redutase do nitrato (RN) e
menor transporte de nitrato na seiva do xilema. As atividades da glutamina
sintetase (GS), glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) e
glutamato-desidrogenase (GDH), nas plantas sob hipoxia diminuiram
significativamente quando comparadas com 0S respectivos controles,
independentemente da fonte nitrogenada. No entanto, sob hipoxia, as plantas
tratadas com nitrato apresentaram atividades das enzimas GS, GOGAT e GDH
significativamente maior quando comparadas com o tratamento com aménio, de
modo que a quantidade de aménio na seiva Xilematica foi mais elevada nas
plantas tratadas com amonio sob hipoxia. Além disso, constatou-se que Glu e
GIn foram os aminodacidos preferencialmente transportados para a parte aérea
sob normoxia. Ja as plantas sob baixa disponibilidade de O, apresentaram
guantidades elevadas de Ala e Gaba, sendo que, no tratamento com nitrato 0s
resultados foram superiores ao tratamento com amonio. Portanto, os resultados
indicaram que a assimilacdo do N, a biossintese e o transporte de aminoacidos
foram afetados em plantas submetidas a hipoxia e que nitrato e amonio
influenciaram de maneiras diferentes as respostas das plantas a baixa
disponibilidade de O..

Palavras-chave: Hevea brasiliensis. Hipoxia. Metabolismo do nitrogénio.
Nitrato. Aménio.
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ABSTRACT

In this study, we evaluated changes in nitrogen metabolism (root
enzymatic assimilation) and the transportation of nitrogen compounds to the
shoot of rubber trees (Hevea Brasiliensis), treated with nitrate or ammonium and
under O, deficiency. The experiment was conducted during a period of 21 days,
performing biochemical analysis every 7 days (day 7, 14 and 21). When exposed
to stress, nitrate cultivated plants showed high nitrate reductase (RN) enzyme
efficiency and low nitrate levels in sap xylem. Glutamine synthetase (GS),
glutamine-2-oxoglutarate  aminotransferase = (GOGAT) and glutamate
dehydrogenase (GDH) activity, in stressed plants, significantly decreased when
compared with control plants, regardless of the nitrogen source. However, under
hypoxia, plants treated with nitrate showed high enzymatic (GS, GOGAT and
GDH) activity, when compared with ammonium treatment. Therefore, the levels
of ammonium in the xylem sap were higher in plants under stress and treated
with ammonium. Furthermore, we found that glutamate and glutamine are
preferably transported to the shoot under normoxia. The plants under low O
availability showed high Gaba and alanine transportation, presenting higher
results in the nitrate treatment than in the ammonium treatment. Therefore, the
results indicate that hypoxia affected nitrogen assimilation, amino acid
biosynthesis and transportation, and that nitrate and ammonium influenced plant
responses to stress differently.

Keywords: Hevea brasiliensis. Hypoxia. Nitrogen metabolismo. Nitrate.
Ammonium.
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1 INTRODUCAO

O oxigénio (Oz) atua como aceptor final de elétrons da cadeia
respiratéria mitocondrial e é essencial para a atividade de diversas enzimas,
tendo um papel indispensavel no metabolismo e no crescimento das plantas
(LICAUSI; PERATA, 2009). No entanto, durante o ciclo de vida, as plantas e
particularmente o seu sistema radicular pode ser submetido a condicdo
temporéria de deficiéncia de O, (IRFAN et al., 2010). Esta condicdo ocorre, por
exemplo, depois de grandes chuvas ou de irrigacdo excessiva, transbordo ou
cheias de cursos de agua, situacdes em que o solo, em fungédo da sua capacidade
de drenagem, pode tornar-se alagado, afetando o fornecimento de O, para 0s
tecidos submersos (LICAUSI; PERATA, 2009).

As plantas submetidas a deficiéncia de O, podem apresentar varias
modificagdes bioquimicas, incluindo a diminuicdo da sintese de ATP pela
fosforilagdo oxidativa e consequentemente estimulando processos de
fermentacdo (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008). Além do metabolismo
primario do carbono, a assimilacdo e transporte do N também podem ser
alterados em plantas sob hipoxia (ROCHA et al., 2010a). Sob condigdes
normais, o nitrato (NOs’) absorvido pelas raizes é reduzido pela agdo da redutase
do nitrato (RN) a nitrito (NO2), que por sua vez é reduzido a amonio (NH,*)
pela redutase do nitrito (RNi). NH4* é entdo incorporado em aminoacidos pelo
sistema glutamina-sintetase/glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase
(GS/IGOGAT). GIn e Glu sdo os primeiros a serem sintetizados e em seguida,
pela acdo de aminotransferases, sdao produzidos os demais aminoacidos. Os
aminoacidos sdo utilizados na producdo de proteinas no proprio local ou
transportados para outras células ou para outras partes da planta (LEA, 1999).

Em situacBes de estresse, a exemplo da baixa disponibilidade de O,, tem sido
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sugerido o possivel envolvimento da GDH, na assimilacio de NH4*
(SKOPELITIS et al., 2006).

Estd bem estabelecido que NOs exerce um efeito mais positivo que o
NH.* sobre o crescimento e metabolismo de plantas submetidas a hipoxia
(HORCHANI et al., 2010). Estudos tém relatado que a aplicacdo de NOs,
aumenta a tolerancia de algumas espécies de plantas quando em condicGes de
deficiéncia de O, (ALEGRE et al.,, 2004; THOMAS e SODEK, 2005;
HORCHANI et al., 2010) e comparagOes entre NOz" e NH." indicam que estas
formas de N podem induzir respostas metabdlicas distintas sob estresse
(ESCOBAR et al., 2006; PATTERSON et al., 2010). Contudo, ha dificuldades
em fornecer uma explicacdo convincente para o efeito benéfico da NOs™ durante
hipoxia, baseado unicamente nos seus efeitos diretos como redugdo do NOs™ pela
RN e consequente regeneracdo do NAD* (LIBOUREL et al., 2006). Os mesmos
autores sugerem ainda que o NOs tem efeito na regulagdo do pH citosélico
durante a deficiéncia de O, e por extrapolacdo, a tolerancia a este estresse pode
ser mediada por seus produtos metabdlicos NO,™ e 6xido nitrico (NO).

Diferentes trabalhos relatam que a adi¢do de NOs leva a um aumento da
producdo de NO2 e NO pelos tecidos de plantas de algumas espécies de plantas
com o sistema radicular alagado (BRANDAO; SODEK, 2009; OLIVEIRA et
al., 2013a). Stoimenova et al. (2007) demonstraram também que o NO, pode
atuar como um aceptor alternativo de elétrons na cadeia respiratéria, sendo
reduzido a NO em um processo acoplado a regeneracdo do NAD" e & sintese de
ATP. Desse modo, a sintese de NO-" teria um papel relevante na manutencéo da
funcionalidade mitocondrial durante a deficiéncia de O, (GUPTA;
IGAMBERDIEV, 2011).

Plantas cujo sistema radicular é inundado podem sofrer alteracBes
bioquimicas e metabdlicas a fim de tolerar a condigdo hipoxica. A reducéo do

NOs™ ocorre mesmo sob condic¢Bes de hipoxia (BOTREL et al., 1996). Além
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disso, sob anaerobiose, 0 sistema GS/GOGAT através da sua participacdo na
sintese do Glu, pode desempenhar um importante papel na producdo de
aminodcidos livres, especialmente Ala e Gaba (REGGIANI et al., 2000).

Assim, objetivou-se analisar as alteracfes no metabolismo do N em
plantas de seringueira submetidas ao alagamento e tratadas com duas fontes de
N (NOs ou NH4"). Especificamente, foram avaliadas as mudancas relacionadas
com as atividades das enzimas RN, GS, GOGAT e GDH no sistema radicular, e

ao transporte de NO3", NH4* e aminoacidos na seiva do xilema.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo das plantas e condi¢fes experimentais

As plantas de seringueiras foram obtidas a partir de sementes e
cultivadas em casa de vegetacdo (21° 14' S, 45° 00' W, altitude 918 m). As
condicBes ambientais no interior da casa de vegetacdo foram: temperatura do ar
entre 14 °C (minima) e 36 °C (maxima) com uma temperatura média de 25 °C,
umidade relativa do ar média de 75% e 12 horas de fotoperiodo. Sementes
(clone RRIMG600) previamente selecionadas por tamanho e peso foram
germinadas em vasos (5 L) contendo areia. Oito dias ap06s a germinagdo, as
plantas com caracteristicas morfoldgicas semelhantes foram transplantadas para
vasos (2 L) contendo 2 L de areia e 1 L de solugéo nutritiva Bolle-Jones (1957)
Y da forga e preparada com 2 mM de NOs e 2 mM de NH4*. Permanecendo
assim até a inducdo dos tratamentos. O volume da solu¢do foi completado
diariamente com agua destilada e o pH foi ajustado para 5,5 + 0,5 todos os dias.

Semanalmente as solu¢des eram completamente substituidas.

2.2 Tratamentos e coletas

Plantas de 12 meses de idade foram submetidas a seis tratamentos
constituidos por solucédo nutritiva de Bolle-Jones (1957) completa sem adicdo de
N, com 8 mM de N na forma NOsz (KNOs) ou com 8 mM de N na forma de
NH4* ((NH4)2SO.) e duas condicdes de disponibilidade de oxigénio, plantas
controle: mantidas sob normoxia no sistema radicular com solugdo nutritiva e
aeracdo constante, e plantas sob hipoxia: com solu¢do nutritiva sem aeracéo,
simulando alagamento do sistema radicular. O material vegetal (raizes e seiva do

xilema) foi coletado aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inducdo dos tratamentos. As
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coletas foram realizadas simultaneamente para permitir comparacgdes precisas
entre o comportamento das enzimas do metabolismo do N (RN, GS, GOGAT e
GDH) e o transporte de compostos nitrogenados (aminoacidos, NOs e NHs*) na

seiva do xilema, ao longo do periodo experimental.

2.3 Avaliacdo das enzimas de assimilacdo do nitrogénio

A atividade da RN (E.C.1. 6. 6. 1) foi avaliada, in vivo, como proposto
por MEGURO e MAGALHAES, (1983). As raizes foram fragmentadas em
pequenos segmentos, utilizou-se 500 mg de tecido aos quais se adicionaram 5
mL da solucdo de incubacao constituida por tampéo fosfato 0,1 M, contendo n-
propanol e KNOs; 100 mM. O tecido vegetal, submerso nessa solugdo, foi
infiltrado a vacuo por duas vezes e mantido na auséncia de luz, em banho-maria
a 30 °C com agitacdo. Para determinar a quantidade de nitrito formada pela
reacdo, a cada aliquota de 0,5 mL retirada do meio de incubacdo foi adicionado
1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N e 1 mL de N-naftil-etileno-diamino a
0,02%, completando-se o volume final para 4 mL com 4&gua destilada. As
leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade da enzima foi
expressa em pumol de NO2~.g™* MF ht,

Para as demais enzimas (GS, GOGAT e GDH), os extratos enzimaticos
foram obtidos a partir da maceracdo de 1 g de raiz em nitrogénio liquido,
adicionaram-se 5 mL de tampdo de extracdo contendo tampdo de fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), PMSF 1 mM, EDTA 100 mM, 10% PVPP e DTT 2
mM. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos a 4 °C.

A atividade da GS (EC 6. 3. 1. 2) foi avaliada como proposto por
Ratajczack et al. (1981). O ensaio da GS foi realizado tomando-se uma aliquota
de 300 pL do extrato bruto, adicionou-se 700 pL de um meio reacional contendo
200 pL de tampéo tris-HCI 0,5 M, pH 7,5; 100 pL de mercaptoetanol 0,1 M; 50
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pL de MgS0O4.7H20 0,4 M; 150 pL de NH,OHCI 0,1 M; 100 pL de glutamato
monossodico 0,5 M e 100 uL de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 °C por
30 minutos. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de uma solucdo
composta de FeCl; 0,37 M, HCI 0,67 M e &cido tricloroacético (TCA) 0,2 M.
Em seguida, centrifugou-se a 16.000 g por 5 minutos e o quelato Fe-L-glutamil-
y-hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotémetro a 540
nm e a atividade enzimatica expressa em pumol de GHA. g* MF.min,

A GOGAT (EC 1. 4. 1. 7) foi determinada em tampéo de fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,5, contendo 20 mM de 2-mercaptoetanol, 0,2 mM
NADH, 15 mM de 2-oxoglutarato, 15 mM de L-glutamina e 10 mM de KCI
(GROAT e VANCE, 1981). A atividade da GDH (EC 1. 4. 1. 3) foi determinada
com 100 mM Tris-HCI, pH 7,8, 0,2 mM NADH, 10 mM de 2-oxoglutarato, 4
mM de CaCl; e 100 mM de (NH4).S04 (GROAT e VANCE, 1981). Para ambas,
GOGAT e GDH, aliquotas de 20 pL foram adicionadas a 180 uL do meio de
incubagdo. A oxidacdo do NADH foi monitorada pelo decréscimo da

absorbancia em 340 nm, durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto.

2.4 Determinacdes de aminoéacidos, NOs e NH.*

A coleta da seiva xilematica foi realizada por meio da metodologia de
Milburn; Ranasinghe (1996) com modificagdes segundo Diniz (2011). A
separacdo e analise de aminoécidos na seiva foram realizadas por HPLC (High-
performance liquid chromatography) de fase reversa usando OPA (o-
ftaldialdeido) para derivagdo dos aminoécidos, tal como descrito por (PUIATTI
e SODEK, 1999). NOs e NH4* foram determinados de acordo Cataldo et al.
(1975) e McCullough (1967) respectivamente.
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2.5 Andlises estatisticas e delineamento experimental

O experimento foi arranjado em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial (3 x 2 x 3). Sendo composto por seis
tratamentos e trés tempos de coleta (7, 14 e 21 dias) com quatro repeticdes
independentes, totalizando 72 plantas. Os dados foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott (p < 0.05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Assimilacéo de NOs e NH4* nas raizes

A atividade da RN foi detectada apenas em tratamento NOs  (Figura
1A). Sendo significativamente maior nas plantas sob hipoxia em comparagédo
com normoxia. Além disso, a atividade desta enzima, nas raizes, aumentou com
o tempo de exposicdo a hipoxia, passando de 0,1 pmol NO,.g* MF.h*! aos 7
dias para 0,2 pmol NO,.g? MF.h? aos 21 dias (100%). Sob normoxia, a
atividade atingiu 0,13 pmol NO,.g* MF.h' aos 21 dias.

Acredita-se que NOs tem um profundo efeito sobre o metabolismo
anaerobico e a sua presenca no meio circundante pode aumentar a tolerancia das
plantas a inundacdo (KAISER; HUBER, 2001). Uma hipdtese de que a
“respiragdo do NOs™ poderia explicar o efeito benéfico desse ion sobre a
tolerancia ao alagamento, foi proposta, uma vez que a reciclagem de NAD" pela
reducdo do NOs substituiria a formacdo de lactato e etanol (ROBERTS et al.,
1985). No presente estudo, a atividade da RN foi detectada apenas no tratamento
com NOgs', uma vez que esta enzima € induzida pelo substrato. Sua atividade foi
maior sob hipoxia do que em normoxia, provavelmente devido a maior
disponibilidade de poder redutor no citosol. Além disso, a atividade dessa
enzima aumentou acentuadamente durante o periodo de hipoxia no sistema
radicular. Assim, o transporte de NO3™ na seiva do xilema foi significativamente
menor sob hipoxia do que em normoxia para qualquer periodo de tempo
avaliado. Consistente com estes dados, Garcia Novo e Crawford (1973)
encontraram aumento na atividade RN (ensaios in vivo) em raizes de muitas
espécies sob alagamento.

A assimilag8o redutiva de NOs a NH4* pode ter duas fungdes em plantas

sob deficiéncia de O,, ambos contribuindo para aliviar a acidez citosélica. Em
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primeiro lugar, o processo consome 4 moles de NADH, 8 elétrons e 8 prétons
por ciclo reacional (SALSAC et al., 1987), sendo mais eficiente na produgéo de
NAD* e no consumo de prétons do que qualquer reacdo de fermentacao (FAN et
al., 1997). O processo também gera ions hidroxila (SMIRNOFF; STEWART,
1985), que podem reagir com o0s prétons gerados por hipoxia. Portanto, a
reducdo de NOs é uma via alternativa para dissipar os elétrons podendo reduzir
a formacéo de produtos da fermentacdo. Evidéncias recentes também sugerem
que o efeito benéfico do NOs’, no metabolismo das plantas em condicdo de
hipoxia, pode envolver seus produtos metabdlicos: o NO2; e o NO
(STOIMENOVA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013). Ainda segundo Oliveira
et al. (2013), existe uma correlagdo negativa entre o processo de producdo de
NO a partir de NO; e a intensidade de fermentacéo nas raizes. No entanto, eles
sugerem que um efeito direto de NO, na modulacdo do metabolismo hipdxico
ndo pode ser excluido.

Por outro lado, foi observada uma reducéo significativa nas atividades
das enzimas GS, GOGAT e GDH sob baixa disponibilidade de O, quando
comparados com 0s respectivos controles. No entanto, no tratamento com NOs
ocorreu uma menor influéncia da hipoxia em compara¢do com o tratamento com
NH4*. Independentemente da disponibilidade de O, e do tempo avaliado, o
tratamento sem N exibiu baixas atividades destas enzimas quando comparado
com os tratamentos com NOs e com NH.*. No tratamento com NOjs, apés 21
dias sob condi¢Bes de normoxia ou hipoxia, atividade da GS diminuiu de cerca
de 3,5 pmol GHA.g* MF.min? para 3,3 umol GHA.g* MF.min* e de 2,4 umol
GHA.g! MF.min? para 2,1 umol GHA.g? MF.min? respectivamente. Ja no
tratamento com NH,", a atividade da GS reduziu de 2,2 umol GHA.g** MF.min'
para 1,6 pmol GHA.g* MF.min em condi¢cdes de normoxia e de 1,2 pmol
GHA.g! MF.min para 0,7 pmol GHA.g* MF.min! sob hipoxia, indicando que

a deficiéncia de O; afeta a atividade da GS nas raizes (Figura 1B). No entanto,
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foi evidente que, no tratamento com NH4* foi observada uma maior redugéo da
atividade da GS quando comparada ao tratamento com NOs".

Consistente com estes resultados, a atividade da GOGAT, nas raizes
submetidas a hipoxia durante 21 dias, apresentou uma reducdo de
aproximadamente 50% independentemente da fonte de N em todos os periodos
de tempo estudados (Figura 1C), ou seja, verificou-se uma diminuicdo de 9,0
umol Glu.g* MF.min? para 5,0 umol Glu.g* MF.min no tratamento com NOs"
e de 4,0 umol Glu.g* MF.min* para 2,0 pmol Glu.g* MF.mint no tratamento
com NH.*. Porém, vale ressaltar que, sob hipoxia, o tratamento com NOj
apresentou valores duas vezes mais elevados que o tratamento com NH" na
mesma condi¢do de disponibilidade de O,. Sob normoxia, os dados variaram de
12,8 pmol Glu.g* MF.min*a 10,8 umol Glu.g* MF.min*e de 11,0 pmol Glu.g"
! MF.min*a 8,0 umol Glu.g? MF.min, nos tratamentos com NO3z e com NH4*
respectivamente.

Também foi detectada uma reducdo na atividade da GDH em raizes
mantidas sob hipoxia. No tratamento com NOs’, houve um decréscimo de 27%,
em média, (de 36 pmol Glu.g? MF.min? para 26 pmol Glu.g* MF.min?) em
comparagdo com o controle (Figura 1D). Mais uma vez, a maior diminuigdo
ocorreu no tratamento com NH,4*, observou-se uma queda de 76%, em média,
(de 13 pmol Glu. g* MF. min? para 3 pmol Glu. g* MF. min?) quando
comparou-se normoxia com hipoxia.

As plantas cultivadas com NHs" ndo necessitam de reduzir o NOs a
NO; ou NO; a NH4*. A falta desses processos é prejudicial, especialmente em
plantas sob hipoxia, pois equivalentes redutores ndo sdo reciclados. Além disso,
a primeira reacdo que ocorre quando o NH.* é absorvido é catalisada pela GS a
qual é dependente de ATP, logo, em raizes sob deficiéncia de O, a atividade
desta enzima reduz & proporcao que a relacdo ATP/ADP é reduzida (LIMAMI et

al., 2008). Menor atividade da GS pode levar ao acimulo de NH." que, em
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quantidades elevadas, pode ter efeitos deletérios sobre a célula vegetal (GIVAN,
1979). Os resultados também mostraram uma diminui¢&o na atividade da GS nos
tratamentos sob hipoxia, indicando que a deficiéncia de O, afetou a atividade da
GS em raizes de seringueira. Além disso, ficou evidente que, no tratamento com
NH.*, a reducdo foi maior em comparagdo com o tratamento com NOs". Neste
estudo, a quantidade mais elevada de NH4* transportada no xilema foi observada
no tratamento com NH4*. E independente da fonte de N utilizada, o transporte de
NH.4* para a parte foi significativamente aumentado ap6s o sistema radicular ter
sido submetido a hipoxia. Estes dados, portanto, corroboram com a atividade
reduzida da GS durante a hipoxia.

Sabe-se que a GS tem sua atividade diminuida em condigdes de privacdo
de O, por isso, o envolvimento da GDH na assimilacdo de NH4* sob condicdes
hipoxicas tem sido sugerido (SKOPELITIS et al., 2006). Neste trabalho, a
enzima GDH foi menos afetada pela baixa disponibilidade de O, no tratamento
com NOs'. Isto pode ser devido a menor alteracdo do pH celular no tratamento
com este ion (OLIVEIRA et al., 2013). Sabe-se que a GDH catalisa uma reacao
reversivel, e na direcdo da formacdo de Glu, que utiliza o NADH como poder
redutor. Possivelmente, sob hipoxia, a reacdo na direcdo de formacdo de Glu
seja favorecida. Isto pode ser decorrente da disponibilidade de poder redutor e
da diminuicédo da atividade da GS (REGGIANI et al., 2000).

Neste estudo verificou-se também, as maiores atividades da enzima
GOGAT no tratamento NOs™. Além disso, sob condicéo de baixa disponibilidade
de O, o tratamento com NOs apresentou resultados duas vezes mais elevados
que o tratamento com NH.". O ciclo GS/GOGAT contribui para a reassimilacdo
de NHy*, assimilagdo priméaria do NOs™ e “ressintese” constante de Glu para a
sintese de outros compostos (REGGIANI et al., 2000).
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3.2 Compostos nitrogenados transportados na seiva do xilema

Os dados relativos ao transporte de NOs; na seiva do Xxilema sdo
mostrados na Figura 2A. O transporte de NOs foi observado somente no
tratamento com NOs;. A quantidade de NO; na seiva do xilema foi
significativamente menor sob hipoxia do que em condi¢cdo de normoxia para
quaisquer tempos estudados. Sob normoxia, os dados variaram de 3.500 nmol
NO;. mL* a 2.800 nmol NOs. mL?*. Em condicdo de hipoxia, nas plantas
tratadas com NOs", o transporte desse anion foi reduzido de 2.000 nmol. NOs.
mL aos 7 dias, para 1.200 nmol NO3 .mL* aos 21 dias. Estes dados estdo de
acordo com o aumento da atividade da RN durante hipoxia.

A quantidade de NH.*" transportada no xilema (Figura 2B) foi muito
menor que a quantidade de nitrato na seiva xilematica, e, foi significativamente
aumentada apos o sistema radicular ser submetido a hipoxia, sendo que as mais
altas quantidades foram observadas no tratamento com NH4*. Sob hipoxia, a
quantidade de NH4* na seiva variou entre 1,0 nmol.mL? e 3,5 nmol.mL™ no
tratamento com NOg’, e entre 18,0 nmol.mL? e 30,0 nmol.mL™ no tratamento
com NH.*. Estes dados séo, portanto, consistente com a atividade reduzida da
GS durante hipoxia principalmente no tratamento com NH4*. Por outro lado, sob
normoxia, os resultados ndo variaram ao longo do periodo experimental, ou seja,
manteve-se aproximadamente 1,0 nmol.mL™® no tratamento NOs e 14,0

nmol.mL™ no tratamento com NH,*.
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Sob condi¢do de normoxia, Glu e GIn foram o0s aminodcidos
transportados em quantidades mais elevadas, independente da fonte de N. Estes
dois em conjunto representam aproximadamente 70% do total no tratamento
com NOs e 60% no tratamento com NH," (Tabela 1). Na sequéncia, no
tratamento com NOs sdo encontrados Ala, Gaba, Asp, Arg, Val, Gly, Ser e Thr,
gue em conjunto totalizaram 27% e 0s outros representaram 3,0%. No
tratamento com NH4*, apds Gln e Glu, a ordem encontrada foi: Gaba, Arg, Ala,
Asp, Val, Ser, Thr e Gly (38%) e 0s outros representaram 2,0%.

Entre os aminoacidos que foram produzidos em anaerobiose, Ala e Gaba
destacaram-se, representando juntos 92% no tratamento com NOs; e 50% no
tratamento com NH4*. Além do mais, no tratamento com NOsz o0 total de
aminoacidos na seiva aumentou acentuadamente em condi¢bes de hipoxia
(Tabela 2), quando comparado com normoxia (Tabela 1).

A maioria dos estudos realizados com raizes de plantas submetidas a
deficiéncia de O revela aumentos na interconversdo e nas quantidades de
aminoacidos livres (STREETER; THOMPSON, 1972a; FAN et al., 1997;
REGGIANI et al., 2000). De acordo com os resultados do presente estudo, entre
0s aminoacidos que se acumulam em anaerobiose, Ala e Gaba destacaram-se.
Independente da fonte de N, a analise global do teor de amino4cidos na seiva do
xilema indica que a hipoxia levou ao redirecionamento do metabolismo de
aminodcidos, particularmente no sentido de sintese dos aminoacidos Ala e Gaba.
Além disso, o tratamento com NOjs™ diferenciou-se estatisticamente e superou o
tratamento com NH,*. Concomitantemente, sob hipoxia, foi detectada uma
reducdo no transporte de Asp e Glu j& que estes aminoacidos atuam como

precursores para a sintese de Ala e Gaba.



Tabela 1

Efeito da fonte de nitrogénio no transporte de aminoécidos (mol%) na seiva do xilema de plantas de
seringueira sob condi¢do de normoxia, NOs (8 mM), NH4* (8 mM) ou (0 mM) de nitrogénio (—N) foram
adicionados a solucdo nutritiva na qual as raizes foram mantidas sob normoxia durante 21 dias. Os
amino&cidos foram determinados por HPLC aos 7, 14 e 21 dias apds a inducao do tratamento.

Normoxia
-N NOy NH,~

Tdias l4dias 21dias meédia  Tdias l4dias  21dias  média Tdias l4dias  21dias  meédia
Glu 45.6 315 15.3 30.8 12.5 3977 623 382 19.4 275 31 260
Gln 1.4 17.6 1.3 6.8 4757 389 0.6 2000 273 3000 337 305
Gaba 1.5 7.1 5.2 4.6 34" 54 g.8" 59 1037 162 1427 135
Ala 2.6 3.9 8.1 49 3.2 76" 10.1 7.0 5.9 6.8 7.5 6.7
Asp 9.0 14.6 0.8 8.1 10.6 0.9 23 4.6 9.5 1.2 0.3 3.7
Gly 0.3 1.7 6.4 28 0.8" 0.1 29 1.3 09" 0.7 0.6 0.7
Ser 0.5 3l 0.2 12 23" 0.2 0.4 0.9 32 02 0.2 1.2
Arg 0.1 1.6 1.6 1.1 7.7 1.1 2.1 36 1.4 73 44" 17
Val 0.7 1.9 0.3 0.9 22 24 16" 2.1 1.9 27 3.7 27
Thr 0.6 2.0 8.4 3.7 1.0 0.1 2.8 1.3 1.1 0.8 0.5 0.8
Outros 1.3 3.6 0.5 1.8 6.2" 0.7 LR 36 33 1.5 0.8 1.9
Total 63.6 88.6 48.1 66.7 97.4 97.1 97.7 97.5 94.2 94,9 97.0 95.2

Legenda: * Representa diferenca significativa (P < 0,05) quando comparado com o tratamento livre de nitrogénio (—N). De acordo
com a analise de uma via ANOVA seguido pelo teste de Scott Knott. Outros incluem: asparagina, histidina, leucina, lisina,

isoleucina, fenilalanina, metionina e tirosina.
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Tabela2 Efeito da fonte de nitrogénio no transporte de aminoéacidos (mol%) na seiva do xilema de plantas de
seringueira sob condi¢do de hipoxia NOs (8 mM), NHs* (8 mM) ou (0 mM) de nitrogénio (—N) foram
adicionados a solucdo nutritiva na qual as raizes foram mantidas sob normoxia durante 21 dias. Os
aminodacidos foram determinados por HPLC aos 7, 14 e 21 dias ap0s a induc¢do do tratamento

Hipoxia
_N NO;- NH,*

Tdias 14dias 21dias meédia 7dias l4dias 21dias média 7dias 14dias 21dias média
Glu 26.8 38.0 424 35.7 26.8 4.6 9.0 13.5 8.6 11.8 30.4 16.9
Gln 4.9 12.5 0.1 5.8 1.1 43 0.7 2.0 8.4 9.0 54" 7.6
Gaba 10.5 47 11.5 8.9 412" 764" 635 604" 288 329" 354" 324
Ala 3.7 5.1 0.4 3.1 2427 324" 158" 2417 2017 0.7 2.1" 7.6"
Asp 16.1 12.1 74 11.9 0.6 0.6 1.2 0.8 2.4 0.5 0.1 1
Gly 0.2 1.7 2.7 15 12" 4.0 7.4 42" 1.1" 0.7 0.1 0.6
Ser 1.0 0.8 0.1 1.6 0.2 0.1 0.4 0.2 43 03 0.1 1.6
Arg 0.4 0.8 0.1 0.4 1.0" 0.4 1.1 0.8 74" 6.4" 9.7 7.8"
Val 1.4 1.6 0.0 1.0 1.4 0.1 0.2 0.5 1.9 2.3 1.5 1.9
Thr 0.2 0.9 3.0 1.3 1.4 13" 9.3 50" 1.1° 0.8 0.3 0.7
Outros 43 3.6 0.2 2.7 1.7 0.3 1.3 1.1 5.8 2.3 0.3 2.8
Total 72.5 81.8 67.9 73.9 1008 1275 1099 1126 899 67.7 85.4 80.9

Legenda: * Representa diferenga significativa (P < 0,05) quando comparado com o tratamento livre de nitrogénio (—N). De acordo
com a analise de uma via ANOVA seguido pelo teste de Scott Knott. Outros incluem: asparagina, histidina, leucina, lisina,
isoleucina, fenilalanina, metionina e tirosina.

9.
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Independente da fonte de N, a analise dos amino&cidos transportados na
seiva do xilema indicou que a hipoxia levou ao redirecionamento do
metabolismo de aminoéacidos, particularmente no sentido de sintese de Ala e
Gaba (Figura 3). Além disso, nos tratamentos com NOs; e com NH,* foram
detectadas reducdes nas quantidades de Glu, GIn e Asp.

Acredita-se que a transaminacao, indiretamente com Asp, via aspartato
aminotransferase (VANLERBERGHE et al.,, 1991) e diretamente com Glu
(REGGIANI et al., 1988), através da alanina aminotransferase, sdo 0s
mecanismos responsaveis pelo fornecimento de N para Ala (GOOD; CROSBY,
1989b). Vanlerberghe et al. (1991) sugeriram que a acumulacdo de Ala é
diretamente dependente da assimilacdo anaerdbica de NH4* e relaciona-se com o
metabolismo fermentativo para determinar o "status” de N na planta. Assim, a
sintese de Ala permitiria desintoxicagdo de NH,* sem afetar o estado de energia
ou o potencial redox da célula e esse aminoacido pode ser utilizado na sintese de
outros aminoacidos. Como bem evidenciado pelos resultados desse trabalho, a
producdo de Ala foi mais favorecida pela fonte nitrica. O acimulo de Ala ndo ¢
toxico para a célula, sendo uma propriedade importante para a tolerancia a
hipoxia. De fato, tem sido sugerido que a Ala atua como uma forma nao-toxica
de armazenamento de carbono e N durante hipoxia, uma vez que é capaz de
formar piruvato e de participar na sintese de outros aminoacidos por
transaminacdo (SOUSA; SODEK, 2003; ROCHA et al., 2010b; SHINGAKI-
WELLS et al., 2011).

Outro aminoacido que se acumula sob vérias condi¢cdes de estresse
incluindo a deficiéncia de O, é 0 Gaba (REGGIANI et al., 2000). A sua sintese
ocorre principalmente pela descarboxilacdo do Glu, em uma reacédo catalisada
pela glutamato descarboxilase (CRAWFORD et al., 1994). Esta enzima possui
atividade 6tima em pH é&cido (SNEDDEN et al., 1992), logo, o aumento da

sintese do Gaba pode ser explicado pelo efeito de reducdo do pH citosolico sob
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deficiéncia de O.. Além disso, foi proposto um papel da rotatividade do Gaba na
tolerancia a deficiéncia de O, uma vez que o seu catabolismo contribui para a
regeneracdo do NAD* em condi¢bes de hipoxia (BREITKREUZ et al., 2003),
enguanto que a sintese do Gaba através do glutamato descarboxilase consome
H*, compensando assim os efeitos prejudiciais da acidificacao citosolica durante
a hipoxia (CRAWFORD et al., 1994).

A maioria dos autores concorda que a interconversdo dos aminoacidos
promove a regulagdo do pH celular em 6rgéos de plantas sob deficiéncia de O-
(STREETER; THOMPSON, 1972a; CRAWFORD et al., 1994; FAN et al.,
1997; REGGIANI, 1999), uma caracteristica considerada de fundamental
importancia para a sobrevivéncia das espécies vegetais em condigdes de hipoxia
(RICARD et al., 1994).
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Figura3 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio no
transporte de amino&cidos no xilema de plantas de seringueira

Legenda:  As letras comparam controle e hipoxia dentro de cada fonte de nitrogénio
(-N, NOs e NH."). Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05
de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da média de quatro
repeticdes.




79

4 CONCLUSAO

A assimilagdo do N, a biossintese e o transporte de aminoécidos, em
plantas de seringueira, sdo alterados sob hipoxia. Nitrato e amonio influenciaram
de maneiras diferentes as respostas das plantas a baixa disponibilidade de Oo.

Apenas as plantas cultivadas com NOs™ apresentaram atividade da RN,
sendo que o alagamento promoveu aumento na atividade dessa enzima e reduziu
0 transporte de nitrato na seiva do xilema.

Independentemente da fonte nitrogenada as atividades da GS, GOGAT e
GDH, diminuiram nas plantas sob hipoxia, por outro lado o transporte de NH4*
na seiva aumentou.

Nos tratamentos com NOsz ou com NHs*, Glu e GIn foram os
aminoacidos preferencialmente transportados na seiva do xilema das plantas sob
normoxia. J& as plantas sob baixa disponibilidade de O, apresentaram maiores
guantidades de Ala e Gaba.

Para avaliar a dindmica do nitrogénio torna-se importante a realizacdo de

analises em menores intervalos de tempo.
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CAPITULO 3 Assimilagdo, transporte e distribuicio de compostos
nitrogenados em plantas de seringueira submetidas a baixa
disponibilidade de oxigénio durante 72 horas na presenca

de nitrato ou amonio

RESUMO

Neste trabalho, foi avaliado o efeito do alagamento na assimilacéo,
transporte e particionamento dos compostos nitrogenados, em plantas de
seringueira com o sistema radicular sob privacdo de O, e com adi¢do de NOs
ou NH.". Estudou-se as alteracbes nas raizes, folhas e seiva do xilema. Além
disso, verificou-se como 0 NOs; e 0 NH4* influenciam nas respostas biogquimicas
das plantas a anaerobiose. As analises bioquimicas foram realizadas as 12, 24,
48 e 72 horas ap0s a indugdo dos tratamentos. Os dados indicaram que, nas
raizes, o alagamento reduziu os teores de nitrato e N total assim como a
atividade do sistema GS/GOGAT. Por outro lado, elevou as atividades da RN e
GDH e as quantidades de NHs* e amino4cidos totais. Enquanto que na seiva
xilematica a hipoxia favoreceu o transporte de NHs* e afetou negativamente o
transporte de nitrato. Em relagdo aos aminoacidos individuais, a composicao
tanto na raiz quanto na seiva foi alterada principalmente em relacdo ao aumento
de Ala a partir do consumo de Asp e Glu. Nas folhas, a condigdo hipoxica
promoveu a queda nos teores de nitrato e aminoacidos totais, 0 oposto ocorreu
com o teor de NH4*, atividades da GS/IGOGAT, GDH e concentragdes de Ser,
Gly e Ala. Desse modo, constatou-se que existiram alteragdes no metabolismo
do N em condicdo de hipoxia, assim como, verificou-se que NOs e NH."
influenciaram de maneiras diferentes as respostas das plantas a baixa
disponibilidade de O,, sendo que, a comparagdo entre as fontes nitrogenadas
permite sugerir que o metabolismo de nitrato induz respostas mais favoraveis,
atenuando os efeitos da hipoxia.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis. Alagamento. Metabolismo do nitrogénio.
Nitrato. Aménio. Amino&cidos.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the effect of flooding over the
assimilation, transportation and partitioning of nitrogen compounds in rubber
tree plants, with root system under oxygen privation, and with the addition of
nitrate or ammonium. Special attention was given to the changes occurring on
the roots, and on sap and leaves. Furthermore, we verified the influence of
nitrate and ammonium over the biochemical responses of plants under hypoxia.
The experiment was conducted over a period of 3 days, performing biochemical
analyzes at 12, 24, 48 and 72 hours after treatment induction. The data indicated
that, for the roots, flooding reduced nitrate and total nitrogen quantities as well
as GS/GOGAT system activity. On the other hand, GDH and RN catalysis, as
well as ammonium and total amino acids amounts increased. For the xylem sap,
stress favored ammonium and reduced nitrate transportation. The composition of
amino acids in the root as well as in the sap changed with the increase of alanine
from aspartate and glutamate intake. Finally, for the leaves under hypoxia
conditions, we observed decreased nitrate and total amino acids quantities. The
opposite occurred with ammonium content, GS/GOGAT and GDG activities,
and serine, glycine and alanine concentrations. Nitrate and ammonium
influenced plant responses to stress in different ways. Therefore there are
changes in nitrogen metabolism under hypoxic condition, and the comparison
between the nitrogen sources suggest that nitrate metabolism induces more
satisfactory responses while minimizing stress effects.

Keywords: Hevea brasiliensis. Flooding. Nitrogen metabolism. Nitrate.
Ammonium. Amino acids.
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1 INTRODUCAO

O alagamento do solo é um estresse abiGtico que ocorre em grandes
areas do mundo. Embora varidvel em periodo e frequéncia, ele modifica a
dindmica dos nutrientes em ecossistemas, e a absorcdo e metabolismo dos
diversos elementos minerais (GLAZEBROOK; ROBERTSON, 1999). Em é&reas
de cultivo, o excesso de agua geralmente leva a perdas na produtividade
(SCHAFFER et al., 2006). Porém, muitas espécies toleram em maior ou menor
grau esse estresse, uma vez que desenvolveram adaptacGes para se manterem
sob condigdes anaerdbicas (BAILEY-SERRES; VOESENEK-, 2008). Estas
adaptacOes incluem mecanismos associados com uma ampla variedade de
respostas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares (COLMER;
VOESENEK, 2009).

A ameaca a sobrevivéncia da planta resultante do excesso de agua, pelo
menos para as espécies menos adaptadas, € um suprimento inadequado de O, aos
tecidos submersos; uma vez que a difusdo do O; na agua é 100.000 vezes mais
lento do que no ar (ARMSTRONG; DREW, 2002). Muitos trabalhos tratam
direta ou indiretamente do impacto da deficiéncia de O, em condicGes de
alagamento, pois, sendo 0 O, o aceptor final na cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria, sua deficiéncia reduz drasticamente a eficiéncia da produgéo de
ATP, que tem diversas consequéncias para 0 metabolismo celular e para os
processos de desenvolvimento (SETTER; WATERS, 2003; BAILEY-SERRES;
CHANG, 2005). Deste modo, a tolerancia a privacdo de O, depende da célula
vegetal e tipo de tecido, estagio de desenvolvimento, gendétipo e espécie, bem
como da intensidade e duracdo do estresse (FUKAO et al., 2003). Assim, as
respostas a privacao de O, sdo altamente variaveis (PEETERS, et al., 2002) e
adaptacOes a longos periodos de submersédo sao frequentemente associadas com

alteracfes no desenvolvimento tais como: a formacao de aerénquimas, de raizes
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adventicias e alteracdo na morfologia e porosidade da raiz. Nesse caso,
considerando a raiz um o0rgdo vital que absorve agua e nutrientes e ainda
funciona como espaco de assimilacdo e sintese (TABUCHI; MATSUMOTO,
2001), quando sua funcdo é afetada diante de condi¢cBes ambientais adversas,
como por exemplo sob inundacdo, a planta como um todo é influenciada
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2005).

As respostas celulares iniciais & diminui¢do da disponibilidade de O;
ainda sdo amplamente discutidas e abrangem muito mais do que a simples
promogdo do metabolismo glicolitico e fermentativo. H& evidéncias que a
privacdo de O, gera perturbacGes em vérias vias simultaneamente, afetando
diretamente os processos fotossintético, respiratdrio e o metabolismo do N (FAN
et al., 1988). Uma vez que, sob hipoxia ocorre a diminui¢cdo do pH citosélico
que passa de neutro em condi¢Ges de normoxia, para acido (DAVIES et al.,
1986). A acidez est4 associada ndo apenas a producdo de lactato, mas também
ao excesso de equivalentes redutores, queda na atividade das ATPases, hidrolise
do ATP e extravasamento de protons do vactolo (DREW, 1997; KATO-
NOGUCHI, 2000) ou ainda, acimulo de CO- proveniente da descarboxilacdo do
piruvato (ROBERTS et al., 1992). Estudos demostram que a acidificacdo do
citosol em plantas deficientes em O, € expressivamente diminuida diante da
reducdo assimilatéria do NOs a NH4*, pois o processo consome 8 elétrons e 9
prétons por ciclo de reacdo, sendo mais eficiente na geracdo de NAD* e
consumo de H* que a fermentagdo (REGGIANI et al., 1985b). Além disso, para
Fan et al. (1997) a passagem do NO3 para NH,* contribui para aumentar a carga
energética porque favorece a atividade das ATPases. Em tecidos anaerdbicos,
ressalta-se ainda a importancia da produgdo e interconversdo de aminoacidos
evitando o acuimulo de piruvato e dando origem ao alfa-cetoglutarato
(REGGIANI, 2000) que participa da operacdo parcial do ciclo de Krebs

formando succinato e consequentemente um ATP a nivel de substrato (ROCHA
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et al., 2010). No entanto, ainda sdo necessarias pesquisas com énfase em
adaptacOes metabdlicas buscando apresentar uma visao integrada dos processos
diante do fendbmeno de anaerobiose.

Destaca-se também que apesar da importancia do metabolismo N para
determinar importantes caracteristicas fisioldgicas e agronémicas (IGLESIAS et
al., 2007), ha ainda para muitas espécies, uma falta de informacGes sobre a
influéncia do alagamento na sua absorcéo, assimilacéo, transporte e distribuigdo
bem como a respeito da interferéncia das diferentes formas inorgénicas desse
nutriente nas respostas dos vegetais ao déficit de O, (Oliveira et al., 2013). Neste
trabalho, foram analisados os efeitos da hipoxia na assimilagdo, transporte e
particionamento dos compostos nitrogenados, dando énfase para as alteracdes
nas raizes, seivas e folhas. Verificou-se também como o NOs; e o NH4*

influenciam nas respostas bioquimicas das plantas a anaerobiose.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo das plantas e condi¢Ges experimentais

Plantas de seringueira foram obtidas a partir de sementes e cultivadas
em casa de vegetagdo (21 ° 14' S, 45 ° 00" W, altitude 918 m). As condiges
ambientais no interior da casa de vegetacdo foram: temperatura entre 18 °C
(minima) e 40 °C (méxima) resultando em uma temperatura média de 29 °C;
média de umidade relativa do ar de 56% e cerca de 12 horas de fotoperiodo.
Sementes do clone GT1, previamente selecionadas por tamanho e peso, foram
germinadas em canteiros com areia. Quinze dias ap0s a germinacao, as plantas
de caracteristicas morfologicas semelhantes foram selecionadas e transplantadas
para vasos contendo 5 L de areia e irrigadas com solugdo nutritiva de Bolle-
Jones, (1957) ¥ da forca e preparada com 2 mM de NOs e 2 mM de NH,4* até
inducdo dos tratamentos. O volume e o pH das solugdes foram monitorados
diariamente, sendo o volume completado e o pH ajustado para 5,5 + 0,5 quando
necessario. Em intervalos semanais, as solugbes eram completamente

substituidas.

2.2 Tratamentos e coletas

Quando as plantas atingiram seis meses de idade, elas foram agrupadas
em quatro tratamentos, sendo constituidos de solugdo completa de Bolle-Jones
(1957) com 8 mM de N na forma de NO3/KNOs, ou 8 mM de N na forma de
NH4*/(NH4).SO. e duas condi¢Bes de disponibilidade de O, controle: plantas
mantidas sob normoxia no sistema radicular com solugdo nutritiva e aeracéo
constante, e hipoxia: plantas em solucdo nutritiva sem aeracdo, simulando

alagamento do sistema radicular. Ambos os sais nitrogenados utilizados eram
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enriquecidos com 10% de marcagdo isotopica para futuras analises de
rastreamento isotopico de compostos nitrogenados. As coletas dos materiais
vegetais, folhas e raizes para as analises quimicas, foram realizadas as 12, 24, 48

e 72 horas ap0s a inducdo dos tratamentos.

2.3 Caracteristicas avaliadas

Nos tecidos de folhas e de raizes determinaram-se N total, aminoacidos
livres totais, NOs, NH.s", RN, GS, GOGAT, GDH, e a composi¢do de
aminoacidos. Enquanto que na seiva do xilema foram analisados NO3', NHs* e

aminodcidos individuais.

2.3.1 Coleta da seiva do xilema

O exsudato de xilema foi obtido por meio da metodologia de Milburn;

Ranasinghe (1996) com modificagdes segundo Diniz (2011).

2.4 Enzimas de assimilagdo do N

Para a realizacdo dos ensaios da RN, GS, GOGAT e GDH os extratos
enzimaticos foram obtidos a partir da maceracdo de 1 g de tecidos (folhas e
raizes) em nitrogénio liquido, adicionaram-se 5 mL de tampdo de extragdo
contendo tampéo de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), PMSF 1 mM, EDTA
100 mM, 10% PVPP e DTT 2 mM. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 20
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica.

A atividade da RN (E.C.1.6.6.1) foi quantificada utilizando protocolo
descrito por Berger; Harrison (1995) com algumas modificacBes. Aliquotas de

20 pL do extrato foram adicionadas ao meio de reacdo constituido por tampéo
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fosfato 0,1 M, pH 7.5, B-NADH 0,2 mM e KNO3z 10 mM, perfazendo um
volume final de 200 pL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de NADH, apés a
incubacdo do meio, por 3 minutos, a 30 °C. A oxidacdo do NADH foi
monitorada pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante 10 minutos, em
intervalos de 1 minuto e a quantificacdo foi feita a partir dos 5 minutos de
decaimento.

A GS (EC 6. 3. 1. 2) foi avaliada como proposto por Ratajczack et al.
(1981). O ensaio da GS foi realizado tomando-se uma aliquota de 300 uL do
extrato bruto, adicionou-se 700 pL de um meio reacional contendo 200 pL de
tampdo tris-HCI 0,5 M, pH 7,5; 100 pL de mercaptoetanol 0,1 M; 50 pL de
MgSO.4.7H,O 0,4 M; 150 puL de NH,OHCI 0,1 M; 100 pL de glutamato
monossodico 0,5 M e 100 uL de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 °C por
30 minutos. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de uma solucdo
composta de FeCls; 0,37 M, HCI 0,67 M e &cido tricloroacético (TCA) 0,2 M.
Em seguida, centrifugou-se a 16.000 g por 5 minutos, o quelato Fe-L-glutamil-y-
hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotdmetro a 540 nm
e a atividade enzimatica expressa em pumol de GHA. g* MF.min".,

A GOGAT (EC 1. 4. 1. 7) foi ensaiada em tampéao de fosfato de potassio
50 mM, pH 7,5, contendo 20 mM de 2-mercaptoetanol, 0,2 mM NADH, 15 mM
de 2-oxoglutarato, 15 mM de L-glutamina, 10 mM de KCI (GROAT; VANCE,
1981).

A atividade da GDH (EC 1. 4. 1. 3) foi determinada com 100 mM Tris-
HCI, pH 7,80, 0,2 mM NADH, 10 mM de 2-oxoglutarato, 4 mM de CaCl; e 100
mM de (NH4):S0s (GROAT; VANCE, 1981). Para ambas, GOGAT e GDH,
aliquotas de 20 pL foram adicionadas a 180 pL do meio de incubacgdo e a
oxidacdo do NADH foi monitorada pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm
durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e a quantificagdo foi feita a partir

dos 5 minutos de decaimento.
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2.5 Determinacdo de N total, aminoacidos livres totais, NOs e NH4*

O N total foi obtido a partir do material vegetal seco conforme método
de Kjedahl (AOAC, 1998).

A concentracdo de aminoacidos livres foi determinada conforme método
de Yemm; Coccking (1955) e o padrdo utilizado foi glicina.

As concentracdes de NOs™ e de NH4* foram determinadas de acordo com
Cataldo et al. (1975) e McCullough (1967) respectivamente.

2.6 Separacdo e analise da composic¢ao dos aminoécidos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia

Para as folhas e raizes foram pesados 500 mg de tecido vegetal e
colocados em tubos de ensaio. Acrescentaram 10 mL de HCI 6 N, e levou-se ao
ultrassom por 5 minutos. Em seguida, retirou-se o ar do tubo injetando
nitrogénio gasoso por 30 segundos, colocou-se as tampas rosqueaveis nos tubos
os quais foram deixados em bloco digestor a 110 °C, por um periodo de 24
horas. Apds a retirada do bloco, completou-se o volume para 50 mL, com agua
Milli-Q e as amostras filtradas (filtro Whatman n° 1). J& para a seiva do xilema,
foi utilizado 1 mL da amostra, completou-se o volume para 10 mL com &gua
Milli-Q. Apos essas etapas, tanto para folha e raizes quanto para seiva ajustou-se
0 pH, entre 2,2 e 2,5 e tomou-se 1 mL da amostra em seringa descartavel,
filtrando-a em unidade filtrante Millex membrana 0,22 um.

A separagdo e andlise de aminoéacidos foram efetuadas por HPLC em
coluna de fase reversa, ap6s derivagdo com o-ftaldialdeido (OPA) (Marur et al.,
1994). O aparelho de HPLC utilizado é constituido de trés bombas: A, B e C

controladas por um gerador de gradiente.
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Os solventes utilizados foram: para bomba A: adicionaram-se 18,1 g de
citrato de sodio di-hidratado sal trissodico, 16,6 mL de &cido perclérico 60% e
70 mL de etanol, o pH foi ajustado para 3,25. Bomba B: 58,8 g de citrato de
sodio di-hidratado sal trissédico, 12,4 g de &cido bérico, e 30 mL de hidréxido
de sddio 0,2 N e o pH foi ajustado para 10,0. Bomba C: hidroxido de sodio 0,2
N.

As solucdes pos-coluna foram preparadas da seguinte forma: 1) solucéo
de reacdo: dissolveram-se os reagentes na seguinte sequéncia: 40,70 g de
carbonato de sodio, 18,80 g de sulfato de potassio, 13,57 g de acido bdrico, 400
mg de OPA e 500 mg de N-Acetyl-cysteina. 2) Solucéo de hipoclorito de sodio:
dissolveu-se os reagentes na seguinte sequéncia: 40,70 g de carbonato de sédio,
18,80 g de sulfato de potassio, 13,57 g de &acido bérico e 0,2 mL de solugédo de
hipoclorito de sodio.

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes P.A e agua Milli-Q
para um volume final de 1 L e em seguida, foram filtradas a vacuo em filtro
Millipore com 0,45 pm de diametro.

Condigdes Analiticas do Analisador de Aminoécidos: fixou-se a taxa de
fluxo a 0,6 mL.min* e a temperatura do forno para 60 °C.

Uma aliquota de 20 uL. de amostra foi injetada na camara de injegao de
amostra do HPLC. Nesse momento, foi iniciada a eluicdo através da coluna
cromatografica Shim-pack Amino-Na/Coluna Trap de Aménio Shim-pack IS C -
30 Na com fluxo de 0,6 mL.min. Ao passar pela coluna cromatografica, os
derivados aminoacidos-OPA foram detectados por um monitor de fluorescéncia
ajustado com A de excitagdo de 350 nm e A de emissdo de 450 nm. As
concentragdes de aminodcidos nas amostras foram determinadas pela area
integrada dos picos, comparada aos picos do padrdo Sigma de aminoacidos
proteicos (Asp, Pro, Glu, Ser, Gly, Thr, Ala, GIn, Met, Val, Leu, Lys, Cys, Arg,
Try e Asn).
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2.7 Analises estatisticas e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 2 x 2 x 4. Sendo 0s quatro tratamentos compostos por duas
fontes de N (nitrato ou amonio) e duas condi¢cdes de O, (controle ou hipoxia).
Foram realizadas quatro coletas (12, 24, 48 e 72h) com quatro repeticdes
totalizando 64 plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Assimilagio do NOs™ e NH4* nas raizes

A atividade da RN foi detectada apenas no tratamento com NOs" (Figura
1A) e foi significativamente maior nas plantas sob hipoxia em comparacdo com
normoxia. Além disso, a atividade desta enzima, nas raizes, aumentou com o
tempo de exposicao a hipoxia, passando de 0,2 pmol NO,.g* MF.h* as 12 horas
para 0,34 umol NO2.g** MF.h* as 72 horas. Em relagdo ao controle, 0 aumento
médio foi de 4,5 vezes (0,06 para 0,27).

As plantas podem desenvolver mecanismos adaptativos visando atenuar
as consequéncias da privagdo de O, durante o alagamento. Em plantas de
seringueira, o metabolismo do N foi afetado pelo tratamento hipoxico.
Verificou-se efeitos diferentes dependendo da fonte nitrogenada aplicada a essas
plantas nesta condi¢do, sendo alterados tanto a assimilagdo quanto a
concentracgdo, o transporte e a redistribuicdo dos metabdlitos.

Os resultados das atividades enzimaticas e dos compostos nitrogenados
nos tecidos da raiz mostraram alteragdes no metabolismo de N em condicéo de
hipoxia. A RN, GDH e os teores de aminoacidos e de NH," aumentaram,
enquanto que NOs’, GS, GOGAT e N total diminuiram.

Trabalhos sobre RN e hipoxia mostram um aumento da atividade dessa
enzima em raizes sob déficit de O, (BOTREL; KAISER, 1997; ALLEGRE et
al., 2004). A RN ¢é ativada em meio &cido (BOTREL et al., 1996;
STOIMENOVA et al., 2003; ALLEGRE, 2004). E, essa enzima é regulada
através de mecanismos transcricionais e pos-traducionais em respostas a
diversas condi¢Bes ambientais incluindo suprimento de NOs, luz, pH,
temperatura e disponibilidade de O, (HUBER; HUBER, 1996). Em anaerobiose,
ocorre o favorecimento da atividade da RN (BOTREL; KAISER, 1997,
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STOIMENOVA et al., 2003). Com o aumento na atividade da RN sob hipoxia
ocorreu uma significativa queda no teor de NOs™ nas raizes e no transporte desse
anion no xilema das plantas sob tal condicéo.

A gqueda no pH do citosol pode ser considerada responsavel pelos danos
ocorridos nas plantas sob baixa disponibilidade de O, (RICARD et al., 1994). O
efeito benéfico do NOs™ na tolerancia dessas plantas envolve aspectos como:
reduzir a fermentacdo (REGGIANI et al., 1985; FAN et al., 1988) e expulsar H*
da célula via NO2, pois em um transporte do tipo simporte, 0 NO2 e H* podem
ser direcionados para fora das células (LANZA et al., 2013). Durante a hipoxia,
a reducdo do NOs funciona como um dreno alternativo de elétrons, assim
substituindo, em parte, a transformagdo de piruvato em etanol e lactato e
regenerando NAD* (FAN et al., 1997). Além disso, trabalhos demostram uma
reacdo secundaria da RN que leva a producdo de NO a partir do NOy
(OLIVEIRA et al., 2013). J& que, em condicdes de hipoxia, a menor atividade da
RNi comparada com a RN leva ao acimulo de NO; favorecendo a producdo de
NO (ROCKEL et al., 2002; JASID et al., 2006). Essa transformacao de parte do
NO2; em NO, um sinalizador, é considerada importante sob estresses como o
hipoxico (ROCHA et al., 2010). Stoimenova et al. (2007) demostraram também
que o NO2 pode agir como um aceptor alternativo de elétrons na cadeia
respiratoria sendo reduzido a NO em um processo acoplado a regeneragdo do
NAD* e a sintese de ATP, fato relevante na manutencdo da funcionalidade
mitocondrial durante a deficiéncia de O, (GUPTA; IGAMBERDIEV, 2011,
OLIVEIRA et al., 2013). Ainda segundo Oliveira et al. (2013), existe uma
correlagdo negativa entre o processo de producdo de NO a partir de NO; e a
intensidade de fermentac&o nas raizes.

Foram observadas reducdes significativas nas atividades das enzimas GS
e GOGAT sob baixa disponibilidade de O, quando comparadas aos Seus

respectivos controles. No entanto, para ambas, no tratamento com NOs™ ocorreu
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uma menor influéncia da hipoxia, logo, foi evidenciada uma maior reducdo das
atividades no tratamento com NH,".

A atividade da GS diminuiu de 1,6 umol GHA.g* MF.min*? para 1,2
umol GHA. gt MF.min? (25%) e de 2,0 pumol GHA.g* MF.min para 0,9 pumol
GHA.g* MF.min (55%) diante da aplicacdo de NOs e NH4* respectivamente
(Figura 1B). Em concordancia com estes resultados, a atividade da GOGAT, em
raizes submetidas & hipoxia, apresentou reducdes de aproximadamente 30% e
50% (Figura 1C), ou seja, verificou-se uma diminuicdo de 3,2 pumol Glu.g?
MF.min? para 2,2 umol Glu.g* MF.min no tratamento com NOs™ umol Glu.g*
MF.min? e de 3,0 pmol Glu.g* MF.min? para 1,5 pmol Glu.g* MF.min com
NH,*.

Em contrapartida, foi detectada uma elevacdo na atividade da GDH em
raizes mantidas sob hipoxia. No tratamento com NO3  houve um acréscimo de
70%, em média, (de 8,5 pmol Glu.g* MF.min? para 14,5) em comparagdo com
o controle (Figura 1D). Dessa vez, a resposta mais representativa ocorreu no
tratamento com NH4*, no qual observou-se um aumento de 127%, em média, (de

11,0 pmol Glu.g™* MF.min* para 25,0) na comparagdo entre normoxia e hipoxia.
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Os ensaios enzimaticos mostraram que as atividades da GS e da
GOGAT séo afetadas durante alagamento do sistema radicular. De acordo com
Limami et al. (2008), as atividades dessas enzimas reduzem a propor¢ao que a
relacio ATP/ADP é reduzida. Sob hipoxia, a maior atividade do ciclo
GS/GOGAT foi encontrada no tratamento com NOs indicando que as reacdes de
reducdo do NOs e do NO, favoreceram a producdo de ATP para utilizacdo pela
GS. Participando do ciclo com a GS, a GOGAT contribui para a reassimilagdo
de NH4*, assimilacdo priméria a partir do NOs e biossintese de Glu para a
producdo de outros compostos (REGGIANI et al., 2000). Neste trabalho, sob
hipoxia, a GDH apresentou significativo aumento em relagdo ao controle. Sob
condigdes de déficit de Oz, 0 envolvimento da GDH na assimilagdo de NH4* tem
sido sugerido (SKOPELITIS et al., 2006), pois quando na direcdo de formacéo
do Glu, recicla o NADH.

3.2 Teores de NOs~, NH4*, N total e aminoécidos livres totais nas raizes

Os resultados dos teores de NOs nas raizes durante os tratamentos de
normoxia e hipoxia estdo apresentados na Figura 2A. Nas plantas sob normoxia,
praticamente ndo houve variagdo no teor de NOs entre os periodos avaliados
independente da fonte de nitrogénio. Porém, entre as fontes ocorreu diferenca
significativa sendo que o valor foi em média 15,0 pmol.g*MS com aplicacéo de
NO;™ e 3,0 umol.g*MS com NH.*. No caso das plantas submetidas a hipoxia,
apenas nas tratadas com NOs-, houve reducéo significativa nos teores NOs
(queda de 50% em relagéo ao controle).

De acordo com a Figura 2B, os teores de NH." presente no sistema
radicular variaram significativamente entre os diferentes tratamentos. A
quantidade de NH4* foi significativamente aumentada apds o sistema radicular

ser submetido ao baixo O, sendo 0s maiores teores observados nos tratamentos
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com NH4*. Sob normoxia os dados variaram entre 0,45 pumol.g*MS e 0,95 no
tratamento com NOs, e entre 3,0 umol.g*MS e 3,9 no tratamento com NH,*.
Por outro lado, sob hipoxia, a oscilagdo entre a primeira e a Ultima avaliacédo foi
de 2,0 para 3,8 e de 6,0 para 4,0 nos tratamentos NOs e com NH4*
respectivamente. Para o teor de N nas raizes, ndo foram observadas diferencas
guando as fontes foram comparadas na mesma condicdo de O, contudo, entre
normoxia e hipoxia os valores ndo foram semelhantes. Com a falta de O, houve
reducdo de 2,5% para aproximadamente 2,0 em ambos o0s tratamentos
nitrogenados (Figura 3A).

Observou-se (Figura 3B) que houve aumento significativo na
concentragdo de aminoacidos livres totais nas raizes submetidas a hipoxia
passando de 1,2 pmol.g*MS para 2,7 nas plantas com NOs e de 1,3 para 2,0
com NH.".

Em relacdo ao teor NOs neste trabalho, houve reducdo na quantidade
desse ion nas raizes sob hipoxia, porém o teor de aminoacidos apresentou
comportamento oposto, além dos aminoéacidos serem produtos da assimilacéo do
NOs™ possivelmente pode estar ocorrendo a degradacdo de algumas proteinas e
mobilizacdo de reservas evidenciadas pela reducdo do N total nas raizes. Esse
aumento dos aminoacidos pode ser ainda mais complexo para interpretar, pois
outra fonte importante é o transporte da parte aérea via floema, ou seja, a
chamada redistribuicdo de aminoacidos pela planta (PATE et al., 1981). De fato,
a gueda no teor de aminoécidos nas folhas de plantas sob hipoxia, pode
evidenciar uma mobilizacdo de compostos nitrogenados da parte aérea para as
raizes. Ainda nesse aspecto, vale destacar que o teor de amino&cidos nas raizes
sob hipoxia foi maior na presenca do NOs do que na presenca de NH."
indicando que assimilagio de NOjz; favorece a formacdo de produtos
nitrogenados nessa condicdo de O,. Outra hipétese sugerida para o acumulo de

metabdlitos nas raizes é que isso ocorre para diminuir o potencial osmético e,
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consequentemente, o potencial hidrico, favorecendo a absorcdo de &gua para

manter a turgescéncia celular (FAN et al., 1997) e compensar a menor absorcéo
de ions, ocasionada pela baixa disponibilidade de ATP (DREW, 1997).

Figura 2

Legenda:

8000 - A
Aa
s Aa
i) Aa
S 6000 -
£ Aa
L)
=
©
2
@
#4000 -
|
£
2
Ba
3
£2000 Ba
gﬂ Ba Ba
Ab
Ao Ao P Ab b o Ao A0
B N e

B

Aa

Aa

Ba Ba Ba Aa

Aa

NH," (nmol. mL'seiva xilematica)

Bb Bb Bb Bb

12h 24h 48h72h | 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h72h

Controle Hipoxia Controle Hipoxia
NO, NH,"

Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio nos
teores de nitrato (A), e de ambnio (B), nas raizes de plantas de
seringueira

As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (hipoxia e
controle) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3z e NH4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média de quatro repeticdes.



103

3,0

2,5

2,0

1,5 -

1,0

Nitrogénio Total (%)

0,5 1

0,0 -
3,5 1

Aa

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

Aminoacidos (umol. g™ MS)

0,5

0,0 -
12h24h 48h72h | 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h 72h

Controle Hipoxia Controle , Hipoxia
4

NO, NH

Figura3 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio nos
teores de nitrogénio total (A), e aminoacidos livres totais (B), nas
raizes de plantas de seringueira

Legenda: As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (hipoxia e
controle) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3z e NH4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média de quatro repeti¢des.
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3.3 Composi¢do de aminoéacidos nas raizes

Nas raizes das plantas controle, os aminodcidos constitutivos mais
representativos foram GIn, Asn e Pro (Tabela 1). Estes trés aminoacidos juntos
perfizeram aproximadamente 45% da composi¢do de aminoacidos. Enguanto
que sob hipoxia, 0 aminodcido Ala destacou-se, dobrando sua participacdo na
composicao dos aminodcidos das raizes (Tabela 2). Por outro lado, Asn, Glu e
Asp reduziram diante do tratamento hipoxico (Tabelas 1 e 2). Esses
comportamentos foram observados com a aplicacdo tanto de NOs quanto de
NH,*.
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Tabelal Efeito da fonte de nitrogénio na composi¢do de aminoacidos (mol%)
nas raizes de plantas de seringueira sob condi¢do de normoxia

Normoxia
NOsz NH4*

Mol% 12h 24h 48h 72h Média 12h 24h  48h 72h Média
Gln 218 139 149 135 16,0 26,1 237 231 222 23,8
Asn 8,8 115 10,7 120 10,8 223 181 166 149 18,0
Pro 8,7 10,3 104 12,0 10,4 112 120 128 127 12,2
Lys 8,0 8,6 8,6 9,4 8,6 104 9.2 9,3 9,7 9,6
Val 7,4 8,5 7,0 9,3 8,1 100 84 9,2 9,6 9,3
Ala 7,1 7,2 6,7 8,0 7,2 8,1 8,2 8,6 8,6 8,4
Ser 5,9 6,4 6,0 7,0 6,3 4,0 58 4,9 6,5 53
Leu 5,9 55 5,9 6,3 59 2,4 4,2 4,3 41 3,7
Gly 5,0 53 5,9 4,9 53 1,6 3,9 4,2 41 34
Thr 4,9 4,7 4,7 3,2 4.4 1,3 2,1 2,2 2,3 2,0
Cys 4,3 3,0 4,1 2,7 3,5 0,9 1,6 1,8 19 16
Phe 3,6 2,6 3,7 2,2 3,0 0,7 1,0 11 1,2 1,0
Arg 31 2,5 3,3 2,1 2,8 0,5 0,4 0,4 0,3 0,4
Try 2,9 2,0 2,8 1,5 2,3 0,6 0,6 0,7 0,6 0,6
Glu 1,6 1,8 2,1 3,3 2,2 0,3 1,1 10 0,9 0,8
Asp 1,7 0,6 15 1,7 1,4 0,3 0,3 0,8 0,8 0,6

Nota: NOs (8 mM) ou NH4* (8 mM) foram adicionados a solucdo nutritiva na qual as

raizes foram mantidas sob normoxia durante 72 horas. Os aminoacidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducédo dos tratamentos.

Tem sido sugerido que a Ala e Gaba podem atuar como formas ndo
toxicas de armazenamento de carbono e N durante hipoxia, uma vez que podem
formar piruvato e participar na sintese de outros aminodcidos por transaminagéo
(SHINGAKI-WELLS et al., 2011). A maioria dos autores concorda que a
interconversdo dos amino&cidos auxilia na regulacdo do pH celular em 6rgdos de
plantas sob deficiéncia de O, (STREETER; THOMPSON, 1972a; CRAWFORD
et al., 1994; FAN et al., 1997; REGGIANI, 2000), uma caracteristica
considerada fundamental para a tolerancia das espécies vegetais em condigdes
de hipoxia (RICARD et al., 1994).
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Tabela2 Efeito da fonte de nitrogénio na composi¢do de aminoécidos (mol%)
nas raizes de plantas de seringueira sob condi¢do de hipoxia

Hipoxia
NOs NH4*

Mol%  12h  24h  48h  72h  Média 12h 24h  48h  72h  Média
GlIn 125 16,2 142 148 14,4 21,3 201 202 192 20,2
Ala 388 158 119 1272 19,7 146 171 18,7 164 16,7
Asn 7,5 107 11,7 121 10,5 141 141 126 140 13,7
Pro 6,0 9,5 11,3 111 9,5 9,9 98 111 101 10,2
Val 5,7 9,0 9,8 10,1 8,6 9,3 9,7 103 101 9,9
Lys 5,6 7,7 8,5 8,3 7,5 9,2 8,5 9,7 8,3 8,9
Ser 4,5 7,4 7,5 72 6,7 58 57 4,3 6,0 54
Leu 4,0 6,2 7,0 6,9 6,0 4,6 4,4 4,0 4,8 45
Gly 3,8 4,7 51 5,2 4,7 4,5 3,9 3,1 3,9 3.9
Thr 2,7 3,5 4,2 3,8 3,6 2,7 2,5 2,3 2,7 2,5
Cys 2,7 34 3,5 34 3,2 2,0 2,1 1,3 2,3 19
Phe 2,6 2,7 2,0 2,1 2,4 0,8 0,9 1,0 1,0 0,9
Arg 2,3 2,1 1,8 1,4 1,9 0,6 0,6 0,8 0,6 0,7
Try 2,0 1,9 11 1,4 1,6 0,6 0,5 0,7 0,5 0,6
Glu 1,9 0,6 1,2 1,7 1,3 0,5 0,2 0,3 0,4 0,3
Asp 09 0,7 0,7 0,8 0,8 0,4 0,4 0,6 0,2 0,4

Nota: NOz (8 mM) ou NH4* (8 mM) foram adicionados & solucdo nutritiva na qual as

raizes foram mantidas sob hipoxia durante 72 horas. Os aminoécidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducédo dos tratamentos.

As concentragdes dos aminodcidos GlIn, Asn, Pro, Lys, Phe, Arg, Try,
Glu e Asp foram reduzidas apo6s inducdo da hipoxia para ambas as fontes

nitrogenadas. O oposto ocorreu com o aminoacido Ala (Tabela 3).
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Tabela3 Médias da composicao de aminoacidos (mol%) nas raizes de plantas
de seringueira sob condic¢des de normoxia e de hipoxia

Média
Normoxia Hipoxia

Mol% NO3z NH4* NOs NH4*
Gln 16,0 23,8 14,4 20,2
Asn 10,8 18,0 10,5 13,7
Pro 10,4 12,2 9,5 10,2
Lys 8,6 9,6 75 8,9

Val 8,1 9,3 8,6 9,9

Ala 7,2 8,4 19,7 16,7
Ser 6,3 5,3 6,7 54

Leu 59 3,7 6,0 4,5

Gly 53 3,4 4,7 3,9

Thr 4.4 2,0 3,6 2,5

Cys 3,5 1,6 3,2 1,9

Phe 3,0 1,0 2,4 0,9

Arg 2,3 2,1 0,6 0,6

Try 2,0 1,9 0,6 0,5

Glu 1,9 0,6 0,5 0,2

Asp 0,9 0,7 0,4 0,4

3.4 de Compostos nitrogenados transportados na seiva do xilema

O transporte de NOs™ na seiva do xilema é mostrado na Figura 4A. Nas

plantas tratadas com NOs’, a quantidade desse anion na seiva do xilema foi

significativamente menor sob hipoxia do que em condicdo de normoxia para

quaisquer tempos estudados. Entre a primeira e a Gltima avaliacdo, sob

normoxia, os dados variaram de 7.000 nmol NOs.mL™* para 5.500 nmol NOs

.mL1, Em condigéo de hipoxia, o transporte de NOs™ reduziu de 2.000 nmol.mL™*

para 1,0 nmol NOs.mL™*. Com a aplicacdo do NH4*, os resultados ficaram em

torno de 70 nmol.mL* independente da concentracdo de O, (Figura 4A).



108

A quantidade de NH." transportada no xilema (Figura 4B) foi muito
menor que a quantidade de nitrato no xilema (1.000x), e, foi significativamente
aumentada apos o sistema radicular ser submetido a hipoxia, sendo que as mais
altas quantidades foram observadas no tratamento com NH.". Nesse tratamento,
sob hipoxia, a quantidade de NH4" na seiva variou entre 2,2 nmol.mL?* e 4,0 e
no tratamento com NOs, entre 1,6 nmol.mL? e 1,3. Por outro lado, sob
normoxia, o0s resultados ndo variaram ao longo do periodo experimental
mantendo-se em aproximadamente 0,3 no tratamento com NOs e 2,3 no
tratamento com NH4".

Quando a planta é submetida somente ao NH4*, h4 dificuldade em
controlar o influxo para dentro das células e quantidades significativas desse
cation podem ser transportadas pelo xilema até a parte aérea (BRITTO;
KRONZUCKER, 2005). Sugere-se também que a atividade da GS ¢ insuficiente
para incorporar todo o NH,* absorvido (PEARSON et al., 2002). De acordo com
Troelstra et al. (1995), a entrada de NH4* ocorre porque o NH.* pode ocupar 0s
sitios de absorcdo de cations como K*, Ca*? e Mg aumentando sua
concentracdo no tecido da parte aérea e raiz. O suprimento de N sob a forma
amoniacal normalmente € relatado como prejudicial para a maioria das culturas,
e pode resultar na alteracdo de processos bioquimicos e metabdlicos e
fisiologicos (BRITTO; KRONZUCKER, 2005).
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Figura4 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio no
transporte de nitrato (A), e de ambnio (B), no xilema de plantas de
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Legenda: As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (hipoxia e
controle) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
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Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média de quatro repeticdes.
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A andlise da seiva xileméatica mostrou que sob condi¢do de normoxia,
Glu e GIn foram os aminodcidos transportados em quantidades mais elevadas,
independente da fonte de nitrogénio. Estes dois em conjunto representam
aproximadamente 66% do total no tratamento com NOs e 84% no tratamento
com NH." (Tabela 4). Na sequéncia, sdo encontrados Asp, Arg, Ala, Asn, Ser,

Gly, Val e Thr para ambos os tratamentos com nitrogénio.

Tabela4 Efeito da fonte de nitrogénio no transporte de aminoécidos (mol%)
na seiva do xilema de plantas de seringueira sob condicdo de
normoxia

Normoxia
NOs NH4*
Mol% 12h 24h 48h 72h Média 12h 24h 48h 72h Meédia
Glu 74,9 32,6 32,5 38,7 44,7 69,3 64,3 49,7 65,3 62,2

Gin 58 257 19,4 34,8 21,5 184 191 263 24,3 22,0
Asp 4.8 11,0 15,6 53 9,2 3,0 34 74 3,3 43
Arg 29 8,7 8,2 4,6 6,1 2,7 2,5 3,0 2,5 2,7
Ala 2,7 4,5 52 42 4,1 2,4 2,3 2,6 24 24
Asn 2,4 3,6 4,7 2,1 3,2 2,1 2,0 2,4 17 2,1
Ser 24 34 4,7 19 31 17 1,7 2,3 1,6 18
Gly 18 2,2 4,5 19 2,6 13 1,6 2,3 14 1,7
Val 1,7 2,2 18 1,6 1,8 17 1,6 2,1 13 1,7
Thr 1,2 2,0 13 15 15 15 14 11 11 13

Nota: NOs (8 mM) ou NH4* (8 mM) foram adicionados a solucdo nutritiva na qual as
raizes foram mantidas sob normoxia durante 72 horas. Os aminoécidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducdo dos tratamentos.

Entre os aminoécidos que foram transportados no xilema em
anaerobiose, Ala se destacou, representando 50% no tratamento com NOs e
34% no tratamento com NH4* (Tabela 5). Além disso, nos tratamentos com NOs’
e com NHs* em condi¢bes de baixa disponibilidade de O, foram detectadas

reducdes nas quantidades de Asp e Glu.
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Independente da fonte de N, a andlise do transporte de compostos
nitrogenados na seiva do xilema indicou que a hipoxia levou ao aumento do
transporte de NH4* e ao redirecionamento do metabolismo de aminoacidos nas
raizes, particularmente no sentido de sintese de Ala. Quando se comparou a
composicdo de aminoacidos das raizes e seivas das plantas norméxicas com a
das plantas hipdxicas, observou-se que Glu, Asp e Asnh diminuiram enguanto
gue Ala foi 0 aminoacido que se destacou apresentando expressivos aumentos.
Esses resultados ja haviam sido demostrados em outras espécies por Sousa;
Sodek, (2002); Rocha et al. (2010), os quais sugerem que em condigdes de
hipoxia h& estimulo para a sintese de Ala elevando sua concentragdo na
composicdo de aminoacidos das raizes e da seiva. Consequentemente hd um
decréscimo dos seus precursores Asp, Glu ou Asn. Neste estudo, a aplicagdo de
NOjs™ destacou-se, pois favoreceu maiores aumentos nas quantidades de Ala.

Tabela5 Efeito da fonte de nitrogénio no transporte de aminoacidos (mol%)
na seiva do xilema de plantas de seringueira sob condic&o de hipoxia

Hipoxia
NOs NH4*
Mol% 12h 24h 48h 72h Média 12h 24h 48h 72h Média
Ala 68,1 49,4 37,0 46,6 50,3 409 21,7 337 39,8 34,0

Gin 78 16,1 17,0 17,5 14,6 158 163 187 13,2 16,0
Glu 4,6 8,1 11,2 9,9 85 11,8 9,2 10,6 8,9 10,1
Asp 42 6,1 6,8 75 6,1 4.8 8,8 6,7 8,2 71
Asn 3,9 4,0 55 6,7 51 4,4 75 59 57 59
Gly 3,8 3,2 49 2,3 3,6 3,2 6,8 57 55 53
Ser 3,2 2,7 4,6 2,2 3,2 2,3 51 48 4,0 41
Arg 18 2,5 34 2,2 25 2,2 51 42 3,3 37
Val 1,6 2,3 2,6 2,2 2,2 19 44 3,0 2,7 3,0
Thr 15 2,0 1,9 2,1 1,9 1.2 31 2,9 25 24

Nota: NOz (8 mM) ou NH4* (8 mM) foram adicionados a solugdo nutritiva na qual as
raizes foram mantidas sob normoxia durante 72 horas. Os aminoécidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a indugdo dos tratamentos.
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A Tabela 6 resume os resultados das duas tabelas anteriores e mostra

reducdes nas quantidades de Glu e GIn e aumentos nas concentracdes de Ala e

Asn nos tratamentos sob hipoxia independente da fonte nitrogenada.

Tabela6 Médias da composi¢do de aminoacidos (mol%) na seiva de plantas
de seringueira sob condic¢des de normoxia e de hipoxia

Meédia
Normoxia Hipoxia

Mol% NOs NH4* NOs NH4*
Glu 447 62,2 8,5 10,1
GIn 21,5 22,0 14,6 16,0
Asp 9,2 4.3 6,1 7,1

Asn 3,2 2,1 5,1 59

Ala 4,1 2,4 50,3 34,0
Arg 6,1 2,7 2,5 3,7

Ser 3,1 1,8 3,2 41

Gly 2,6 1,7 3,6 5,3

Val 1,8 1,7 2,2 3,0

Thr 1,5 1,3 1,9 2,4

3.5 Assimilagéo do N nas folhas

A RN néo apresentou atividade nas folhas independente do tratamento
aplicado, enquanto que as trés enzimas GS, GOGAT e GDH tiveram suas

atividades aumentadas significativamente em condi¢fes de alagamento. Em

comparagdo com os controles, os acréscimos foram de 46% e 40% para GS, de
30% e 56% para GOGAT e de 45% e 21% para GDH nos tratamentos com NO3

e com NH.* respectivamente. Vale ressaltar ainda, que para as trés enzimas, 0s

dados encontrados no tratamento com NH,* sob hipoxia sobressairam-se em

relagdo aos outros tratamentos em todas as avaliagoes.

Nas folhas também houve influéncia da hipoxia na concentragdo de

compostos nitrogenados, ocorrendo significativos aumentos nos teores de NH4*.
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Seja ele proveniente do transporte via Xilema ou ndo, levou a uma elevacdo
igualmente significativa nas atividades das enzimas GS, GOGAT e GDH. Sendo
gue esses acréscimos foram mais pronunciados diante da aplicacdo de NH.,".
Além disso, sob hipoxia o processo de oxigenacdo da Rubisco pode ter sido
favorecido ja que aumentos nas quantidades de Ser e Gly foram verificados. E a
adicdo de NHs" em solucdo estimulou ainda mais esse processo. Esses dados
corroboram com os resultados observados em plantas de seringueira por
Carneiro et al. (2015) que observaram aumento da fotorrespiracdo por esse

cation.
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3.6 Teores de NOs~, NH4*, N total e aminoécidos livres totais nas folhas

N&o foi observada variacdo no teor de NOz nas folhas das plantas
tratadas com NH4". O valor encontrado foi de 3,0 umol.g* MS e manteve-se
independente da disponibilidade de O, (Figura 6A). Para as plantas tratadas com
NOs™, 0 alagamento afetou negativamente essa variavel que diminuiu, em média,
de 22,0 umol.g* MS para 17,0.

O oposto foi observado para o teor de NHs* nas folhas quando se
comparou o controle e a hipoxia. Sob baixa disponibilidade de O os resultados
foram superiores, isto ¢, passaram de 6,2 umol.g? MS para 9,6 nas plantas
submetidas a0 NHs* e de 2,9 pmol.g? MS para 4,5 nas tratadas com NOs
(Figura 6B).

Nas folhas, o teor de N ndo apresentou diferenga significativa entre o0s
tratamentos e o valor verificado foi em torno de 4% (Figura 7A).

Os teores de aminoacidos livres totais nas folhas, sob normoxia, foram
em média de 7,5 umol.g? MS para os dois tratamentos nitrogenados (Figura
7B), sob hipoxia, reduziram para 4,5 umol.g* MS diante da aplicacdo de NO;3 e
para 4,0 com a adigdo de NH4*.

Ficou evidente que o metabolismo do N foi bastante alterado durante a
hipoxia, contudo, as causas e as finalidades desta alteragdo sdo ainda
questionaveis. Acredita-se que NOs tem um profundo efeito sobre o
metabolismo anaerdbico e a sua presenca no meio circundante aumenta a
tolerancia das plantas a inundagdo (KAISER; HUBER, 2001). Sugere-se ainda,
que as plantas sdo capazes de “perceber” o N tanto interna como externamente, e
modificar seu metabolismo (SAKAKIBARA, 2006). Algumas das respostas ao
N séo locais, restritas apenas as raizes expostas ao sinal nutricional, enquanto
outras sdo sistémicas, implicando em intrincadas rotas de percepcdo e
sinalizacdo de N (FORDE, 2002).
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Legenda: As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (hipoxia e
controle) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3z e NH4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média de quatro repeticoes.
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Figura7 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio nos
teores de nitrogénio total (A), e aminodcidos livres totais (B), nas
folhas de plantas de seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (hipoxia e
controle) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3s e NH4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média de quatro repeticoes.
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3.7 Composic¢do de aminoacidos nas folhas

Sob normoxia, nas folhas, o0s aminoacidos constitutivos mais

representativos foram GlIn, Asn, Pro, Lys, Val, Asp, Glu e a Ala que juntos

constituiram em torno de 55% dos aminoacidos em ambos os tratamentos

nitrogenados (Tabela 7). Ao longo do experimento, algumas modificacdes na

composicao dos aminoacidos foram observadas, entretanto, pouco influenciaram

na composigdo de aminoacidos das folhas.

Tabela 7  Efeito da fonte de nitrogénio na composicao de aminoacidos (mol%)
nas folhas de plantas de seringueira sob condicdo de normoxia
Normoxia
NO3 NH4*

Mol%  12h 24h  48h 72h Meédia _12h 24h  48h 72h  Média
Gln 140 166 133 157 149 154 149 143 136 145
Asn 139 111 132 110 123 127 125 132 131 129
Pro 80 110 85 109 96 121 106 109 10,8 111
Lys 80 108 78 108 93 119 102 99 104 106
Val 75 96 76 104 8,8 85 71 69 77 7,6
Ala 70 79 15 715 7,5 80 69 68 73 7,2
Ser 65 73 62 70 6,8 76 68 64 67 6,9
Leu 64 65 61 64 6,3 66 62 62 63 6,3
Gly 64 57 60 54 5,9 59 62 61 51 5,8
Thr 53 37 55 34 45 39 48 50 50 4,7
Cys 50 24 53 22 3,7 26 44 43 46 4,0
Phe 47 23 45 18 3,3 1,9 39 38 41 34
Arg 31 16 28 16 2,3 1,3 29 29 19 2,3
Try 1,7 1,4 22 14 17 13 1,2 15 18 1,4
Glu 16 08 21 13 1,5 03 11 10 09 0,8
Asp 09 07 07 08 0,8 03 03 08 08 0,6

Nota: NO3z (8 mM) ou NH.* (8 mM) foram adicionados a solucdo nutritiva na qual as
raizes foram mantidas sob normoxia durante 72 horas. Os aminoécidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a indugdo dos tratamentos.
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Nas folhas das plantas sob hipoxia (Tabela 8), a sequéncia dos
aminoécidos encontrada foi semelhante a verificada nas plantas controle, isto é,
sob normoxia (Tabela 7). Contudo, ressalta-se que ocorreram aumentos na
quantidade de Ala de 7,5% para 10,2%, de Ser de 6,8% para 8,4% e de Gly de
5,9% para 7,8%, no tratamento com NO3". Assim como houve elevacdo desses
mesmos aminoacidos no tratamento com NHs* de 7,2% para 10,7% de 6,9%
para 9,8% e de 5,8% para 8% (Tabelas 7 e 8).

Tabela 8 Efeito da fonte de nitrogénio na composicao de aminoacidos (mol%)
nas folhas de plantas de seringueira sob condigéo de hipoxia
Hipoxia
NOsz NH.*

Mol% 12h 24h 48h 72h Média 12h 24h 48h 72h Média
Gin 17,9 13,8 15,4 16,3 15,8 11,4 164 16,2 17,4 15,4

Asn 11,9 13,5 13,5 10,2 12,3 100 136 148 15,6 13,5

Pro 9,8 8,3 13,4 9,2 10,2 9,4 111 109 10,8 10,6
Lys 9,1 7.8 91 91 8,8 8,5 105 104 9,9 9,8
Val 9,0 7,7 78 75 8,0 7,7 10,4 9,7 9,7 9,4
Ala 11,0 9,9 9,8 10,3 10,2 7,0 8,5 12,4 15,0 10,7
Ser 6,7 8,6 8,4 9,8 84 6,1 100 103 12,9 9,8
Leu 6,4 6,5 54 57 6,0 6,1 5,6 58 4,5 55
Gly 6,3 6,9 8,5 9,4 78 18,0 6,1 4,0 4,0 8,0
Thr 31 51 3,8 4,6 4,2 4,4 3,7 35 3,6 3,8
Cys 2,4 49 3,6 3,8 3,7 43 3,7 35 2,4 35
Phe 2,3 4,6 2,4 2,8 3,0 2,9 18 35 2,1 2,6
Arg 2,0 2,6 2,0 2,5 2,3 2,3 1,7 0,8 18 1,6
Try 2,0 2,3 1,7 1,7 1,9 2,1 0,6 0,7 0,7 1,0
Glu 19 1,6 1,7 1,7 1,7 1,0 05 05 0,7 0,7
Asp 1,7 0,6 15 17 14 0,4 04 0,3 0,2 0,3

Nota: NO3z (8 mM) ou NH.* (8 mM) foram adicionados a solucdo nutritiva na qual as
raizes foram mantidas sob hipoxia durante 72 horas. Os aminoécidos foram
determinados por HPLC aos 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a inducdo dos tratamentos.
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Diante do aumento dos aminoacidos Gly e Ser (relacionados ao ciclo
fotorrespiratdrio), pode-se inferir que a hipoxia leva a um aumento na atividade
fotorrespiratéria em plantas jovens de seringueira. As variacfes observadas nas
concentracdes dos aminoacidos ao longo das avaliagbes provavelmente sao
decorrentes da influéncia da luz, ou seja, da noite e do dia, ja que as avaliacdes,
com excecdo da primeira, foram realizadas a cada 24 horas.

Em média, nas folhas, observou-se que a hipoxia promoveu aumentos
principalmente nas concentragdes dos aminoacidos GlIn, Ala, Gly e Ser
independente da fonte nitrogenada. Para os demais aminoacidos, os resultados

variaram de acordo com a fonte de nitrogénio aplicada (Tabela 9).

Tabela9 Meédias da composicdo de aminoacidos (mol%) nas folhas de plantas
de seringueira sob condic¢des de normoxia e de hipoxia

Média
Normoxia Hipoxia
Mol% NOs NH4* NO3 NH4*
Gln 14,9 14,5 15,8 154
Asn 12,3 12,9 12,3 135
Pro 9,6 11,1 10,2 10,6
Lys 9,3 10,6 8,8 9,8
Val 8,8 7,6 8,0 9,4
Ala 75 7,2 10,2 10,7
Ser 6,8 6,9 8,4 9,8
Leu 6,3 6,3 6,0 55
Gly 5,9 58 78 8,0
Thr 4,5 4,7 4,2 3.8
Cys 3,7 4,0 3,7 35
Phe 33 3,4 3,0 2,6
Arg 2,3 2,3 2,3 1,6
Try 1,7 14 1,9 1,0
Glu 15 0,8 1,7 0,7

Asp 0,8 0,6 1,4 0,3
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4 CONCLUSAO

O metabolismo do N foi alterado em condicdo de hipoxia, além disso,
nitrato e amonio influenciaram de maneiras diferentes as respostas das plantas
de seringueira & baixa disponibilidade de Oa.

Nas raizes, o alagamento reduziu os teores de nitrato e N total, assim
como a atividade do sistema GS/GOGAT. Por outro lado, nesse tecido a hipoxia
promoveu elevacdo das quantidades de aménio e amino&cidos livres totais bem
como das atividades da RN e GDH.

Na seiva xilematica, a hipoxia favoreceu o transporte de amonio e afetou
negativamente o transporte de nitrato.

A composicdo dos aminodcidos tanto nas raizes quanto na seiva do
xilema foi alterada principalmente em relagdo ao aumento de Ala a partir do
consumo de GlIn, Asn, Asp e Glu.

Nas folhas, a condicdo hipoxica promoveu a queda nos teores de nitrato
e aminoacidos livres totais, 0 oposto ocorreu com o0s teores de amodnio,
atividades da GS/IGOGAT e GDG e concentracdes de Ser, Gly e Ala.
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CAPITULO 4 Metabolismos do carbono e antioxidante em plantas de
seringueira (Hevea spp) submetidas a hipoxia durante 72

horas na presenca de nitrato ou amonio

RESUMO

Neste estudo, foi avaliado o papel do nitrogénio aplicado em solucéo
nutritiva na forma de nitrato-NO3;" (8mM de N) ou de amdnio-NHs* (8mM de
N), na ecofisiologia e no metabolismo de plantas de seringueira (Hevea
brasiliensis) submetidas a deficiéncia de O,. As medidas de trocas gasosas e as
andlises bioquimicas foram realizadas as 12, 24, 48 e 72 horas ap6s a indugdo
dos tratamentos. A fotossintese liquida, a condutancia estomatica e a taxa de
transpiragdo nas plantas sob baixa disponibilidade de O diminuiram
significativamente em comparacdo com as plantas controle, independente da
fonte de nitrogénio. No entanto, sob hipoxia, plantas tratadas com NOs
apresentaram uma relativa manutencdo da assimilagdo de CO, superando
aquelas nutridas com NH.*. Assim, quando se compara as plantas tratadas com
NOs; com as plantas tratadas com NH4*, sob condi¢cGes de alagamento, as
primeiras foram caracterizadas por maior producdo de sacarose,
consequentemente, induzindo maiores atividades de todas as isoformas de
invertase. Quando expostas a hipoxia, as plantas tratadas com NOs; também
mostraram uma maior eficiéncia das enzimas do sistema antioxidante, visto que,
o teor de H,O> foi maior nas plantas tratadas com NH,*. Portanto, pode-se inferir
que a aplicacdo de NOs; é mais benéfica para a fisiologia de plantas de
seringueira sob condi¢des de deficiéncia de O..

Palavras-chave: Hevea brasiliensis. Deficiéncia de oxigénio. Fotossintese.
Carboidratos. Isoformas de invertase. Enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

In this study, we evaluated the role of nitrogen applied in nutrient
solution in the form of nitrate NO3z (8 mM N) or ammonium- NH;" (8 mM N),
in the physiology and metabolism of rubber plants (Hevea brasiliensis)
subjected to oxygen deficiency. The experiment was conducted over a period of
3 days, with measurements of gas exchange and biochemical analyzes
performed at 12, 24, 48 and 72 hours after treatment induction. Net
photosynthesis, stomatal conductance and transpiration rate in stressed plants
decreased significantly when compared to the control plants, regardless of
nitrogen source. However, under hypoxia, plants treated with NOs showed
relative stability of CO, assimilation, overcoming the treatment with NH.".
Therefore, when comparing plants treated with NO3™ and those treated with NH,*
under flooding conditions, the first presented higher sucrose production, thus
showing higher invertase isoform activity. When exposed to stress, NO;" treated
plants also showed higher antioxidant system efficiency. Therefore, H,O,
content was higher in plants treated with NH.*. We concluded that NO3™ is more
beneficial for the physiology and metabolism of rubber tree plants than NH4*
under oxygen deficit conditions.

Keywords: Hevea brasiliensis. Oxygen deficiency. Photosynthesis.
Carbohydrates. Invertase isoforms. Antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

As plantas podem ser expostas a condi¢éo de excessiva umidade no solo,
sendo o fornecimento de oxigénio (O,) para o sistema radicular é dificultado
devido a baixa taxa de difusdo desse gas em dgua (ARMSTRONG, 1980). Dada
a importancia fundamental do O, no metabolismo aerdbico das plantas, o
estresse por alagamento pode afetar fortemente o crescimento e a sobrevivéncia
dessas nos ecossistemas agricolas e naturais. Na verdade, a falta de O, nos
substratos de cultivo influencia negativamente a produtividade de muitas
espécies economicamente importantes (IRFAN et al., 2010). Em uma
perspectiva metabdlica, a deficiéncia de O, diminui a fosforilacdo oxidativa e,
consequentemente, provoca um aumento relativo da producdo de ATP por
glicolise citosolica. A limitacdo de O, aceptor terminal da cadeia respiratoria
mitocondrial, resulta na inibicdo de processos que demandam energia e na
estimulacdo de vias de fermentagdo anaerdbica para a produgdo de ATP
(BAILEY; VOESENEK-SERRES, 2008). No nivel fisioldgico, a deficiéncia de
O. em raizes afeta funcbGes-chave, como a absor¢do de nutrientes e &agua,
assimilacéo liquida de CO,, condutancia estomatica/transpiracéo e translocacéo
de carboidratos (KREUZWIESER et al., 2004; Carneiro et al., 2015). Ha
também um aumento descontrolado de radicais livres nas células. Contudo, estas
diversas respostas a deplecdo de O, variam de acordo com a espécie e com a
intensidade e duracgdo do estresse (SHAO et al., 2008).

Diante disso, as plantas desenvolveram um complexo sistema de defesa
enzimatico como estratégia de protecdo contra o dano oxidativo. Os
componentes chaves deste sistema incluem a dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (MANIVANNAN et al., 2008;
JALEEL et al, 2009).
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Além disso, estudos indicam que as diferentes formas de N podem
induzir respostas metabdlicas distintas sob estresse (ESCOBAR et al., 2006;
PATTERSON et al.,, 2010). Tem sido observado que o NOs aumenta a
tolerancia de espécies de plantas sujeitas a deficiéncia de O, (ALEGRE et al.,
2004; THOMAS; SODEK, 2005; HORCHANI et al., 2010). No entanto, ¢ dificil
fornecer uma explicacdo convincente para o efeito benéfico do NOs™ durante a
hipoxia, baseado unicamente no efeito direto da regeneragdo do NAD* pela
redutase do nitrato (RN) (STOIMENOVA et al., 2003; LIBOUREL et al., 2006).
Portanto, o efeito da interacdo, disponibilidade de O versus fonte de N, sobre o
metabolismo das plantas ainda ndo é completamente compreendido (SOUSA;
SODEK 2003; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

Assim, o presente estudo teve como objetivo verificar alteragdes
fisioldgicas em plantas de seringueira com o sistema radicular alagado na
presenca de diferentes fontes de N (NOs™ ou NH4"). Examinou-se os efeitos do
alagamento associado as fontes nitrica e amoniacal sobre as trocas gasosas, 0

metabolismo de carboidratos e sistema antioxidante.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo das plantas e condi¢fes experimentais

Plantas de seringueira foram obtidas a partir de sementes e cultivadas
em casa de vegetagdo (21 ° 14' S, 45 ° 00" W, altitude 918 m). As condiges
ambientais no interior da casa de vegetacdo foram: temperatura entre 18 °C
(minima) e 40 °C (méxima) resultando em uma temperatura média de 29 °C;
média de umidade relativa do ar de 56% e cerca de 12 horas de fotoperiodo.
Sementes do clone GT1 previamente selecionadas por tamanho e peso foram
germinadas em canteiros com areia. Quinze dias ap6s a germinacao, as plantas
de caracteristicas morfologicas semelhantes foram selecionadas e transplantadas
para vasos contendo 5 L de areia e irrigadas com solucdo nutritiva de Bolle-
Jones, (1957) ¥ da forca e preparada com 2 mM de NOs e 2 mM de NH,4* até
inducdo dos tratamentos. O volume e o pH das solugdes foram monitorados
diariamente, sendo o volume completado e o pH ajustado para 5,5 + 0,5 quando
necessario. Em intervalos semanais, as solugbes eram completamente

substituidas.

2.2 Tratamentos e coletas

Quando as plantas atingiram seis meses de idade, elas foram agrupadas
em quatro tratamentos, sendo constituidos de solugdo completa de Bolle-Jones
(1957) com 8 mM de N na forma de NOs/KNOs, ou 8 mM de N na forma de
NH4*/(NH4).SO. e duas condi¢des de disponibilidade de O, controle: plantas
mantidas sob normoxia no sistema radicular com solugdo nutritiva e aeracéo
constante, e hipoxia: plantas em solugdo nutritiva sem aeragdo, simulando

alagamento do sistema radicular. Ambos os sais nitrogenados utilizados eram
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enriquecidos com 10% de marcacdo isotopica para futuras andlises de
rastreamento isotépico de compostos nitrogenados. As avaliacBes das trocas
gasosas, do teor de clorofila e as coletas dos materiais vegetais, folhas e raizes
para as analises quimicas, foram realizadas as 12, 24, 48 e 72 horas apds a

inducdo dos tratamentos.

2.3 Avaliagdes das trocas gasosas e do teor de clorofila

As medigdes das trocas gasosas foram realizadas no foliolo central da
terceira folha totalmente expandida (estadio D) entre 9 e 10 horas. A taxa liquida
de assimilagdo de CO: (A), condutincia estomatica (gs), concentracoes
intracelular e ambiental de CO, (Ci e Ca), e a taxa transpiratéria (E) foram
obtidas utilizando um analisador portatil de trocas gasosas, IRGA modelo LI-
6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, EUA.

O teor de clorofila foi determinado ao longo do experimento utilizando o
clorofilémetro portatil FT GREEN LLC modelo atLEAF+.

2.4 Atividade das isoformas de invertase

Foram avaliadas as atividades das trés isoformas de invertase: &cida do
vactolo (INV AV), neutra do citosol (INV NC) e acida da parede (INV PC), em
amostras de tecidos de folhas e raizes coletadas as 12, 24, 48 e 72 horas apds a
indugdo dos tratamentos.

Amostras de 0,5 g de folha ou raiz foram maceradas em N liquido. Em
seguida adicionou-se 1,5 mL de meio extrator constituido de tampdo fosfato de
potéssio (100 mM pH 7,5), PMSF (1 mM), MgCl, (5 mM) e DTT (1 mM).
Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 18.000 g a 4 °C, durante 20

minutos (CAIRO et al., 2009). O sobrenadante foi utilizado como fonte bruta
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das enzimas para avaliagdo da atividade das invertases sollveis e o pellet
utilizado para extrair a invertase acida da parede. Para a extragdo da invertase
acida da parede, a metodologia foi realizada de acordo com Fahrendorf; Beck
(1990) com algumas modificacdes. Foi utilizado o mesmo tampéao de extracao
das invertases sollveis, no entanto, foram adicionados NaCl 1M e Triton-X
(1%). Posteriormente, centrifugou-se, a 18.000 g a 4 °C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a realizagdo do ensaio enzimatico.

O meio de reagdo (2 mL) para as invertases soluveis foi constituido de
tampdo citrato de sédio 0,4M pH 4,5, MgCl, 5 mM e sacarose 200 mM, ou
tampdo fosfato de potassio 0,2 M e pH 7,5, MgCl, 5 mM e sacarose 200 mM
para isoformas vacuolar e citosélica respectivamente.

Para invertase apoplastica, 0 meio de reacdo (1,5 mL) foi constituido de
tampéo acetato de so6dio 0,1 M e pH 3,5, MgCl, 5 mM e sacarose 200 mM. A
temperatura de incubagdo para ambas foi de 37 °C e aliquotas foram coletadas
aos 10 e 70 minutos para determinacdo das atividades enzimaticas, as quais
foram avaliadas pela quantificacdo de agucares redutores produzidos, segundo o
método DNS descrito por Miller (1959). As atividades foram expressas em pumol

de acucares redutores (AR) por grama de matéria fresca por hora.

2.5 Determinacdo de agucares sollveis totais, acUcares redutores e sacarose

Os agUcares foram extraidos pela homogeneizacdo de 1 g de folhas ou
raizes em 5 mL de tampéo fosfato de potassio, 100 mM e pH 7,0. O homogenato
foi centrifugado a 5.000 g por 10 minutos coletando-se o sobrenadante. O
processo foi repetido por duas vezes e os sobrenadantes, combinados. Para a
quantificagdo de acucares sollveis totais, foi utilizado o método Antrona

(DISCHE, 1962), e para os agUcares redutores, o protocolo descrito por Miller
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(1959), por meio do método DNS. A concentracdo de sacarose foi estimada pela
diferenca entre agUcares solUveis totais e agucares redutores.

2.6 Enzimas do metabolismo antioxidante e contetido de H,0O-

Os extratos enzimaticos foram obtidos a partir de 200 mg de tecidos
foliares ou radiculares macerados em N; liquido acrescido de PVPP
(Polivinilpolipirolidona) insoluvel, adicionou-se 1,5 mL do tampdo de extragdo
composto de: Fosfato de potéassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e &cido
ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10
minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado para quantificacdo das
atividades da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX). A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima
em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS;
RIES, 1977). As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do
NBT nas condigdes de ensaio. A atividade da CAT foi determinada conforme
Havir; McHale (1987). A atividade dessa enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos,
monitorado pelo consumo de peréxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo
molar utilizado foi 36 mM cm™, conforme descrito por Azevedo et al. (1998).
A atividade da APX foi determinada segundo Nakano e Asada (1981), por meio
do monitoramento da taxa de oxidacéo do ascorbato a 290 nm e o coeficiente de
extingdo molar utilizado foi 2,8 mM*cm™,

O H,0; foi determinado a partir de 200 mg de tecidos macerados em
nitrogénio liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000

g por 15 minutos, a 4 °C. Mediu-se a absorbancia a 390 nm em um meio de
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reacdo, contendo tampé&o fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto
de potéssio (VELIKOVA et al., 2000).

2.7 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 2 x 2 x 4. Sendo 0s quatro tratamentos compostos por duas
fontes de N (nitrato ou amdnio) e duas condi¢bes de O, (normoxia ou hipoxia).
Foram realizadas quatro coletas (12, 24, 48 e 72h) com quatro repeticGes
totalizando 64 plantas. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de clorofila e producéo de matéria seca

A Figura 1 apresenta a producdo de matéria seca foliar (1A), matéria
seca radicular (1B) e o teor de clorofila (1C). Em relacdo a matéria seca, tanto de
folha quanto de raiz, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos. Esses resultados mostram que as plantas utilizadas no experimento
eram uniformes quanto ao desenvolvimento de folhas e raizes. Em média, a
matéria seca da folha representou 30% do total e a matéria seca radicular foi
12% da massa seca total.

O teor de clorofila foi significativamente reduzido em plantas
submetidas a hipoxia. Isto €, a hipoxia induziu uma gqueda de 15% para ambos 0s
tratamentos nitrogenados, porém, entre as fontes ndo se verificou diferenga para
essa variavel.

De acordo com os resultados a seguir, as plantas sob condi¢des normais
de O, apresentaram respostas fisiologicamente mais adequadas que as
observadas nas plantas sob hipoxia, e, quando se comparou os efeitos das fontes
nitrogenadas no metabolismo das plantas sob hipoxia para a maioria das
variaveis avaliadas, a aplicagdo de NOs™ foi mais favoravel atenuando com mais

eficacia os efeitos da baixa disponibilidade de O..
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3.2 Trocas gasosas

A andlise de variancia para taxa de fotossintese liquida (A), relacdo entre
carbono interno e carbono externo (Ci/Ca), taxa transpiratéria (E) e condutancia
estomatica (gs) indica significancia para a interacdo fonte nitrogenada versus
disponibilidade de O, para as quatro varidveis avaliadas (Figuras 2 e 3).

Na Figura 2A, podem ser observadas redugdes na A sob hipoxia em
comparagdo com seus respectivos controles. Em ambos os tratamentos com N,
as plantas em condigBes de normoxia apresentaram maiores A. O alagamento
causou uma reducdo na A de 4,0 umol CO,.m2.s para 2,0 (50%) no tratamento
com NOjs. Na presenca de NH4*, a queda nessa variavel foi ainda mais drastica,
de 5,0 umol CO..m2.s para 1,2 o que representa uma reducéo de 76%.

Por outro lado, a razdo Ci/Ca (Figura 3B) foi significativamente
aumentada apds a submissdo do sistema radicular & hipoxia. Os acréscimos
foram de 0,4 para 0,6 no tratamento com NOs e de 0,5 para 0,8 no tratamento
com NH.".

Na Figura 3A, observa-se que a condutancia estomatica assim como a A
também foi afetada negativamente pela deficiéncia de O,. Verificou-se uma
reducdo de aproximadamente 50% na gs nos tratamentos com inundagdo do
sistema radicular independente da fonte nitrogenada aplicada em solucéo.
Plantas tratadas com NOs diminuiram a gs de 0,04 mol H.O.m?.s? para 0,02
enquanto gue no tratamento com NH4*, a gs decresceu de 0,07 mol H20. m2, s
em condic¢des normais de O, para 0,035 ap0s o alagamento.

Verificou-se para a E (assim como para A e gs) que as plantas sob
hipoxia também apresentaram redugdes significativas quando comparadas com
os respectivos controles. Sendo os valores sob normoxia de 2,2 mmol H,O.m2.s"

! e 3,6 enquanto que sob hipoxia os resultados reduziram para 1,0 mmol H.O.m
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251 e 1,7 (aproximadamente 50%) nos tratamentos com NOs; e com NHs*
respectivamente (Figura 3B).

Ao nivel da folha, o declinio da condutancia estomatica para evitar a
perda da agua, juntamente com a diminui¢do da atividade da Rubisco constituem
uma primeira resposta de defesa contra a privacao de O,. (KOZLOWSKI, 1997).

A fotossintese representa a principal fonte de carbono nas plantas
superiores, e quando prejudicada como em situagOes de baixa disponibilidade de
0O,, afeta toda a dindmica do metabolismo do carbono. Na verdade, embora
variavel, a manutencdo da performance fotossintética é associada a tolerancia
das plantas & inundagdo (ARBONA et al., 2009). Nesse trabalho, vale ressaltar
que, sob déficit de O, a assimilacdo de CO; foi superior em plantas tratadas com
NOs; as quais mostraram maior capacidade de conservacdo do processo
fotossintético.
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As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3 e NH4*), letras minGsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condigdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticdes.
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de seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e

hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3 e NH4*), letras minGsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticdes.
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3.3 Atividade das isoformas de invertase

O alagamento reduziu a atividade de todas as isoformas de invertase
tanto nas folhas quanto nas raizes, independente da fonte nitrogenada. Além
disso, na condicdo de déficit de O, verificou-se que os resultados obtidos com
NOjs foram superiores aos resultados com NH." em todas as avaliacBes e em
ambos os tecidos analisados (Figuras 4, 5 e 6). Observou-se também que nos
tecidos foliares as atividades das trés isoformas de invertase foram superiores
em relacdo aos radiculares. Ressalta-se ainda, que as invertases, &cida do
vacuolo (INV AV) (Figuras 4A e 4B) e neutra do citosol (INV NC) (Figuras 5A
e 5B) apresentaram menores atividades quando comparadas a invertase 4cida da
parede celular (INV PC) (Figuras 6A e 6B).

Conforme apresentado na Figura 4, a atividade da INV AV, nas plantas
com NOs', caiu em média 44% na folha e 40% na raiz. J& nas plantas com NH4*
essas reducdes chegaram a 57 e 67% respectivamente.

Como mencionado anteriormente, a INV NC foi superior nas plantas sob
normoxia. Sob hipoxia foram observadas diferencas entre os tratamentos com
NOs e NH4*. Sob hipoxia, nas folhas e nas raizes, o tratamento com NOs
apresentou resultado superior ao tratamento com NH.*. Nas folhas observou-se
valores de 26 umol AR.g* MF. h™ no tratamento com NOs e 18 pmol AR.g™
MF. ht com NH4* (70%), (Figura 5A). Nas raizes, os resultados foram 6,0 umol
AR.g? MF. h no tratamento com NOs™ e 3,0 umol AR.g* MF. h? com NH4*
(50%), (Figura 5B). Quanto as INV PC, a baixa disponibilidade de O
proporcionou redugdes nas atividades. Nas folhas, o decréscimo em relagdo ao
controle foi, em média, de 40% e de 50% nas plantas tratadas com NOs e com
NH.* respectivamente (Figura 6A). Nas raizes, mais uma vez NOs superou
NH,*, a diminuicdo foi de 29,0 pmol AR.g.MF.h'! para 22,0 (25%) e de 35,0

para 18,0 (49%) respectivamente.
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Os carboidratos constituem as principais reservas de carbono das plantas
e as suas quantidades, a manutencao do seu metabolismo em niveis apropriados
e 0 correto particionamento dessas moléculas associadas com energia, Sao pré-
requisitos para a sobrevivéncia a estresses (GOGGIN et al., 2007). Os resultados
mostraram que quando sob hipoxia, a diminuicdo significativa na concentracao
de acucares sollveis, principalmente sacarose, foi acompanhada de uma reducéo
na atividade de todas as isoformas de invertase e consequentemente na
quantidade de acUcares redutores. Algumas explicagbes sdo possiveis para o
declinio das atividades das invertases em ambientes alagados, incluindo, a
degradacdo de enzimas pré-existentes e a limitacdo de substrato para a inducéo
da enzima. Sendo assim, a expressiva queda da atividade das invertases sollveis
e insoltvel no tratamento com NHs* provavelmente deve-se a restricdo de
substrato nessas plantas.

As mudangas na demanda de carboidratos sob condi¢Bes adversas
alteram particdo de carbono de acordo com a relagéo fonte-dreno, sendo que a
taxa e o potencial sdo dependentes de vias de sinalizacdo bioquimicas e
moleculares complexas. Entre as vias enzimaticas afetadas, as envolvidas na
degradagdo da sacarose tém sido objeto de estudo extensivo (KOCH, 1996).
Assim, em conjunto com alteragdes nas propriedades fisicas vasculares, bem
como o carregamento e transporte no floema, contribuem para as diversas
respostas observadas. Portanto, a regulagdo das vias catabodlicas contribuem para
melhores respostas ao estresse (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).
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hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
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nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da media das quatro repeticGes.



Figura 5

Legenda:

146

60 -~ FOLHA A

Aa

Aa
Aa

o
o
1

Aa
Ab

Ba Ba
Bb

Bb
Bb Bb

INV NC (umol AR. g'MF. h™)
N
o

10

0 -
60

RAIZ B

50 -

-
o
1

w
o
1

Aa

INV NC (umol AR. g'MF. h™)
n
o

10 4

12h 24h 48h72h | 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h 72h| 12h24h 48h 72h

Controle Hipoxia Controle 5 Hipoxia
NO, NH,

Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio na
atividade da invertase neutra do citosol em folhas (A), e raizes (B),
de plantas de seringueira

As letras maitsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3 e NH4*), letras minGsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condigdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticdes.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticoes.
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3.4 Agucares soluveis totais, aglicares redutores e sacarose

Os teores de carboidratos, assim como as atividades das invertases,
reduziram significativamente ap6s inducdo do alagamento, esse comportamento
foi observado nas folhas e nas raizes em ambas as fontes de nitrogénio. Quando
se compara controle e hipoxia, nas folhas, os acUcares sollveis totais
diminuiram de aproximadamente 400 pmol.g? MF para 250 (37,5%) no
tratamento com NOs e de 400 para 190 (52,5%) com NH,*. Nas raizes esse
decréscimo foi de aproximadamente 140 para 80 (42,8%) com NO;s e de 170
para 50 (70%) com NH4* (Figuras 7A e 7B).

Os acucares redutores como parte dos acUcares totais, também
reduziram acentuadamente. Sob normoxia os resultados encontrados tanto para
NOs; quanto para NH.* foram em torno de 200 pmol.g* MF nas folhas e
aproximadamente 65 pmol.g? MF nas raizes. Porém, sob hipoxia, NOjs
apresentou valores médios de 150 nas folhas e de 40,0 nas raizes. Com NH," as
médias foram de 100 e de 25 respectivamente (Figuras 8A e 8B).

Para sacarose nos dois tecidos avaliados a hipoxia levou a uma queda de
aproximadamente 50% no tratamento com NOs e de 70% com NH4*. (Figuras
9A e 9B).

Em plantas alagadas hd um declinio dos processos metabdlicos, de modo
que isso implica em reducfes na concentracdo de carboidratos (WARDLAW,
1990). Nesse experimento foram detectadas diferencas estatisticas nas
concentragcdes de carboidratos. Sacarose, glicose e frutose sdo os principais
acucares ndo estruturais presentes nos vegetais e os resultados apontam para
mudancgas importantes em suas concentragfes as quais foram significativamente
reduzidas sob hipoxia em ambos os tratamentos nitrogenados. Porém, sob
deficiéncia de O,, 0 melhor desempenho fotossintético das plantas tratadas com

NOs, em relacéo as tratadas com NH4*, levou a uma maior producdo de sacarose
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nas folhas e consequentemente elevando a quantidade desse dissacarideo nas
raizes. Tem sido relatado que um maior teor de carbono sollivel em raizes
alagadas, favorece o adequado estado fisiolégico de plantas durante curtos
periodos de estresse (GESSLER et al., 2007).

Os efeitos metabdlicos e fisioldgicos da hipoxia sobre as plantas podem
ser derivados principalmente de um colapso da respiracdo aerébica mitocondrial
da raiz. As respostas iniciais frequentemente observadas incluem redugdes do
fluxo de &gua a partir das raizes seguida por alteragbes no uso da agua, na
absorcdo de nutrientes e no particionamento de carboidratos (COLMER,;
VOESENEK, 2009).

Na comparacdo entre tecidos foliares e radiculares, observou-se que as
concentracdes de agucares foram superiores nos foliares. Esses resultados podem
ser explicados pela ocorréncia do ciclo futil da sacarose.

A sintese da sacarose e sua acumulacdo em plantas superiores é 0
resultado de uma extensa rede de interagdes. As taxas de acumulagdo variam
conforme gen6tipo da planta, o estadio de desenvolvimento e 0 ambiente no qual
as plantas estdo inseridas. Os vegetais percebem e respondem ao ambiente por
meio de uma complexa rede de percepcdo e transducdo de informacGes,
resultando em acBes coordenadas que inclui o acimulo de sacarose (MOORE,
2005).

A sacarose pode ser metabolicamente ciclada ao invés de ser
armazenada, tendo importancia na dindmica dos carboidratos. O chamado ciclo
fatil da sacarose, a constante clivagem e a ressintese da sacarose permitem maior
flexibilidade e controle sobre 0o metabolismo de carboidratos e sua particdo. O
ciclo futil ainda se relaciona com a regulacdo génica influenciando a acdo de
fatores de transcricdo (NGUYEN-QUOC; FOYER, 2001).
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As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticdes.
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Figura9 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio na
concentracdo de sacarose em folhas (A), e raizes (B), de plantas de
seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NOs e NH.4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condigdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticoes.
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3.5 Atividade das enzimas SOD, APX E CAT e contetido de H,0-

Em relagdo a atividade da SOD nas folhas, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos (Figura 10A). O resultado obtido foi de
aproximadamente 126 U.g! MF, o qual permaneceu constante ao longo do
periodo experimental. Nas raizes, (Figura 10B), quando analisado o efeito da
disponibilidade de O, observou-se aumentos significativos na atividade da
enzima SOD nas plantas sob hipoxia, cujos valores elevaram-se em 22%, de 265
U.g MF para 325 tanto na presenca de NOs™ quanto de NH4*.

De acordo com a Figura 11, nos tratamentos sob hipoxia, verificou-se
incrementos significativos na atividade da APX, quando comparada aos seus
respectivos controles, independente da fonte de N aplicada e do tecido avaliado.
Para essa enzima, nas folhas, o alagamento causou um aumento, em média, de
75% nas plantas tratadas com NOs; e de 40% nas tratadas com NH4* (Figura
11A). Nas raizes, as maiores atividades da APX foram observadas em plantas
alagadas tratadas com NOs;. Os resultados obtidos com esse anion foram
significativamente superiores independente da disponibilidade de O, sendo que,
apos a inducdo do alagamento a atividade da APX atingiu 155 pmol ASA.g
LMF.mint. Enquanto que, nas plantas sob hipoxia, submetidas ao NHs* 0s
valores chegaram a 130 pmol ASA.gt. MF.min? (Figura 11B), isto representa
87% do valor observado com NOs" .

A atividade da CAT (Figura 12) tanto no tecido foliar quanto radicular
foi positivamente influenciada pela hipoxia. Nas folhas, dobrou nas plantas
tratadas com NOs™ e elevou-se em 80% nas plantas tratadas com NH4* (Figura
12A). Nas raizes, o acréscimo em relagdo ao controle foi, em média, de 150% e
de 60% nas plantas tratadas com NOsz e com NH4* respectivamente (Figura
12B).
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Em concordancia com os resultados anteriormente descritos, o conteudo
de H,0- foi superior nas plantas expostas a hipoxia independente do tecido e da
fonte de N. Nas folhas, sob normoxia ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos com NOs;” e NH4*. No entanto, sob hipoxia, as plantas tratadas com
NH4* apresentaram producdo de H.O, 40% superior ao tratamento com NOj'.
Nas raizes, essa variavel comportou-se de forma similar as folhas, porém em
escala muito superior. Contudo, a sintese de H-O- na presenca de NH4" mostrou-
se ainda mais significativa, sendo 65% maior quando comparada ao tratamento
com NOs (Figuras 13A e 13B).

Vale ressaltar ainda, que para as trés enzimas do sistema antioxidante e
para o contetdo de H.0, o0s dados encontrados em tecidos radiculares
superaram o0s resultados obtidos em tecidos de folhas em todas as avaliacGes, e
esse menor desempenho permaneceu independente da disponibilidade de O; e da
fonte de N.

Os processos metabdlicos nos cloroplastos, mitocéndrias, peroxissomos
e parede celular podem direcionar para rea¢fes em cadeia gerando EROs, que
causam o estresse oxidativo (PANDA; KHAN, 2009). O alagamento intensifica
esse estresse em diversas espécies vegetais sendo potencialmente prejudicial as
células da planta (JALEEL et al., 2009), uma vez que o acumulo de EROs leva a
uma cascata de eventos que se inicia com a peroxidagao de lipideos, avanca para
degradacdo de membranas e morte celular (PANDA; KHAN, 2009). Em
contrapartida, como uma estratégia de protecdo, as plantas amplificam seu
sistema de defesa composto por enzimas tais como SOD, CAT e APX que
detoxificam as células (JALEEL et al., 2009). Neste experimento, com excecdo
da SOD nas folhas, para a qual ndo se observou diferencas estatisticas, as plantas
sob hipoxia apresentaram maiores atividades da SOD, CAT e APX. Essa
elevacdo pode ser explicada principalmente pelo aumento dos substratos nessa

condicdo. Além disso, observou-se uma maior eficiéncia do sistema antioxidante
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nas plantas tratadas com NO3 de modo que o teor de H,O, foi maior nas plantas
tratadas com NHs*. A eficacia das enzimas antioxidantes é proporcional a
tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (ALLEN et al., 1997). Logo, evitar a
superproducdo de EROs, as quais sdo altamente danosas as estruturas e aos
componentes celulares, é fundamental para as plantas principalmente sob
condicdes adversas (GIANNAKOULA et al., 2010).
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Figura 10 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio na
atividade da dismutase do superéxido em folhas (A), e raizes (B), de
plantas de seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NOs e NH,4*), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticoes.
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Legenda: As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NOs™ e NH4*), letras minGsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticGes.
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Figura 12 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio na
atividade da catalase em folhas (A), e raizes (B), de plantas de
seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3 e NH4*), letras minGsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticdes.
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Figura 13 Efeito da disponibilidade de oxigénio e da fonte de nitrogénio no
conteido de H,O, em folhas (A), e raizes (B), de plantas de
seringueira

Legenda:  As letras mailsculas comparam a disponibilidade de oxigénio (controle e
hipoxia) em cada tempo avaliado (12, 24, 48 e 72 horas) dentro de cada
fonte de nitrogénio (NO3 e NH4"), letras mindsculas comparam as fontes de
nitrogénio em cada tempo avaliado dentro de cada condicdo de oxigénio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade.
As barras representam o erro padrdo da média das quatro repeticoes.
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Este trabalho apresentou uma andlise do efeito da interacdo nitrogénio,
seja na forma de NOs ou de NH,", versus deficiéncia de O na fisiologia e no
metabolismo de plantas de seringueira. Verificou-se que a condicdo de hipoxia
interferiu nas diversas variaveis analisadas afetando as folhas e as raizes. A
investigacdo das trocas gasosas, do metabolismo de carboidratos e das enzimas
antioxidantes demonstraram claramente que as fontes de N influenciaram de
forma distinta as plantas de seringueira que se encontravam sob hipoxia do
sistema radicular, sendo que, diferencas significativas foram detectadas entre
plantas tratadas com NO3 e com NH.".

Sabe-se que as plantas variam muito na sua susceptibilidade e nas suas
respostas a privacdo de O.. No entanto, o controle sobre o pH citosélico é um
fator importante e comum na determinacdo da tolerancia de muitas espécies.
(XIA; SAGLIO 1992). Estudos com plantas tolerantes & inundagdo como Oryza
sativa, Echinochloa phyllopogon e Potamogeton pectinatus indicam uma
capacidade para evitar acidez (KENNEDY et al.,, 1992). E embora o0s
mecanismos para a manutencdo do pH néo estejam claramente definidos, existe
correspondéncia com a utilizacdo de carboidratos (SUMMERS et al., 2000) e
com o metabolismo do N (ROCHA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

Desse modo, tem sido proposto que a conversdo de NOs a NO; no
citosol seria capaz de regenerar NAD* e consumir prétons, por conseguinte,
atuar como uma via alternativa para a fermentacéo durante hipoxia, reduzindo a
acidez citosolica (GARCIA-NOVO; CRAWFORD, 1973; STOIMENOVA et
al., 2007). Além disso, é sugerido que o NOy originado a partir do NOs™ pode
atuar como receptor alternativo de elétrons, substituindo o O, na cadeia
respiratoria, produzindo NO e oxidando o NADH para a sintese de ATP, assim,
a sintese de NO; a partir de NOs teria um papel relevante na manutencdo da
funcionalidade mitocondrial durante a deficiéncia de O, (GUPTA;
IGAMBERDIEV, 2011; OLIVEIRA et al.,, 2013). Por outro lado, plantas


http://link.springer.com/article/10.1007/s00425-012-1773-0/fulltext.html#CR13
http://link.springer.com/article/10.1007/s00425-012-1773-0/fulltext.html#CR48
http://link.springer.com/article/10.1007/s00425-012-1773-0/fulltext.html#CR16
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cultivadas apenas com NH4* ndo realizam as reacgdes de reducdo do NOz™ a NOy
e reducdo do NO, a NH4*. Esse fendbmeno pode apresentar efeitos prejudiciais,
principalmente para plantas sob hipoxia, pois néo recicla equivalentes redutores.
Além disso, sabe-se que a primeira reacéo para assimilacdo do NH." é catalisada
pela GS que € depende de ATP. A relacdo ATP/ADP torna-se reduzida sob
privacdo de O, afetando a atividade dessa enzima (LIMAMI et al., 2008) e
levando ao acumulo de um de seus substratos (NH4*) que tem efeitos deletérios
sobre as fungdes celulares (GIVAN, 1979).
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que a assimilagdo do CO,, o metabolismo e alocacdo de
carboidratos, e a atividade das enzimas do sistema antioxidante s&o
influenciados pela hipoxia. Respostas distintas foram evidenciadas entre o0s
tratamentos com NOs e com NH.".

As trocas gasosas, as concentracfes de carboidratos e a atividade das
isoformas de invertase reduziram em plantas sob hipoxia independente da fonte
de nitrogénio.

As atividades das enzimas do sistema antioxidante apresentaram
aumentos nas plantas expostas a baixa disponibilidade de oxigénio independente

do tecido avaliado e da fonte nitrogenada.
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