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RESUMO GERAL 

A estimulação inicial da assimilação de carbono (C) sob alta concentração de CO2 ([CO2]) é 

frequentemente seguida por um declínio em plantas C3 conhecido como aclimatação 

fotossintética ao CO2. A diminuição da taxa fotossintética geralmente está associada a 

diminuição do conteúdo de Rubisco, acúmulo de amido e redução do teor de nitrogênio (N) 

endógeno. Essa redução do teor de N, ainda não foi completamente elucidada e pode estar 

relacionada a diferentes mecanismos fisiológicos. A absorção de NO3
- consome cerca de 25% 

da energia produzida por uma folha expandida, enquanto o NH4
+ tem um menor requerimento 

energético para ser incorporado em compostos orgânicos. Essas necessidades energéticas 

distintas são extremamente relevantes sob alta [CO2], uma vez que, com o aumento das taxas 

fotossintéticas, a assimilação de NO3
- exigiria uma amplificação e flexibilidade dos sistemas de 

produção de energia para atender a alta demanda metabólica. Assim, as diferenças no 

requerimento energético entre as fontes inorgânicas de N, levam a hipótese de que o NH4
+ venha 

a se tornar uma fonte de N mais favorável a assimilação em plantas C3 diante do aumento da 

[CO2] prevista para as próximas décadas. Contudo, níveis elevados de NH4
+ em tecidos vegetais 

podem ser tóxicos, causando alterações fisiológicas e morfológicas. Neste contexto, a seguinte 

hipótese foi investigada: o metabolismo do N, e sua relação com o metabolismo do C são 

diferentemente afetadas em plantas C3 fertilizadas com NO3
- e/ou NH4

+ como fontes exclusivas 

de N e expostas a alta [CO2]. Com a realização deste trabalho, o metabolismo do N e sua 

interação com o metabolismo do C foi analisado e discutido através dos resultados do 

experimento com plantas de tabaco (N. tabacum) fertirrigadas com NO3
- e/ou NH4

+ e 

submetidas a diferentes [CO2]. Os dados obtidos mostraram que as plantas que receberam 

apenas NO3
- como fonte de N apresentaram baixo desempenho de crescimento quando expostas 

a [CO2] de 760 µmol.mol-1. Em contrapartida, nas plantas tratadas com NH4
+ como fonte de N, 

o aumento da [CO2] favoreceu positivamente as trocas gasosas e a disponibilidade de esqueletos 

de Carbono (C), fundamentais para o funcionamento das vias metabólicas envolvidas na 

assimilação e distribuição de N para os tecidos em crescimento. Os resultados sugerem que o 

desempenho fisiológico de plantas de tabaco expostas a alta [CO2] dependem das implicações 

metabólicas inerentes a fonte inorgânica de N que está sendo absorvida e assimilada. 

 

Palavras-chave: Assimilação de Nitrogênio. Metabolismo do Carbono. Fotossíntese. 

Aclimatação fotossintética. Trocas gasosas. 
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GENERAL ABSTRACT 

The initial stimulation of photosynthesis in elevated CO2 concentration (e[CO2]) is often 

followed by a photosynthesis decline, known as CO2 acclimation. This phenomenon is typically 

promoted by a decreases Rubisco content, an accumulation starch and reduction in plant 

nitrogen (N) levels. Changes in N levels under e [CO2] can be particularly affected if plants are 

fertilized with nitrate (NO3
-) or ammonium (NH4

+), as N sources. The NO3
- assimilation 

consumes around 25% of energy produced by an expanded leaf, whereas NH4
+ needs a lower 

energetic requirement to be incorporated into organic compounds. These energetic needs are 

extremely relevant, once depending on the absorbed ion, associated to environmental condition, 

the cell energetic metabolism can be impacted in different ways. Thus, under e[CO2], the 

increase in photosynthesys would require amplification and flexibility of the energy production 

systems to meet metabolic demand mainly during NO3
-assimilation. In this contexto, some 

studies have pointed out the possibility of NH4
+ be a better N source to be absorpted and 

assimilated in C3 plants under e [CO2]. However, high NH4
+ levels in plant tissues may be 

toxic, causing some physiological and morphological changes. Although plant N relations is an 

important for food crops productivity and nutritional value worldwide, most studies do not 

compare plant performance supplied with different N sources. Therefore, this study aims go 

beyond of treating N as a single entity — so-called total N soil or total N plant — because the 

specific N compounds formed from inorganic N available in soil subsequently become strongly 

engaged in all aspects plant metabolism and determine plant responses to atmospheric e[CO2]. 

For this, the suitability of different criteria to assess the plant N metabolism was analyzed and 

discussed through of the experiment results with e[CO2] and fertigation with NO3
- and NH4

+ 

ratio in tobacco (Nicotiana tabacum) plants. The results showed that plants that received only 

NO3
- as source of N had low growth performance when exposed to [CO2] of 760 μmol.mol-1. 

On the other hand, in fertirrigated plants with only NH4
+, the increase [CO2] positively favored 

the gas exchanges and availability of carbon skeletons. This was essential for maintenance of 

metabolic pathways responsible for N assimilation and distribution for growing tissues. These 

data show that the physiological performance of tobacco plants exposed to high [CO2] depends 

on metabolic implications inherent to the inorganic N source being absorbed and assimilated. 

 

Keywords: Nitrogen assimilation. Carbon metabolism. Photosynthesis. Photosynthetic 

acclimation. Gas exchange. 
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PRIMEIRA PARTE  

 

1 INTRODUÇÃO  
 

O nível atual de concentração de CO2 [CO2] atmosférico aumentou de 270 ppm no 

período da revolução pré-industrial (1840-1870) para 407 ppm observados em janeiro de 2018 

(MLO, 2018), com estimativas de atingir entre 600 a 1000 ppm até o final do século XXI (IPCC, 

2014) . O aumento da [CO2] aumenta a assimilação de Carbono (C) acelerando o crescimento 

de muitas espécies de plantas, especialmente quando outros recursos ambientais não limitam a 

produtividade (KANT et al., 2012).  

A estimulação incial da fotossíntese em resposta ao aumento da [CO2] é frequentemente 

seguida por um declínio, que é tipicamente acompanhado por uma diminuição do conteúdo de 

ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (SAGE et al., 1989), um acúmulo de 

carboidratos não estruturais (ARP et al., 1991), especialmente amido e uma diminuição da 

concentração de Nitrogênio (N) nos tecidos vegetais, indicando que a absorção e assimilação 

de N não acompanha a síntese de carboidratos e o acúmulo de biomassa (BLOOM, 2015; 

BLOOM et al., 2010, 2012; DEL POZO et al., 2007). Esse decréscimo no teor de N tem sido 

alvo de muitos estudos, uma vez que a combinação entre alta [CO2] e o decréscimo do teor de 

N nas plantas poderão afetar a produtividade e a qualidade nutricional dos alimentos, colocando 

em risco a segurança alimentar em todo o mundo (WEST et al., 2014).  

O N é o elemento mineral mais limitante ao crescimento e a produtividade primária das 

plantas em sistemas naturais e agrícolas. As plantas geralmente adquirem N do solo nas formas 

de amônio (NH4
+) e nitrato (NO3

-) e o gerenciamento dessas formas é vital para a agricultura, 

uma vez que os íons NH4
+ e NO3

- afetam as culturas de forma diferente (BLOOM, 1997). 

Durante a absorção, transporte, redução, e assimilação de NO3
-, aproximadamente 32 mols de 

fótons por mol de N são consumidos, enquanto que o custo energético para incorporação do 

NH4
+ em compostos orgânicos é de 9,45 mols de fótons por mol de N (RAVEN, 1985). 

Consequentemente, a assimilação de NO3
- pode representar um dreno adicional de poder 

redutor, aumentando o consumo de NAD(P)H (BRÜCK; GUO, 2006). 

  Embora o NH4
+ tenha um menor requerimento energético (BLOOM, 1997), este íon 

pode ser tóxico quando acumulado em altas concentrações nos tecidos vegetais (COX; 

REISENAUER, 1973; KRONZUCKER et al., 2001). Por outro lado, o NO3
- geralmente é a 

forma predominante disponível em solos agrícolas arejados e temperados (BLOOM, 1997) 
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podendo se acumular dentro dos tecidos das plantas em altas concentrações sem toxicidade 

(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013). 

Apesar das diferenças bioquímicas significativas entre a absorção e assimilação de NO3
- 

e NH4
+, a maioria dos estudos não compara os aspectos fisiológicos inerentes a cada uma dessas 

fontes de N. Além disso, o N muitas vezes é tratado como uma única entidade - o “N total”, 

desconsiderando a importância dos compostos nitrogenados específicos que são formados a 

partir da aquisição desses íons e que subsequentemente, se envolvem no metabolismo.  

Diferentes mecanismos têm sido propostos para a diminuição da concentração de N sob 

alta [CO2], como por exemplo, a diluição do teor de N causado pelo rápido aumento da 

biomassa (TAUB; WANG, 2008), uma baixa regulação da síntese de Rubisco (GESCH et al., 

1998), limitações na capacidade de absorção (BLOOM et al., 2012) e uma inibição direta da 

assimilação de NO3
- (BLOOM et al., 2010). No entanto, embora alguns estudos tenham sido 

realizados nos últimos anos, pouco se sabe sobre como a absorção de NO3
- ou NH4

+ como fontes 

exclusivas de N, interagem com as vias metabólicas do C para determinar as respostas 

fisiológicas sob alta [CO2].  

Diante do exposto, com a realização deste trabalho investigou-se a interação entre os 

metabolismos do C e N em plantas de tabaco fertilizadas com NO3
- e/ou NH4

+ como fontes 

exclusivas de N e expostas a diferentes [CO2]. Os resultados foram analisados e discutidos 

explorando a forma de N disponível para absorção e assimilação como um componente 

intrínseco das respostas fisiológicas de plantas C3 a alta [CO2]. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

2.1 Nicotiana tabacum como modelo 
 

A espécie Nicotiana tabacum pertence ao gênero Nicotiana L., leva o nome de Jean 

Nicot de Villemain, a primeira pessoa a importar essas plantas das Américas para a Europa em 

1560. O termo “Nicotiana” foi originalmente usado por Adam Lonitzer para descrever plantas 

de tabaco em 1630 e em 1788 por Carl von Linné (Linnaeus) para designar todo o 

gênero (SIERRO et al., 2014) . Existem mais de 75 espécies naturais de Nicotiana , incluindo 

49 nativas do continente Americano e 25 nativas da Austrália (CHASE et al., 2003) . A maioria 

dos tabacos comerciais cultivados hoje pertence à espécie Nicotiana tabacum L., abrangendo 

mais de 1.600 cultivares (SIERRO et al., 2014), sendo considerada uma das culturas não 

alimentares mais cultivadas em todo o mundo (BARLA; KUMAR, 2016). Seu produto 

comercial é obtido a partir das folhas e consumido como uma droga recreativa. 

O tabaco é uma planta do tipo fotossintético C3, onde mesofilo foliar é o tecido de maior 

atividade fotossintética possui muitos cloroplastos e clorofilas, pigmentos especializados na 

absorção de luz. O processo fotossintético compreende duas etapas acopladas. A primeira de 

caráter fotoquímico, tem a função de converter energia luminosa em energia química (ATP e 

NADPH). A segunda etapa, de caráter bioquímico, em que o CO2 é fixado pela enzima Ribulose 

1,5 bifosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco) e reduzido a compostos orgânicos (açúcares). 

Esse processo é conhecido como Ciclo de Calvin-Benson ou via assimilatória C3, devido à 

produção do primeiro produto fotossintético ser um composto orgânico de três carbonos, 

denominado 3-fosfoglicerato (3-PGA) (BUCHANAN et al., 2015). A taxa de fixação de CO2, 

realizada pela ação carboxilase da enzima Rubisco, pode ser reduzida em função da sua 

atividade oxigenasse através de um processo conhecido como fotorrespiração. Em plantas de 

tabaco a fotorrespiração influencia uma ampla gama de processos bioenergéticos, como por 

exemplo o funcionamento do Fotossistema II (HUANG; HU; ZHANG, 2015), o metabolismo 

do carbono (CHAVES; PANTSCHITZ; SCHULZE, 2001)  e Nitrogênio (N) (DUTILLEUL et 

al., 2005; VINCENTZ et al., 1993).  

As pesquisas com tabaco contribuíram grandemente para o avanço do conhecimento 

sobre aspectos metabólicos das plantas. Em 1930 o tabaco foi usado como modelo na análise 

das necessidades de nutricionais e, em 1940, o isótopo 15N, foi utilizado pela primeira vez para 

pesquisar a absorção e a assimilação de Nitrogênio (N) estabelecendo que nessas plantas, a 

redução do NO3
- ocorre principalmente nas células fotossinteticamente ativas (LINDBLAD & 

GUERRERO, 1993). Essas e muitas outras descobertas científicas que parecem "senso comum" 
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atualmente, são derivadas de pesquisas realizadas com tabaco. Além disso, o tabaco é alvo para 

o projeto de sequenciamento SOL-100 (FERNANDEZ-POZO et al., 2015), que tem como 

objetivo decifrar os genomas das mais importantes espécies de Solanaceae.  

A escolha do tabaco como modelo para a realização desse trabalho, considerou a 

acessibilidade a informações funcionais sobre seus aspectos fisiológicos. 

 

2.2 As plantas e o Nitrogênio 
 

O Nitrogênio (N) é macronutriente mais limitante para o crescimento e o 

desenvolvimento das plantas. Cerca de 20 a 50 g de N são necessários para produzir 1 kg de 

massa seca (XU; FAN; MILLER, 2012). Na célula, está presente como constituinte de 

proteínas, aminoácidos, ácidos nucleicos, coenzimas, vitaminas, clorofilas, hormônios e grupos 

funcionais de enzimas participando assim, de algumas das reações mais intensivas em energia 

na biosfera (BLOOM, 2015). A deficiência deste elemento é o distúrbio nutricional que mais 

afeta os rendimentos das culturas em todo o mundo (FAGERIA; BALIGAR, 2005).  

A disponibilidade de nitrogênio no solo pode variar consideravelmente tanto no espaço 

quanto no tempo devido a fatores como precipitação, temperatura, vento, tipo de solo e pH 

(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Portanto, a forma preferida em que N é absorvida 

depende da adaptação da planta a essas condições. Geralmente, as plantas adaptadas ao baixo 

pH dos solos, encontradas em florestas maduras ou tundra ártica, tendem a absorver amônio 

(NH4
+) ou aminoácidos, enquanto plantas adaptadas a um pH mais alto e solos aeróbicos 

absorvem preferencialmente nitrato (NO3
-) (MAATHUIS, 2009).  

A rizosfera a partir da qual as plantas extraem essas formas N é altamente heterogênea, 

tanto espacial quanto temporalmente. As próprias raízes da planta modificam seus ambientes 

pelo esgotamento de nutrientes, que culmina com a alteração do pH da rizosfera através da troca 

iónica, ou ainda, pela relação simbiótica com microrganismos do solo (SMART; BLOOM, 

1998; TAYLOR; BLOOM, 1998) 

Embora as fontes naturais possam ser significativas para os níveis de N disponíveis as 

plantas, cerca de 85 a 90 milhões de toneladas de adubos nitrogenados são adicionados 

anualmente ao solo  na forma dos íons NO3
- e NH4

+ (GOOD; SHRAWAT; MUENCH, 2004) 

para atender às necessidades das variedades de culturas, tornando-se a principal contribuição 

para o aumento da produtividade (TILMAN et al., 2002).  Porém, a natureza dinâmica do N e 

sua propensão à perda nos sistemas solo-planta criam um ambiente único e desafiador para o 

gerenciamento eficiente da fertilização, consistindo em uma importante fonte de poluição para 
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os ecossistemas de água doce e costeira, principalmente através da lixiviação de NO3
- 

(CARPENTER et al., 1998). Além disso, a aplicação mal direcionada de fertilizantes 

nitrogenados gera problemas econômicos e sociais, uma vez que o N é um dos nutrientes que 

mais elevam os custos da produção, colaborando para o aumento da desigualdade de 

distribuição de recursos alimentares principalmente nos países em desenvolvimento 

(LAWLOR, 2002). Isso se torna mais grave diante de uma cenário crescente da população 

mundial e das mudanças climáticas globais previstas para o próximo século (HUNGATE, 

2003).  

Diante disso, um dos desafios da atualidade, tem sido melhorar a eficiência do uso do N 

(EUN), sem que haja excesso ou deficiência desse elemento, otimizando a integração entre a 

produtividade, o lucro, a proteção ambiental (CASSMAN; DOBERMANN; WALTERS, 2002) 

e a qualidade nutricional dos alimentos (WEST et al., 2014) 

A EUN foi inicialmente definida como a produtividade de massa seca por unidade N 

absorvido do solo (HIROSE, 2011). No entanto, há uma complexidade significativa na relação 

entre o N e as plantas, sendo necessário levar em consideração a eficiência de utilização do N 

absorvido e seu o efeito na área foliar da cultura, na absorção de luz, na fotossíntese, no 

crescimento, no particionamento de biomassa e produtividade (FAGERIA; BALIGAR, 2005). 

Além disso, a EUN é um processo sujeito a diferentes fontes de variação que podem coexistir, 

onde o genótipo desempenha um papel primário devido as diferenças nas características 

morfológicas e fisiológicas de cada espécie ou cultivar (SCHENK, 2006; THORUP-

KRISTENSEN; SØRENSEN, 1999). Embora o mesmo genótipo possa demostrar diferente 

EUN quando submetido a diferentes níveis de disponibilidade ou fontes específicas de N 

(BLOOM, 2015; BURNS, 2006), fatores ambientais (temperatura, precipitação e estrutura do 

solo, etc.), manejo e estresses bióticos e abióticos também afetam a EUN por influenciar 

diretamente o crescimento e o desenvolvimento da cultura ou a disponibilidade de N do solo.  

Apesar de ser um assunto extensivamente estudado, a complexidade da interação entre 

as plantas e o N ainda apresenta muitos desafios aos pesquisadores. A compreensão holística 

dessa interação será fundamental para melhorar a forma como as plantas absorvem, utilizam e 

distribuem o N disponível, principalmente diante da estimulação fotossintética como 

consequência do aumento da [CO2] atmosférica previstas para as próximas décadas 

(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; CHEN et al., 2013). 

 

 



16 

 

2.3 A absorção e assimilação de nitrato e amônio 
 

A quantidade de N absorvida pelas plantas varia em função do seu ciclo de 

desenvolvimento, da quantidade de raízes, da taxa de absorção por unidade de peso de raiz, da 

atividade das enzimas envolvidas no ciclo e da disponibilidade de energia para o processo de 

assimilação (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). 

Tanto o íon NO3
-, quanto o NH4

+ estão presentes no solo, onde as raízes das plantas 

podem absorver uma dessas fontes (ou ambas) usando sistemas de transporte de baixa e alta 

afinidade. A absorção e a translocação de NO3
- são predominantemente mediadas pela família 

de transportadores NRT e CLC (transportador/canal de cloreto) (KRAISER et al., 2011; 

KRAPP, 2015; WANG; HSU; TSAY, 2012). Os transportadores NRT1 e NRT2 de Arabidopsis 

thaliana são conhecidos pelo transporte de NO3
- de baixa afinidade (LATS) e alta afinidade 

(HATS), saturando-se na ordem de mM e μM respectivamente (WANG; HSU; TSAY, 2012). 

Assim como o NO3
-, a absorção de NH4

+ é igualmente dirigida por LATS (AMT2) e HATS 

(AMT1) (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Quando as concentrações externas de 

NH4
+ são altas, o influxo de NH4

+ pelas raízes também pode ser facilitado por Aquaporinas 

(AQP/TIP), canais de potássio (KIRC) e canais de cátions não seletivos (NSCC) (BRITTO; 

KRONZUCKER, 2006).  

As plantas utilizam esses sistemas de absorção contrastantes quando o conteúdo de N 

do solo é baixo (HATS) ou suficiente (LATS), a fim de maximizar o crescimento tanto em 

condições ótimas como limitantes. Neste ponto, há uma dicotomia entre as fontes de N 

disponíveis na medida em que a rizosfera se torna alcalinizada pela absorção de quantidades 

elevadas de NO3
-, ou acidificada como resultado de altas concentrações externas de NH4

+. A 

alcalinização ativa transportadores HATS de NH4
+, enquanto a acidificação ativa 

transportadores HATS de NO3
- (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Essa 

regulamentação da absorção é fundamental para evitar a toxicidade causada por altas 

concentrações NH4
+, além de facilitar a absorção de ambos os íons, fazendo com que atuem 

sinergicamente para promover o crescimento e a produtividade das plantas (HACHIYA et al., 

2012).  

O equilíbrio entre a fertilização com NO3
- e NH4

+ merece atenção renovada, 

principalmente porque as previsões futuras de mudanças climáticas, podem afetar tanto a 

disponibilidade, como também a preferência da planta por uma dessas formas de N no solo 

(BLOOM, 2010). 
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 Após a absorção pela planta, NO3
- e NH4

+ precisam ser incorporados na forma orgânica 

(assimilado) para síntese de proteínas estruturais e enzimáticas, clorofilas, ácidos nucleicos, 

coenzimas, hormônios vegetais, alcaloides e outras moléculas que desempenham papel 

importante no metabolismo vegetal (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).  

O NO3
- absorvido pode ser armazenado temporariamente em vacúolos, assimilado nas 

raízes, na parte aérea, ou em ambos os locais dependendo da espécie e da disponibilidade de 

energia (FORDE, 2002). A redução do NO3
- ocorre no citoplasma e é catalisada pela enzima 

redutase do nitrato (RN) para formação de nitrito (NO2
-). A ação desta enzima é intensiva em 

energia, requerendo uma molécula de NAD(P)H por molécula de NO3
- reduzida (CAMPBELL, 

1999). Estudos têm mostrado que a atividade da RN é positivamente regulada pela presença de 

NO3
-, luz e o estado de C da planta (principalmente presença de glicose) (KLEIN et al., 2000), 

ao passo que NH4
+, glutamato (Glu) e glutamina (Gln) podem atuar como reguladores negativos 

de sua atividade (CAMPBELL, 1999).  

O NO2
- sintetizado como resultado da atividade da RN pode ser transportado para 

plastídios e reduzido a NH4
+ à custa de moléculas de ferredoxina reduzida (Fdred) (folha) ou 

NAD(P)H (raízes), por meio da atividade da enzima nitrito redutase (NiR). A redução de NO2
- 

requer seis mols de elétrons por mol de NO2
- , o que representa 75% dos elétrons consumidos 

durante a assimilação de NO3
- (BLOOM; SUKRAPANNA; WARNER, 1992). O NO3

- é então, 

em última instância, reduzido a NH4
+ (LAM et al., 1995).  

O NH4
+ presente nos tecidos vegetais pode originar da redução do NO3

-, da absorção 

direta de NH4
+, da desaminação de compostos nitrogenados, ou ainda como subproduto da 

fotorrespiração (KANT et al., 2007). A incorporação deste íon em diferentes aminoácidos (AA) 

é feita geralmente através do ciclo glutamina sintetase/glutamina 2-oxoglutarato amino 

transferase (GS/GOGAT) que ocorre em cloroplastos (folhas) ou plastídios (raiz). A atividade 

da GS depende de ATP como fonte de energia e requer NH4
+ e glutamato (Glu) como substrato 

para produção de glutamina (Gln). A Gln recém-sintetizada é então usada para síntese de AA, 

transportada para outros órgãos, ou pode prosseguir na assimilação de N através da atividade 

da enzima GOGAT, que requer Fdred (folha) ou NAD(P)H (raiz) como fonte de energia para 

transferência de um grupo amina da Gln para ácido dicarboxílico 2-oxoglutarato (2-OG), 

produzindo duas moléculas de Glu. Uma molécula de Glu pode ser novamente incorporada a 

via GS/GOGAT para prosseguir na assimilação de N, e a segunda pode ser usada para produção 

de outros compostos nitrogenados em diferentes compartimentos celulares (KRAPP, 2015).  

O transporte de Glu do cloroplasto para o citosol é realizado pelo transportador 2-

OG/malato (DIT1/2) (PICAULT et al., 2002; RIEBESEEL et al., 2009) e depende da 
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disponibilidade de esqueletos de carbono. No citosol, o Glu pode então servir como doador de 

seu grupo amina ao oxalacetato (OAA) através da atividade da enzima aspartato amino 

transferase (AspAT) para produção aspartato (Asp) e 2-OG como subproduto. O 2-OG pode 

ser transportado de volta ao cloroplasto para continuar a produção Glu, enquanto N é 

armazenado como Asp ou metabolizado ao aminoácido asparagina (Asn) rico em N, pela 

enzima asparagina sintase (AS) (KRAPP, 2015). A Asn, pode ser transportada para tecidos 

deficientes em N ou para parte aérea em plantas que assimilam NH4
+ preferencialmente nas 

raízes. Este ciclo é vital quando o NH4
+ está presente em altas concentrações, pois é capaz de 

processá-lo em uma forma utilizável, evitando sintomas de toxicidade de NH4
+, além de atender 

a demanda de N da planta. No entanto, essa estratégia também demanda energia na forma de 

ATP e há limites para o quanto o Asn pode ser diretamente armazenado e/ou enviado para 

outros tecidos (WILLIAMS; MILLER, 2001). 

A síntese de Glu em tecidos vegetais também pode ser realizada através de uma rota 

alternativa, onde a enzima glutamato desidrogenase (GDH) localizada nas mitocôndrias das 

células companheiras do floema e no citosol de órgãos senescentes ou tecidos. A GDH é 

responsável pela catálise reversível da aminação do 2-OG (DUBOIS et al., 2003).  É importante 

ressaltar que esta enzima possui alto Km (7,4) para o NH4
+, favorecendo a síntese de Glu apenas 

quando a concentração deste íon é alta (>1 mM). Quando a concentração de NH4
+ é menor, sua 

incorporação ao Glu ocorre principalmente via GS-GOGAT (TERCE-LAFORGUE et al., 

2013). 

 

2.4 Aspectos metabólicos da interação entre o metabolismo do Carbono e Nitrogênio 
 

Por sua natureza autotrófica, o crescimento e o desenvolvimento de todas as espécies de 

plantas está inerentemente ligado à presença, ou ausência, da luz solar como fonte de energia. 

O resultado disso é que os processos metabólicos se ajustam direta ou indiretamente com o 

ritmo circadiano e a assimilação de N não é uma exceção (ALBORNOZ; LIETH, 2015; KRAPP 

et al., 2011).  

A assimilação de N é um dos processos metabólicos que mais demandam energia 

(BLOOM, 2015). Para obter elétrons suficientes, as plantas coordenam a assimilação de N com 

outros processos intensivos em fluxos energéticos como forma de maximizar sua eficiência 

(ARMENGAUD et al., 2009; SCHEIBLE et al., 2004; STITT et al., 2002). Dentre esses 

processos estão a etapa fotoquímica da fotossíntese, responsável pela conversão de energia 

luminosa em energia química armazenada em compostos reduzidos e o Ciclo Calvin-Benson 
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(CBC) que envolve uma série de reações bioquímicas responsáveis pela assimilação de C. O 

CBC ocorre no estroma do cloroplasto e estima-se que consuma cerca de 50% do poder redutor 

gerado pela cadeia de transporte de elétrons do cloroplasto (CETC) (DANI et al., 2014; 

NOCTOR; FOYER, 1998). Em contraste com o CBC, a assimilação de N a partir de  NO3
- 

ocorre gradualmente no citosol e cloroplasto, consumindo aproximadamente 25% do poder 

redutor gerado pela CETC (DANI et al., 2014; NOCTOR; FOYER, 1998). Assim, a energia 

derivada do complexo antena durante a captura de luz solar sustenta diretamente os processos 

de assimilação de N, ou indiretamente através da síntese de moléculas que transportam energia 

para serem usadas posteriormente (STITT et al., 2002).  

A assimilação N também depende da produção de esqueletos de C. Isso significa que, a 

disponibilidade de açúcares produzidos através do CBC, influenciará o processo assimilatório. 

À medida que os açúcares se acumulam ao longo do dia, são direcionados para oxidação via 

glicólise e o funcionamento (mesmo que parcial) do  ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA), 

permitindo a síntese de 2-OG na mitocôndria que será usado como substrato pela GOGAT 

(STITT et al., 2002). No entanto, a acumulação de açúcares em níveis suficientemente altos 

para exceder a capacidade de oxidação, ativará um mecanismo de feedback negativo, resultando 

em queda na capacidade fotossintética (STITT et al., 2002). Esse processo propicia uma 

acumulação de NADPH nos cloroplastos, suplantando a capacidade da enzima ferredoxina-

NADP redutase (FNR) em utilizar o NADP como substrato. O consquente aumento na 

concentração de Fdred é benéfico à atividade da NiR que possui alto Km (0,6 µM) para Fdred, 

além de favorecer a atividade da GOGAT (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2014).  

Quando esses requisitos metabólicos complexos são atendidos, o resultado é a produção de Glu.  

A interação entre o N e o C fotossintético em folhas de espécies C3 é adicionalmente 

influenciado pela operação da via fotorrespiratória (MISRA, 2014). A fotorrespiração é uma 

consequência da dupla afinidade da enzima Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase 

(Rubisco) tanto para o oxigênio como para o CO2 (BAUWE; HAGEMANN; FERNIE, 2010). 

O produto da reação oxigenase da Rubisco é o 2-fosfoglicolato (2PG), que é tóxico quando 

acumulado em níveis elevados dentro do cloroplasto. O 2-PG precisa então ser reciclado para 

3-fosfoglicerato (3PGA) através de um processo que requer pelo menos 16 enzimas distribuídas 

em quatro compartimentos celulares (cloroplasto, mitocôndria, peroxissomo e citosol) (TIMM 

et al., 2008) e pela operação de diferentes transportadores de metabólitos (REUMANN; 

WEBER, 2006; SCHWACKE, 2003). A finalidade da via fotorrespiratória é, em última 

instância, recuperar uma molécula de 3PGA a partir de duas moléculas de 2PG, enquanto um 

CO2 e uma molécula de NH4
+ são liberados pelo complexo glicina descarboxilase (GDC) 
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durante a conversão de duas moléculas de glicina em uma molécula de serina na mitocôndria 

(ZHU; LONG; ORT, 2008). Este processo é conhecido por reduzir a eficiência fotossintética, 

uma vez que o CO2 e o NH4
+ liberados precisam ser reassimilados pela Rubisco e através do 

ciclo GS/GOGAT respectivamente, com gasto de poder redutor e ATP.  

Apesar de reduzir a eficiência energética da fotossíntese, a fotorrespiração pode proteger 

contra a fotoinibição em condições em que a assimilação de CO2 é limitada, no entanto, 

gerando um alto fluxo NH4
+ (KEYS, 2006), a taxas que excedem em até 10 vezes o NH4

+ gerado 

pela assimilação primária de N (NUNES-NESI; FERNIE; STITT, 2010; RACHMILEVITCH; 

COUSINS; BLOOM, 2004). Esse aumento na concentração celular de NH4
+ favorece a 

atividade da enzima GDH no sentido de síntese de Glu e sua operação em conjunto a GS, pode 

aliviar possíveis sintomas de toxidez (STTIT et al., 2002). 

 A redução da fotorrespiração por engenharia genética, tem sido objeto de estudos de 

cientistas na tentativa de melhorar a fixação de C e consequentemente a produtividade das 

principais culturas alimentícias C3 (BETTI et al., 2016; PETERHANSEL et al., 2013). Em 

contrapartida, em uma abordagem heurística das etapas metabólicas, Misra (2014) propõe uma 

nova rede de operação do ciclo fotorrespiratório, que permitiria o desvio de metabolitos (ex. 

glicina, serina e Glu) da rota fotorrespiratória cíclica em quantidades consideráveis. O desvio 

desses AA é especialmente importante em folhas completamente expandidas e senescentes de 

onde C e N são remobilizados e exportados para tecidos drenos em crescimento. Neste sentido, 

o ciclo fotorrespiratório como um importante componente do metabolismo do N em plantas C3 

é corroborado. 

Como visto, o crescimento e desenvolvimento das plantas são altamente dependentes da 

interação entre metabolismo do C e N. Como grandes quantidades de N são investidas na 

maquinaria fotossintética, consequentemente a assimilação de CO2 e a produção de biomassa 

requer um fornecimento adequado desse nutriente. Como tal, a disponibilidade de N é 

claramente determinante da capacidade fotossintética e do rendimento das culturas (NUNES-

NESI; FERNIE; STITT, 2010). O controle eficaz deste sistema é mantido por interações 

metabólicas complexas, que são reguladas em diferentes níveis, a compreensão dessas 

interações é extremamente importante, principalmente quando se deseja avaliar o desempenho 

do vegetal em diferentes condições ambientais. 
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2.5 Metabolismo do Nitrogênio em plantas submetidas a alta concentração de dióxido de 

carbono 
 

O nível atual de CO2 atmosférico aumentou de 270 ppm no período da revolução pré-

industrial (1840-1870) para 407 ppm observados em janeiro de 2018 (MLO, 2018), com 

estimativas de atingir entre 600 a 1000 ppm até o final do século XXI (IPCC, 2014). Para as 

plantas C3, o aumento na fonte primária de C, aumenta a taxa fotossintética e o acúmulo de 

biomassa (POORTER; NAGEL, 2000). Essa estimulação da fotossíntese é atribuída 

principalmente a mudanças na concentração de CO2/concentração de Oxigênio (O2) nas 

proximidades do sítio ativo da Rubisco (LONG et al., 2004), aumentando a taxa carboxilação 

em relação à oxigenação da RuBP e consequentemente diminuindo a fotorrespiração (BAUWE; 

HAGEMANN; FERNIE, 2010). No entanto, esse efeito diminui em dias a anos (dependendo 

da espécie) e é conhecido como aclimatação fotossintética a alta [CO2], onde a estimulação 

inicial da fixação de C é seguida por uma reversão parcial ou estabilização (KANT et al., 2012).  

Estudos têm relacionado a aclimatação fotossintética a alta [CO2] a diferentes fatores, 

como por exemplo: a diminuição no conteúdo de Rubisco em resposta a maior eficiência de uso 

do N (LONG et al., 2004); a inibição da assimilação fotossintética de C em consequência da 

acumulação de carboidratos não estruturais ocasionado pelo desequilíbrio entre fonte e dreno 

(ARP et al., 1991; KITAOKA et al., 2016; LONG et al., 2004); e ainda, uma redução no teor 

de proteína e N total da planta (BAHRAMI et al., 2017; BLOOM et al., 2014; RUIZ-VERA et 

al., 2017). 

Apesar dos mecanismos pelos quais ocorre a diminuição do teor de N quando as plantas 

são expostas a alta [CO2] ainda não terem sidos completamente elucidados, muitas hipóteses 

têm avançado na tentativa de explicar esse fenômeno. Uma delas é a diluição do conteúdo de 

N causada pelo rápido incremento da biomassa (GIFFORD; BARRETT; LUTZE, 2000; KANT 

et al., 2012; KUEHNY et al., 1991; WONG, 1990).  Os trabalhos que sustentam essa hipótese 

não discriminam entre uma diluição de N total, ou uma diluição funcional, como consequência, 

a precisão que o processo descreve é incerta.  

Um dos efeitos mais consistentes do crescimento de plantas C3 em alta [CO2] é a 

diminuição da condutância estomática (gS) (AINSWORTH; ROGERS, 2007; NORBY et al., 

1999). Menores valores de gS levaria a uma diminuição da taxa transpiratória e 

consequentemente da absorção de nutrientes para os quais o fluxo de massa através do solo 

desempenha um papel importante, incluindo N principalmente na forma de NO3
- (TAUB; 

WANG, 2008). A absorção de N ainda pode ser dificultada pelo aumento de raízes laterais 
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versus primárias, o que levaria a uma queda na eficiência da absorção de N pela limitação na 

exploração do solo (BERNTSON; BAZZAZ, 1995; LYNCH; ST.CLAIR, 2004; PRITCHARD; 

ROGERS, 2000). 

Embora a absorção represente um passo crucial na aquisição de N pelas plantas, é a 

assimilação que define como o N adquirido vai integrar diferentes componentes do 

metabolismo celular. Neste contexto, estudos sugerem que a alta [CO2] altera a eficiência de 

absorção de NO3
- (BLOOM et al., 2010; RACHMILEVITCH; COUSINS; BLOOM, 2004). 

Bloom et al., 2010 monitoraram a aquisição de NO3
- em Triticum aestivum e Arabdopsis 

thaliana, concluindo que tanto a absorção quanto a assimilação foram comprometidas em 

ambas as espécies sob alta [CO2]. Bloom et al., 2014 expandiram esta hipótese demonstrando 

que o teor de proteína e, portanto, o valor nutricional do grão de T. aestivum foi diminuída 

quando NO3
- era fornecido como principal fonte de N sob alta [CO2].  

Um dos mecanismos para explicar a inibição da assimilação de NO3
- sob alta [CO2] é o 

acúmulo de ácido carbônico (HCO3
-), que em última instância, poderia competir com o 

transporte de NO2
- em cloroplastos através de transportadores Narl (MAEDA et al., 2014). 

Outro mecanismo seria a competição por Fdred no estroma do cloroplasto, uma vez que a 

enzima FNR tem maior afinidade por Fdred do que a NiR (KNAFF, 1996) e a assimilação de 

NO3
- prossegue apenas se a disponibilidade de Fdred exceder a necessária para a formação de 

NADPH (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2010). Para a maioria das plantas, isso ocorre 

quando a disponibilidade de CO2 limita a fixação de carbono em plantas C3 (BLOOM et al., 

2010). Um terceiro mecanismo envolve a fotorrespiração. Várias linhas de evidência ligam a 

fotorrespiração com a assimilação de NO3
- na folha de plantas C3: a fotorrespiração estimula a 

exportação do malato que é reduzido na mitocôndria pelo NADH gerado na descarboxilação da 

glicina (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2014; TANIGUCHI; MIYAKE, 2012; VOSS 

et al., 2013), a oxidação do malato no citosol gera NADH (IGAMBERDIEV et al., 2001) que 

é usado como substrato pela RN (RATHNAM, 1978). Assim, a supressão da fotorrespiração 

em folhas de plantas C3 submetidas a alta [CO2] pode diminuir a assimilação de NO3
-, por uma 

menor disponibilidade de energia na forma poder redutor no citosol, prejudicando a atividade 

da RN. 

Ainda estamos longe de compreender como a [CO2] prevista para as próximas décadas 

irá influenciar metabolismo do N em plantas C3. De fato, algumas conclusões tiradas de Bloom 

et al., 2010 sugerem que o NH4
+ poderia se tornar uma fonte de N mais favorável que o NO3

- 

no futuro. Embora controversa, é uma questão que merece maiores investigações. Primeiro 

porque as proporções de NO3
- e NH4

+ dos fertilizantes nitrogenados foram estabelecidas durante 
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as pesquisas que impulsionaram a “Revolução Verde” entre 1940 e 1970. Nessa época a [CO2] 

atmosférico era de aproximadamente 310 µmol.mol-1, bem abaixo dos 407 µmol.mol-1 

registrados em janeiro de 2018 (MLO, 2018). Segundo, porque as alterações no teor de N 

ocasionadas pela alta [CO2] afetam tanto a produtividade quanto o valor nutricional das 

principais culturas alimentícias, significando um retrocesso para a agricultura mundial.  
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Diante do aumento progressivo da [CO2] atmosférica e da necessidade de alimentar 

adequadamente uma população mundial crescente, a melhoria simultânea das eficiências de 

utilização C e N pelas plantas é de extrema importância. Embora o crescimento da planta seja 

normalmente estimulado sob alta [CO2], a aquisição de biomassa não é mantida ao longo do 

tempo devido a diminuição progressiva das taxas fotossintéticas. Isso ocorre principalmente 

porque a aquisição de N pelas plantas não acompanha o rápido acúmulo de matéria seca. Muitos 

estudos apontam que à medida que as concentrações atmosféricas de CO2 aumentam, a 

assimilação NO3
- diminui, levando a uma diminuição de compostos orgânicos nitrogenados, 

inclusive de proteínas. Tem sido sugerido que o aumento da absorção de NH4
+ poderia 

compensar a baixa assimilação de NO3
-, no entanto, isso exigiria a compreensão de como a 

toxicidade NH4
+ pode ser superada. Para abordar estas questões, é fundamental que novos 

estudos sobre a assimilação de NH4
+ e NO3

- forneçam informações sobre como as diferenças 

bioquímicas inerentes ao metabolismo de cada um desses íons interagem e são influenciadas 

pela assimilação de C determinando o crescimento de plantas submetidas a alta [CO2]. 
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RESUMO 

O efeito do aumento da concentração de dióxido de Carbono [CO2] sobre aspectos fisiológicos 

da interação entre os metabolismos do Carbono e Nitrogênio foram investigados em plantas de 

tabaco fertirrigadas com solução nutritiva (SN) completa (Controle) de Hoagland; Arnon 

(1950) e modificada para conter apenas NO3
- (Nitrato) ou NH4

+ (Amônio) como fonte de N. 

Nas plantas fertirrigadas com NH4
+ e no controle houve incremento de biomassa em resposta 

ao aumento da [CO2], ao passo que este parâmetro foi marcadamente atenuado nas plantas 

fertirrigadas com NO3
-. Além disso, mudanças anatômicas na folha das plantas tratadas com 

NH4
+ influenciaram positivamente as trocas gasosas, a atividade de enzimas relacionadas ao 

metabolismo do N e consequentemente o incremento no teor de proteínas. Em contrapartida, 

nas plantas que receberam a fonte nítrica e no controle, houve redução substancial da atividade 

da enzima redutase do nitrato nas folhas, diminuição da eficiência fotoquímica e da condutância 

estomática. O melhor desempenho das plantas tratadas com a fonte amoniacal está relacionado 

a mecanismos fisiológicos que mesmo sob alta [CO2], permitem a assimilação de NH4
+ e a 

redistribuição de N entre diferentes órgãos da planta. Assim, os efeitos da forma de N que as 

plantas estão absorvendo do solo podem ser tão importantes para o desempenho de crescimento 

quanto os efeitos da alta [CO2]. 

 

Palavras-chave: Assimilação de Nitrogênio. Nicotiana tabacum. Fotossíntese. Aclimatação 

fotossintética. Trocas gasosas. 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

O crescimento e o desenvolvimento das plantas são altamente dependentes da interação 

entre os metabolismos do Carbono (C) e do Nitrogênio (N). À medida que uma quantidade 

significativa de N é necessária como componente da maquinaria fotossintética, a assimilação 

de dióxido de carbono (CO2) através da fotossíntese e a produção de biomassa requerem um 

suprimento de N adequado. Por outro lado, durante a assimilação de N inorgânico, são 

necessárias quantidades significativas de fotoassimilados para fornecer os esqueletos C que 

atuam como aceitadores durante a assimilação e utilização do N, além de quantidades 

significativas de ATP e NAD(P)H que são necessários para direcionar esses processos 

(NUNES-NESI; FERNIE; STITT, 2010). 

Na raiz, a principal fonte de energia para impulsionar a assimilação de N vem da 

degradação de açúcares pela glicólise, ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA) e da rota oxidativa 

das pentoses fosfato (RPF). Esses açúcares (principalmente sacarose) são sintetizados em tecido 
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fotossinteticamente ativo e subsequentemente transportados para as raízes, para serem usados 

como fonte de energia (HELDT; PIECHULLA, 2011). O nitrato (NO3
-) geralmente é enviado 

para as folhas onde as reações fotoquímicas podem fornecer poder redutor, na forma de 

ferredoxina reduzida (Fdred) e ATP para a assimilação (CRAWFORD; FORDE, 2002). Já o 

amônio (NH4
+) presente nos tecidos vegetais pode derivar da absorção direta, da redução do 

NO3
-, da desaminação de compostos nitrogenados e da fotorrespiração (KANT et al., 2007) ou 

ainda, da fixação biológica. O NH4
+ absorvido é predominantemente assimilado nas raízes 

(FORDE, 2002), embora dependendo da situação, maiores quantidades de NH4
+ podem ser 

transportadas para parte aérea. Uma vez que NH4
+ já está em seu estado totalmente reduzido, 

ele pode ser diretamente assimilado em diferentes aminoácidos em reações que dependem da 

entrada de esqueletos de C e energia na forma de poder redutor e ATP (HACHIYA; 

SAKAKIBARA, 2016). 

Neste contexto, a partição do C assimilado pode ser influenciada tanto pela 

disponibilidade, como pela forma de inorgânica de N absorvida (CHAMPIGNY; FOYER, 

1992). Estudos indicam que o fornecimento de NO3
- ou NH4

+ como fontes exclusivas de N 

induzem respostas metabólicas distintas nas plantas (CARLISLE et al., 2012; PATTERSON et 

al., 2010; FERNÁNDEZ-ESCOBAR, 2011) e essas mudanças podem ser mais pronunciadas 

quando as plantas são submetidas a alta [CO2] (BLOOM, 2015; BLOOM et al., 2014). 

A concentração de N geralmente diminui em altas [CO2] (ANDREWS; RAVEN; LEA, 

2013; FENG et al., 2015; KANT et al., 2012), indicando que a absorção e a assimilação não 

acompanham o aumento na síntese de carboidratos e biomassa (WONG, 1990). Esse efeito 

pode ser ainda mais acentuado se NO3
- é fornecido como única fonte de N (BLOOM et al., 

2010). A redução da condutância (gS) (SREEHARSHA; SEKHAR; REDDY, 2015) e densidade  

estomática (CASTRO et al., 2009; TENG et al., 2009), também têm sido observadas como 

resposta a aclimatação a alta [CO2] podendo levar a alterações principalmente no transporte de 

NO3
-  por fluxo de massa (TAUB; WANG, 2008), reduzindo progressivamente o teor de N nas 

folhas de plantas que assimilam NO3
- preferencialmente nas folhas. No entanto, as alterações 

morfológicas vêm sendo negligenciadas, como consequência poucos trabalhos relatam a 

organização estrutural de tecidos foliares emitidos em condição de alta [CO2] , embora possam 

estar relacionados ao processo de aclimatação (CAMARGO; MARENCO, 2011). 

Apesar de alguns estudos relacionarem a interação entre a alta [CO2] e o fornecimento 

de Nitrogênio (N), pouco se sabe sobre como os mecanismos bioquímicos subjacentes a 

absorção e assimilação de NO3
- ou NH4

+ são influenciados pelo metabolismo do C em plantas 

C3 para atender os requisitos energéticos da assimilação de N, frente ao aumento das taxas 
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fotossintéticas, quando essas plantas são submetidas a alta [CO2].  Essas interações podem ser  

melhor compreedidas, quando se analisa situações em que as plantas são expostas a diferentes 

regimes de N, permitindo a introspecção de como pertubações podem ser aliviadas ou mesmo 

superadas. 

Diante do exposto, a seguinte hipótese foi investigada: O metabolismo do N e sua 

interação com o metabolismo do C são diferentemente afetados em plantas C3 fertilizadas com 

NO3
- e/ou NH4

+ como fontes exclusivas de N e expostas a diferentes [CO2]. Para isso, com a 

realização deste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito da alta [CO2] nas respostas fisiológicas 

de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) e adicionalmente, compreender como esses 

parâmetros podem ser diferencialmente modulados pelas fontes inorgânicas de N.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 Cultivo das plantas e condições experimentais 
 

Aproximadamente 500 sementes de tabaco (N. tabacum) cultivar Virgínia Gold foram 

selecionadas e submetidas à desinfestação durante 30 segundos em 200 mL de etanol a 70% 

(v/v) após imersão durante 10 min em 200 mL de hipoclorito de Sódio (NaClO) 2,5% (v/v). As 

sementes foram lavadas três vezes em água destilada autoclavada e inoculadas em meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (p/v), sacarose 3% (p/v) e ágar 0,7% (p/v) para germinação in 

vitro. O pH foi ajustado para 5,7 com NaOH e HCl 2 N antes da autoclavagem a 121 ° C, 1,1 

atm durante 20 min. As sementes foram dispostas em frascos contendo 40 mL do meio de 

cultura. Durante esta fase, as culturas foram mantidas em condições de sala de crescimento a 

25 °C ± 2 °C, com fotoperíodo de 16 h e irradiância de 36 μmol m-2 s-1 fornecida por duas 

lâmpadas fluorescentes (20 W, Osram, Brasil). 

 Ao atingirem aproximadamente 10 cm de comprimento as plantas foram selecionadas 

quanto à uniformidade e transplantadas para vasos de 500 mL, contendo substrato vermiculita 

média (90 a 100% das partículas entre 1,19-0,50 mm), sendo então transferidas para a câmara 

de crescimento controlado (CONVIRON®, ATC60, Canada), com fotoperíodo de 12h, 

irradiância de 300 µmol m-2 s-1 e temperatura de 25 °C mantidos até o final do experimento. 

Inicialmente, a câmara de crescimento foi ajustada para proporcionar a concentração de CO2 de 

380 µmol.mol-1. Nessas condições, as plantas foram aclimatizadas por 17 dias, quando se 

iniciou a imposição dos tratamentos através da fertirrigação com solução nutritiva (SN) 

completa (Controle) de Hoagland & Arnon (1950) e modificada para conter apenas NO3
- 

(Nitrato) ou NH4
+ (Amônio) como fonte de N (Tabela 1). 
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A primeira fertirrigação foi preparada para conter ½ força iônica da disponibilidade dos 

nutrientes essenciais da SN completa e o mesmo procedimento foi adotado no preparo das 

soluções modificadas, progredindo para força iônica total das soluções nutritivas após 7 dias. 

 

Tabela 1. Composição das soluções nutritivas (SNs) que constituíram os tratamentos. Solução nutritiva 

completa (SN completa), modificada para conter nitrato (SN 100% NO3
-) ou amônio (SN 100% NH4

+) 

como fontes exclusivas de N. 

 

 

 

  A fertirrigação foi realizada semanalmente com 100 mL de solução nutritiva (pH 5,5 ± 

0,5) referente a cada um dos tratamentos, de modo a evitar o extravasamento da solução.  

A irrigação no intervalo entre a aplicação da SN era igualmente feita com 100 mL de 

água destilada diariamente, exceto dois dias antes da fertirrigação semanal, quando os vasos 

eram submetidos à lavagem do substrato através da irrigação com aproximadamente 500 mL 

de água destilada para forçar o extravasamento e evitar que a sobreposição da fertirrigação 

pudesse provocar acúmulo de íons no substrato. Ao todo foram realizadas cinco fertirrigações.  

Após 45 dias da transferência para a câmara de crescimento e 28 dias após o início da 

fertirrigação com as soluções que constituíram os tratamentos com fonte de N, a concentração 

de CO2 foi ajustada para 760±44,8 µmol.mol-1. Condição em que as plantas permaneceram por 

mais 5 dias. A temperatura no interior da câmara de crescimento durante o período experimental 

se manteve constante (25 °C dia/23 °C noite), e a variação para umidade foi de 71,44 ± 7,7% 

como especificado na Figura 1. 
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Figura 1. Concentração de CO2 (µmol.mol-1) e umidade relativa (%) no interior da câmara de 

crescimento durante todo o período experimental (50 dias). Cada ponto indica a média (n=24 horas) ± 

desvio padrão. 

 

2.2 Determinação da matéria seca e da taxa de crescimento relativo  
 

Para determinação da matéria seca (MS) acumulada as plantas foram coletadas aos 45 

(380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) após a transferência para a câmara de 

crescimento. As plantas foram pesadas e posteriormente secas em estufa com circulação forçada 

de ar a 65°C durante 72 horas e em seguida novamente pesadas para cálculo da matéria seca 

(MS). A taxa de crescimento relativo (TCR), foi calculada baseando-se no aumento da MS aos 

45 e 50 dias em função da MS inicial obtida das plântulas após a transferência para a câmara 

de crescimento. A TCR foi calculada de acordo com Cairo et al. (2008) e é dada pela fórmula: 

 

 

TCR =
Ln (MS1) − Ln (MS2)

T1 − T2
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em que: Ln = logaritmo neperiano da matéria seca (MS) nos tempos T1e T2.  

T1e T2 - tempo inicial e final, respectivamente. 

 

2.3 Avaliações anatômicas 
 

As folhas foram coletadas aos 45 dias (380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) 

após a transferência das plantas para a câmara de crescimento. As folhas coletadas aos 50 dias 

foram as recentemente expandidas, após o aumento da concentração de CO2.  As amostras 

foram fixadas em formol, ácido acético e álcool (F.A.A.) 70% (JOHANSEN, 1940), por 24 

horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (v/v). Todos os cortes foram efetuados à 

mão livre, com o auxílio de lâminas de barbear estéril (Gillete®, Brasil), usando isopor e medula 

do pecíolo de embaúba como material de suporte. As características anatômicas da secção 

transversal do limbo foliar foram obtidas de um total de cinco folhas do terço superior das 

plantas de tabaco, utilizando-se três campos por cada folha, totalizando 15 repetições por cada 

tratamento. Para as secções paradérmicas foram observados quatro campos em cada região da 

lâmina foliar, totalizando 10 folhas por tratamento. Todos os cortes foram submetidos à 

clarificação com hipoclorito de sódio (3% de cloro ativo), tríplice lavagem em água destilada e 

coloração com solução safrablau (azul de astra 0,1% e safranina 1%, na proporção de 7:3). 

Posteriormente, os cortes foram montados em lâminas semipermanentes com glicerol 50% (v/v) 

(KRAUS; ARDUIN, 1997). As características anatômicas avaliadas foram: espessura do 

mesofilo na face abaxial e espessura do parênquima paliçádico; densidade estomática (DE - 

número de estômatos por unidade de área) e a funcionalidade estomática (FUN – considerada 

como a relação diâmetro polar/diâmetro equatorial dos estômatos) (CASTRO; PEREIRA; 

PAIVA, 2009).  

 

2.4 Quantificação de pigmentos fotossintéticos: clorofila a, b e carotenoides 
 

 Para determinação dos teores de pigmentos as folhas foram coletadas aos 45 dias (380 

µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) após a transferência das plantas para a câmara de 

crescimento. Foram macerados 0,1 mg de tecido foliar em acetona 80%. Após filtração, o 

volume final foi completado para 10 mL e, em seguida foram realizadas as leituras 

espectrofotométricas a 645 e 663 nm para as clorofilas a e b respectivamente, para os teores de 

carotenoides, foram realizadas leituras a 445 nm, segundo a metodologia descrita por 

Lichtenthaler; Buschmann (2001) 
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2.5 Medições das trocas gasosas 
 

 As avaliações das trocas gasosas foram feitas diariamente no período entre 43 e 50 dias 

após a transferências das plantas para câmara de crescimento, somando 7 dias de avaliação dos 

quais 3 dias em 380 µmol.mol-1 e 4 dias em 760 µmol.mol-1. As medições foram realizadas no 

terço médio da planta em folha completamente expandida entre 9 e 11 horas da manhã. Foram 

considerados a taxa líquida de assimilação de CO2 (A), condutância estomática (gS), taxa 

transpiratória (E), relação entre a concentração de carbono na câmara subestomática e carbono 

externo (Ci/Ca) e a eficiência instantânea do uso da água (EUA = A/E). Nas mesmas folhas, 

foram realizadas medidas de respiração no escuro (Rd), no período entre 4:00 e 5:00 horas da 

manhã. As medições foram obtidas com auxílio de um analisador portátil de trocas gasosas, 

IRGA modelo LI6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, EUA. 

 Em posse dos dados referentes a trocas gasosas, calculou-se a taxa fotorrespiratória (FR) 

de acordo com Sharkey (1988), segundo as equações: 

 

𝐹𝑅 =
𝑣0

2
 

 

𝑣0 = (𝐴 + 𝑅d)/(1𝜙 − 0,5) 

 

onde v0 é a taxa de oxigenação da Rubisco, A é taxa assimilatória líquida de CO2, Rd é a 

respiração medida no escuro, e ϕ é a relação entre as taxas de carboxilação e oxigenação da 

Rubisco apud Farquhar e Von Caemmerer (1982). 

 

2.6 Curvas de resposta da fotossíntese líquida à concentração de CO2 no sítio de 

carboxilação  
 

As curvas de resposta da taxa de assimilação líquida de CO2 (A) ao aumento da 

concentração intercelular de CO2 (Ci) foram realizadas no terço médio da planta em folha 

completamente expandida aos 45 dias (380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol. mol-1). Para a 

curva A/Cc, a irradiância foi mantida constante a 1200 µmol.m-2.s-1. A concentração de CO2 foi 

modificada gradualmente na câmara de medida e variaram de 50 a 1700 µmol mol-1, na seguinte 

ordem: 380, 200, 100, 50, 380, 600, 800, 1300 e 1700 µmol.mol-1. Para a elaboração da curva, 

foi utilizado o modelo bioquímico desenvolvido por Sharkey  (2016) para plantas C3, 

utilizando-se valores de Cc, ao invés de Ci, por meio do programa desenvolvido pelo mesmo 

autor em Excel. Segundo esse modelo, a taxa fotossintética líquida é dada pelo menor valor que 
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se pode obter, em razão das limitações impostas pela atividade da Rubisco (Ac), pela taxa de 

transporte de elétrons (Aj) ou pela utilização das trioses fosfato (Ap), ou seja: 

 

𝐴 = 𝑚𝑖𝑛 {𝐴𝑐 , 𝐴𝑗 , 𝐴𝑝} 

 

onde:  

 

𝐴𝑐 =
(𝐶𝑐 − ɼ ∗)𝑉𝑐𝑚𝑎𝑥

𝐶𝑐 + 𝑘𝑐1 +
𝑂
𝑘0

− 𝑅𝑐 

 

 

𝐴𝐽 = 𝐽
𝐶𝑖 − ɼ ∗

4𝐶𝑖 − 8 ɼ ∗
 

 

 

𝐴𝑝 = 3𝑇𝑃𝑈 

 

 

onde Cc é a pressão parcial de CO2 no cloroplasto, Γ* é o ponto de compensação 

fotorrespiratório, Vcmax a velocidade máxima de carboxilação da Rubisco, Kc a constante 

cinética da reação de carboxilação da Rubisco, Ko a constante cinética da reação de oxigenação 

da Rubisco; O a pressão parcial de O2 no cloroplasto, Rc a taxa de respiração mitocondrial na 

luz, J a taxa de transporte elétrons utilizados para regeneração da ribulose 1,5 bifosfato (RuBP) 

e TPU a taxa de utilização da triose-fosfato.  

 

2.7 Fluorescência da clorofila a 
 

 A fluorescência da clorofila a foi obtida utilizando-se um fluorômetro portátil 

(FluorPEN FP 100, Photon System Instrument, CzechRepublic). As medições foram feitas aos 

45 (380 µmol.mol-1) e 50 dias (760 µmol.mol-1) após a transferência das plantas para câmara 

de crescimento. As medições foram realizadas no terço médio da planta em folha 

completamente expandida. As folhas selecionadas foram adaptadas ao escuro durante 30 min, 

período de tempo suficiente para que todos os centros de reação de PSII se tornem oxidados 

(STIRBET et al., 2001). Imediatamente após a adaptação ao escuro, as folhas foram expostas a 
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um pulso de luz saturante com uma intensidade de 2700 μmol m-2 s-1, com um comprimento de 

onda de 650 nm por 5 s. Os transientes de fluorescência F0, Fv e Fm foram registrados de 10 μs 

a 5 s a resolução de 12 bits.  

 

2.8 Quantificação de amido, sacarose, açúcares redutores, proteína e aminoácidos 
 

 Para quantificação de amido, sacarose, açúcares redutores, proteínas e aminoácidos 

amostras de folhas completamente expandidas e raízes foram coletadas aos 45 dias (380 

µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1). O material vegetal foi seco em estufa com 

circulação forçada de ar a 65 °C durante 72 horas e posteriormente armazenados em papel tipo 

craft até o dia das análises. Os carboidratos, proteínas e aminoácidos foram extraídos pela 

homogeneização de 0,2 g de MS de folhas ou raízes em 5 mL de tampão fosfato de potássio, 

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 e os sobrenadantes, combinados perfazendo um volume 

final de 10 mL. O extrato bruto foi utilizado para a quantificação de amido e sacarose pelo 

método Antrona (DISCHE, 1962), os açúcares redutores foram quantificados de acordo com 

protocolo descrito por Miller, (1959), utilizando o ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), a proteína 

total pelo método de Bradford (1976) e aminoácidos totais livres pelo ensaio da ninhidrina 

(KENDALL, 1963). 

 

2.9 Quantificação de amônio e nitrato endógeno   
 

Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terço médio da planta e 

raízes foram coletadas aos 45 dias (380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) e 

imediatamente transferidas para conservação em freezer a -80 °C até o dia das análises. 

Amostras de 0,1 g de massa fresca foram maceradas com nitrogênio líquido e, posteriormente 

transferidas para tubos, aos quais foram acrescentados 2 mL de água ultra purificada. As 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado 

como extrato bruto nas quantificações de NH4
+ e NO3

- endógeno. O NH4
+ foi determinado de 

acordo com a reação conhecida como fenol-hipoclorito (WEATHERBURN, 1967). A 

quantificação de NO3
- foi realizada de acordo com o método descrito por (CATALDO et al., 

1975). 
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2.10 Atividade das isoformas de invertase 
 

Foram avaliadas as atividades das três isoformas de invertase (EC 3.2.1.26): ácida do 

vacúolo (IAV), neutra do citosol (INC) e ácida da parede (IAP), em amostras de tecidos de 

raízes, coletadas aos 45 dias (380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) após a 

transferência das plantas para a câmara de crescimento. A extração das isoformas de invertase 

foi feita pela homogeneização de 0,4 g de tecido fresco de raízes adicionados de 1,5 mL de 

meio constituído de tampão fosfato de potássio (100 mM pH 7,5), Fluoreto de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mM), MgCl2 (5 mM) e DTT (1 mM). Posteriormente, o conjunto 

foi centrifugado a 18.000 g a 4 ºC, durante 20 minutos (CAIRO et al., 2009). O sobrenadante 

foi utilizado como fonte bruta das enzimas para avaliação da atividade das invertases solúveis 

e o pellet utilizado para extração da invertase ácida da parede celular. Na extração da invertase 

ácida da parede, a metodologia foi realizada de acordo com Fahrendorf; Beck, (1990). As 

atividades enzimáticas foram avaliadas pela quantificação de açúcares redutores produzidos, 

segundo protocolo descrito por Miller (1959), utilizando o ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS). 

 

2.11 Atividade das enzimas do metabolismo do Nitrogênio 
 

 Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terço médio da planta e 

raízes foram coletadas aos 45 dias (380 µmol CO2 mol-1) e aos 50 dias (760 µmol CO2 mol-1) e 

imediatamente transferidas para conservação em freezer a -80 °C até o dia das análises. Para a 

realização dos ensaios das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamina sintase (GS), glutamina 

oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) e desidrogenase do glutamato (GDH) os extratos 

enzimáticos foram obtidos a partir da maceração de 1,0 g de tecidos (folhas e raízes) em 

nitrogênio líquido, adicionados de 5 mL de tampão de extração contendo tampão de fosfato de 

potássio 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 ºC e o sobrenadante foi utilizado como fonte 

enzimática.  

A atividade da RN (E.C.1.6.6.1) foi quantificada utilizando protocolo descrito por 

Berges; Harrison (1995) com algumas modificações. Alíquotas de 20 µL do extrato foram 

adicionadas ao meio de reação constituído por tampão fosfato 0,1 M, pH 7.5, -NADH 0,2 mM 

e KNO3 10 mM, perfazendo um volume final de 200 µL. A reação foi iniciada pela adição de 

NADH, após a incubação do meio, por 3 minutos, a 30 ºC. A oxidação do NADH foi monitorada 

pelo decréscimo da absorbância em 340 nm, durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e 

a quantificação foi feita a partir dos 5 minutos de decaimento.  
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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 alíquota de 300 µL do extrato bruto, adicionou-se 700 µL 

de um meio reacional contendo 200 µL de tampão tris-HCl 0,5 M, pH 7,5; 100 µL de 

mercaptoetanol 0,1 M; 50 µL de MgSO4.7H2O 0,4 M; 150 µL de NH2OHCl 0,1 M; 100 µL de 

glutamato monossódico 0,5 M e 100 µL de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 ºC por 30 

minutos. A reação foi paralisada pela adição de 1 mL de uma solução composta de FeCl3 0,37 

M, HCl 0,67 M e ácido tricloroacético (TCA) 0,2 M. Em seguida, centrifugou-se a 16.000 g 

por 5 minutos, o quelato Fe-L-glutamil-γ- hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em 

espectrofotômetro a 540 nm e a atividade enzimática expressa em µmol de GHA. g-1 MF.min-

1. 

A GOGAT (EC 1. 4. 1. 7) foi ensaiada em tampão de fosfato de potássio 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 KCl (GROAT; VANCE, 1981).  

A atividade da GDH (EC 1. 4. 1. 3) foi determinada com 100 mM TrisHCl, pH 7,80, 

0,2 mM NADH, 10 mM de 2-oxoglutarato, 4 mM de CaCl2 e 100 mM de (NH4)2SO4 (GROAT; 

VANCE, 1981). Para ambas, GOGAT e GDH, alíquotas de 20 µL foram adicionadas a 180 µL 

do meio de incubação e a oxidação do NAD(P)H foi monitorada pelo decréscimo da 

absorbância em 340 nm durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e a quantificação foi 

feita a partir dos 5 minutos de decaimento. 

 

2.12 Atividade das enzimas antioxidantes, quantificação de peróxido de hidrogênio e da 

peroxidação lipídica 
 

 Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terço médio da planta e 

raízes foram coletadas aos 45 dias (380 µmol.mol-1) e aos 50 dias (760 µmol.mol-1) e 

imediatamente transferidas para conservação em freezer a -80 °C até o dia das análises. Os 

extratos enzimáticos foram obtidos a partir de 200 mg de tecidos foliares ou radiculares 

macerados em N2 líquido acrescido de PVPP (Polivinilpolipirolidona) insolúvel, adicionou-se 

1,5 mL do tampão de extração composto de: Fosfato de potássio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 

mM e ácido ascórbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos 

a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado para quantificação das atividades da dismutase 

do superóxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX).  

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a 

fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). As leituras 
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foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde à quantidade de enzima capaz 

de inibir em 50% a fotorredução do NBT nas condições de ensaio.  

A atividade da CAT  (E.C. 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir; Mchale (1987). 

A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbância a 240 nm, a cada 15 

segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peróxido de hidrogênio. O coeficiente 

de extinção molar utilizado foi 36 mM-1 cm-1.  

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi determinada segundo Nakano; Asada (1981), 

por meio do monitoramento da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm e o coeficiente de 

extinção molar utilizado foi 2,8 mM-1 cm-1.  

O H2O2 foi quantificado a partir de 200 mg de tecidos (folhas e raízes) macerados em 

nitrogênio líquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000 g por 15 

minutos, a 4 ºC. Mediu-se a absorbância a 390 nm em um meio de reação, contendo tampão 

fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto de potássio (VELIKOVA; YORDANOV; 

EDREVA, 2000).  

A peroxidação lipídica foi determinada por meio da quantificação de espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBA), conforme descrito por Buege; Aust (1978). Duzentos miligramas 

de tecido radicular e foliar foram macerados em N2 líquido acrescido de 20% de PVPP (m/v) e 

homogeneizados em ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi 

centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Alíquotas de 250µL do sobrenadante foram 

adicionadas ao meio de reação (0,5% (m/v) de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 10% (m/v) de 

TCA), incubando-se, em seguida, a 95 oC, por 30 minutos. A paralisação da reação aconteceu 

por resfriamento rápido em gelo e as leituras foram determinadas em espectrofotômetro, a 535 

nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada, com aldeídos de baixa massa 

molecular, como o malondialdeído (MDA), produto secundário do processo de peroxidação. A 

concentração do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equação: [MDA] = (A535 – 

A600) / (ξ. b), em que: ξ (coeficiente de extinção = 1,56 x 10-5 cm-1); b (comprimento ótico = 1). 

A peroxidação foi expressa em µmol de MDA g-1 de matéria fresca. 

  

2.13 Delineamento Experimental 
 

O experimento foi arranjado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em 

esquema fatorial (3 x 2). Sendo os fatores de variação as três fontes de N (controle, somente 

NO3
- e somente NH4

+), duas concentrações de CO2 (380 e 760 µmol.mol-1), considerando cinco 
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repetições independentes. Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) 

utilizando-se o software estatístico R ver. 3.4.3. 2018. 

 

3 RESULTADOS 
 

3.1 Determinação da matéria seca e da taxa de crescimento relativo  
 

O acúmulo de matéria seca (MS) em plantas de tabaco (Figura 2A) foi 

significativamente afetado pela fonte de Nitrogênio (N) em ambas concentrações de [CO2] (380 

e 760 µmol.mol-1).  As plantas fertirrigadas com a solução nutritiva (SN) completa (controle) 

tiveram o maior acúmulo de biomassa (2,94 g), seguido das plantas tratadas com nitrato (NO3
- 

- 1,95 g) e o menor valor observado para as plantas que receberam amônio (NH4
+) como fonte 

exclusiva de N (0,4 g). Com o aumento da concentração de CO2 [CO2] para 760 µmol.mol-1, 

houve incremento na MS de 54% para o controle e de 77% para as plantas que receberam a 

fonte amoniacal (NH4
+), enquanto não foi observada diferenças significativas para a [CO2] nas 

plantas que receberam a fonte nítrica (NO3
-).  

Em relação ao acúmulo de biomassa nas raízes, sob 380 µmol.mol-1, o controle e as 

tratadas com NO3
- não apresentaram diferenças significativas entre si, sendo o menor valor 

observado para a fonte amoniacal (Figura 2B). No entanto, com o aumento na [CO2], houve 

incremento de 20% de MS nas raízes do controle e de 88% nas plantas tratadas com NH4
+, 

enquanto para as plantas que receberam a fonte nítrica foi observada redução de 54% para este 

parâmetro.  

Embora as plantas tratadas com NH4
+ tenham apresentado o menor valor de MS total 

sob 380 µmol.mol-1, a exposição a alta [CO2] levou a um aumento expressivo no acúmulo de 

MS em g.dia-1 (Figura 2C; 3), chegando a ser 8,3 vezes maior que o valor observado em 380 

µmol.mol-1 e 1,8 vezes maior que o controle e 5 vezes maior que o incremento em MS g.dia-1 

nas plantas tratadas com NO3
-. 

Em relação ao particionamento de MS entre a parte aérea e a raiz (R/PA), o controle e 

as plantas tratadas com NO3
- apresentaram maiores valores de R/PA do que as plantas tratadas 

com NH4
+ quando cultivadas em 380 µmol.mol-1 (Figura 2D). Porém, mudanças nos padrões 

de alocação de MS foram afetados pelo aumento da [CO2] nas plantas fertirrigadas com NH4
+, 

superando os demais tratamentos. Quando se analisa o efeito da [CO2] dentro da fonte de N, foi 

observada uma diminuição de aproximadamente 45% na R/PA para o controle e tratadas com 

NO3
-. Já para as plantas fertirrigadas com NH4

+, a [CO2] não interferiu neste parâmetro.  
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Figura 2. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no acúmulo de matéria seca (MS) 

total (A), MS da raíz (B), na taxa de crescimento relativo (C) e na razão de MS raiz/parte aérea (D) de 

plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de 

N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes 

indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 
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3.2 Avaliações anatômicas 
 

Não houve diferença significativa entre as fontes de Nitrogênio aplicadas sob 380 

µmol.mol-1 para a variável Funcionalidade Estomática (FUN). No entanto, nas folhas 

desenvolvidas sob 760 µmol.mol-1 foram observadas diferenças significativas. A fonte 

nitrogenada NH4
+, apresentou maior FUN, o que resultou na permanente abertura estomática 

para as plantas que receberam somente esta fonte de N. 

  

Tabela 2. Valores médios referentes a Funcionalidade Estomática (FUN); Densidade Estomática (DE); 

Espessura do Mesofilo (EM); Parênquima Lacunoso (PL) e Comprimento do Tricomas (CTR) na 

superfície foliar abaxial de plantas de tabaco submetidas a fertirrigação com diferentes fontes 

nitrogenadas e expostas a duas concentrações de CO2. 

 

 
380 µmol.mol

-1 760 µmol.mol
-1 

 Tratamentos Tratamentos 

 Controle NO
3

- NH
4

+  Controle NO
3

- NH
4

+ 

FUN 1,14 Ba 1,08 Ba 1,16 Aa  1,28 Aa 1,34 Aa 1,14 Ab 

DE 29,6 Aa 29,2 Ab 24,1 Aa  12,9 Bb 14,5 Ba 18,6 Bb 

EM 122,0 Bc 161,1 Bb 184,2 Ba  172,7 Ac 210,7 Ab 299,6 Aa 

PL 67,5 Bb 56,4 Bc 88,9 Ba  88,2 Ac 111,9 Ab 168,8 Aa 

CTR 188,6 Bc 243,0 Bb 251,5 Ba  241,8 Ab 298,5 Aa 305,9 Aa 
*As médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e pela mesma letra maiúscula nas linhas 

não diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste Scott-Knott. 
 

A densidade estomática (DE) foi maior (p<0.05) nas folhas desenvolvidas sob 380 

µmol.mol-1 independente da fonte de N utilizada (Tabela 2; Figura 3). 

 No geral, as folhas de tabaco apresentaram de uma a duas camadas de parênquima 

paliçádico com células pouco alongadas e cerca de quatro a cinco camadas de parênquima 

lacunoso com espaços intercelulares pouco visíveis (Figura 4). Verificou-se que todas as fontes 

de N aplicadas induziram aumentos na espessura do mesofilo (EM) e do parênquima lacunoso 

(PL) sob 760 µmol.mol-1 (Tabela 2; Figura 4). No entanto, a diferença mais expressiva foi 

obtida nas plantas fertirrigadas com NH4
+, resultando em uma maior espessura do EM e do PL 

(Tabela 2). 

As folhas de tabaco apresentam tricomas glandulares multicelulares com pedúnculo 

bisseriado e cabeça secretora globosa com células unisseriadas (células de Sósten) em ambas 

as superfícies (Figura 5). Constatou-se uma variação significativa no comprimento total dos 
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tricomas (CTR) analisados, onde os tratamentos com fonte de N exibiram aumento no tamanho 

dos tricomas e acúmulo de secreção sob 760 µmol.mol-1 (Tabela 2; Figura 5).  As plantas 

tratadas com NH4
+ e as que receberam a fonte nítrica superaram o controle em ambas [CO2]. 

 

 

Figura 3. Secções paradérmicas da face abaxial das folhas de tabaco submetidas a fertirrigação com 

diferentes fontes nitrogenadas: Solução nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas 

nitrato (NO3
-) (C); ou amônio (NH4

+) (E) como fonte de N, sob concentração de CO2 de 380 µmol.mol-

1 e SN completa (B); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3
-) (D); ou amônio (NH4

+) (F) como 

fonte de N sob concentração de CO2 de 760 µmol.mol-1. Observa-se células epidérmicas comuns (ce) 

com paredes sinuosas, estômatos anomocíticos (es) e tricomas aparentes (tr). 
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Figura 4. Secções transversais de folhas de tabaco submetidas a fertirrigação com diferentes fontes 

nitrogenadas: Solução nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3
-) 

(C); ou amônio (NH4
+) (E) como fonte de N, sob concentração de CO2 de 380 µmol.mol-1 e SN completa 

(B); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3
-) (D); ou amônio (NH4

+) (F) como fonte de N sob 

concentração de CO2 de 760 µmol.mol-1. Observam-se células epidérmicas da face abaxial (cb); células 

epidérmicas da face adaxial (cd); parênquima paliçádico (pp); parênquima lacunoso (pl); tricomas (tr). 
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Figura 5. Secções paradérmicas da face abaxial das folhas de tabaco submetidas a fertirrigação com 

diferentes fontes nitrogenadas: Solução nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas 

nitrato (NO3
-) (C); ou amônio (NH4

+) (E) como fonte de N, sob 380 µmol CO2 mol-1 e SN completa (B); 

SN modificada para conter apenas nitrato (NO3
-) (D); ou amônio (NH4

+) (F) como fonte de N sob 760 

µmol CO2 mol-1. Observa-se tricomas glandulares (tg); célula secretora (cs); secreção acumulada (sa) e 

células de sósten (cso).  

 

 

3.3 Quantificação de pigmentos fotossintéticos: clorofila a, b e carotenoides 
 

Os teores de clorofila a foram marcadamente influenciados pela fonte de N sob 380 

µmol.mol-1, sendo os maiores valores observados para as plantas fertirrigadas com NO3
-, 

seguido do controle e os menores valores obtidos para as plantas que receberam a fonte 

amoniacal (Figura 6). Sob essa mesma [CO2], os teores de clorofila b também foram 

significativamente influenciadas pela fonte nitrogenada aplicada, sendo a maior concentração 

deste pigmento observada para o controle e a menor nas plantas fertirrigadas com NH4
+ (Figura 

7).  
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Sob 760 µmol.mol-1, as plantas fertirrigadas com NH4
+ exibiram os maiores teores de 

clorofila a em comparação com o controle e NO3
- que não diferiram significativamente entre 

si. Para o teor de clorofila b, a fonte nitrogenada não interferiu no conteúdo deste pigmento sob 

esta [CO2]. No entanto, quando se analisa o aumento na [CO2], houve redução nos teores de 

clorofila a de 34% no controle e de 31% nas plantas fertirrigadas com NO3
- em relação aos 

valores observados em 380 µmol.mol-1, enquanto para as plantas que receberam a fonte 

amoniacal foi constatado aumento de 15%. O mesmo comportamento foi constatado para os 

teores de clorofila b em relação as fontes de N quando as plantas de tabaco foram submetidas a 

alta [CO2], sendo a redução neste parâmetro de 42% para o controle, seguido de 28% para as 

plantas fertirrigadas com NO3
- e aumento de 48% nas plantas que receberam a fonte amoniacal.  

O conteúdo de carotenoides não apresentou diferença significativa entre os tratamentos (Figura 

6). 

 

 

Figura 6. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no teor de clorofila a, b e carotenoides 

em plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte 

de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de CO2. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

 

3.4 Medições das trocas gasosas 
 

Para as medições de trocas gasosas nos três primeiros dias de avaliação na concentração 

de 380 µmol.mol-1 , houve oscilações para taxa de fotossíntese líquida (A) (Figura 7A) dentro 

da fonte de N. O controle teve maior A, em média 11,4 µmol CO2 m
-2 s-1, destacando-se dos 

demais tratamentos no primeiro dia de avaliação, enquanto as plantas que receberam NO3
- ou 

NH4
+ como fonte de N, os valores de A foram em média de 8,6 µmol CO2 m

-2 s-1. Por outro 
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lado, no primeiro dia do aumento da concentração de CO2 para 760 µmol.mol-1, houve 

incremento de A nas plantas de tabaco para todas as fontes de N, sendo o maior valor observado 

para as plantas fertirrigadas com NH4
+, onde A foi de 21,1 µmol CO2 m

-2 s-1, seguido do controle 

com A de 19,0 µmol CO2 m
-2 s-1, enquanto os menores valores foram constatados para as plantas 

que receberam a fonte nítrica com 15,5 µmol CO2 m
-2 s-1. No entanto, no controle e nas plantas 

tratadas com NO3
-, A diminuiu, sendo a diferença constatada entre o primeiro e o último dia de 

avaliação sob alta [CO2] de 27% para o controle e de 32% para as plantas tratadas com NO3
-. 

Em contrapartida, nas plantas tratadas com NH4
+, o aumento de A no primeiro dia de medição 

em 760 µmol.mol-1 se mantém para o restante dos dias avaliados, atingindo a maior A (22 µmol 

CO2 m
-2 s-1) no terceiro dia de exposição (Figura 7A). 

Em 380 µmol.mol-1 a condutância estomática (gS) do controle foi em média 65% 

superior a observada para os tratamentos com NO3
- e NH4

+, que tiveram valores similares 

(Figura 7B). No entanto, todos os tratamentos responderam incialmente ao aumento na 

concentração de CO2, diminuindo a gS. No controle a queda da gS no primeiro dia de aumento 

da [CO2] foi de 78% em relação as medições feitas no terceiro dia em 380 µmol.mol-1, chegando 

a praticamente igualar-se aos valores observados nas plantas fertirrigadas com a fonte nítrica e 

amoniacal onde a queda foi de 60%. A redução da gS para as plantas controle e tratadas com 

NO3
- se mantiveram para todas as medições feitas sob alta [CO2]. Por outro lado, assim como 

observado para A, nas plantas tratadas com NH4
+ como fonte de N, a gS aumenta a partir do 

segundo dia de exposição a concentração de 760 µmol.mol-1 equiparando-se aos valores 

observados no terceiro dia de medição em 380 µmol.mol-1, mantendo-se superior aos demais 

tratamentos até o último dia avaliado (Figura 7B). 

Em 380 µmol.mol-1, a taxa transpiratória (E) das plantas controle foram 51% maior do 

que os valores de E observados para as plantas tratadas  com NO3
- ou NH4

+ no primeiro dia de 

avaliação (Figura 7C). Nos demais dias avaliados para essa [CO2] a E não diferiu entre as fontes 

de N.  No primeiro dia de exposição a 760 µmol.mol-1, foi observada redução de 53% na E para 

as plantas controle e de 67% para as plantas que receberam a fonte nítrica, em relação as 

medições realizadas para esses tratamentos no terceiro dia sob 380 µmol.mol-1. Ao contrário, 

as plantas fertirrigadas com NH4
+ responderam ao aumento na [CO2] com aumento gradual de 

E, que se manteve superior ao controle e as plantas que receberam a fonte nítrica para todas as 

medições realizadas em 760 µmol.mol-1 (Figura 7C). 

A relação entre taxa de fotossíntese líquida e a taxa transpiratória (A/E), foi superior no 

tratamento com NO3
- apenas no primeiro dia de avaliação em 380 µmol.mol-1 (Figura 7D). Nos 

demais dias avaliados para essa [CO2] não houve diferença entre as fontes de N. A exposição a 
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760 µmol.mol-1 resultou em aumento da relação A/E em todas as fontes de N, embora o controle 

e as tratadas com NO3
- não tenham diferido ente si. A maior A (Figura 7A), e o aumento seguido 

de manutenção dos valores de gS (Figura 7B) e E (Figura 7C) observados para as plantas 

fertirrigadas com NH4
+ pode ter contribuído para a menor relação A/E para esse tratamento, no 

primeiro e no terceiro dia de avaliação sob alta [CO2], embora ainda assim, tenha sido maior 

que os valores observados nas medições realizadas em 380 µmol.mol-1 (Figura 7D). 

A relação entre a concentração de carbono na câmara subestomática e carbono externo 

(Ci/Ca) oscilou entre os tratamentos nitrogenados para ambas as [CO2] (Figura 7E).  No 

primeiro e segundo dia de medição das trocas gasosas sob 380 µmol.mol-1, as plantas controle 

apresentaram o maior valor para Ci/Ca, superando significativamente os demais. No entanto, 

com o aumento da [CO2], nas plantas tratadas como NH4
+ foram observadas a maior relação 

Ci/Ca para o quarto e sexto dia de avaliação sob 760 µmol.mol-1 (Figura 7E). 

Para a taxa fotorrespiratória (FR), não foram observadas diferenças entre os tratamentos 

com as fontes nitrogenadas sob 380 µml.mol-1 (Figura 7F). Com a exposição a alta [CO2] as 

plantas tratadas com NH4
+ apresentaram a maior taxa fotorrespiratória, superando os demais 

tratamentos em todos os dias avaliados sob 760 µmol.mol-1. No quarto e no sétimo dia, nas 

plantas que receberam a fonte nítrica observou-se a menor FR, embora nos demais dias 

avaliados este tratamento não tenha diferido significativamente do controle (Figura 7F). 
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Figura 7. (A) Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na taxa de fotossíntese líquida 

(A); (B) na condutância estomática (gs); (C) na taxa transpiratória (E); (D) na eficiência instantânea de 

uso da água (A/E); (E) na relação entre a concentração de Carbono na câmara subestomática e Carbono 

externo (Ci/Ca) e (F) na taxa fotorrespiratória de plantas de tabaco (FR). Cada ponto indica a média 

(n=5) ± desvio padrão. 
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3.5 Curvas de resposta da fotossíntese líquida à concentração de CO2 no sítio de 

carboxilação  
 

Sob 380 µmol.mol-1, não houve diferenças significativas entre os tratamentos para a 

velocidade máxima de carboxilação da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase oxigenasse (Rubisco, 

Vcmax) (Tabela 3). Em contrapartida, a fonte de N influenciou diferencialmente este parâmetro 

com o aumento na [CO2]. A maior Vcmax sob 760 µmol.mol-1, foi obtida nas plantas tratadas 

com NH4
+, seguida pelo controle e a menor Vcmax observada para as plantas que receberam a 

fonte nítrica (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Valores médios referentes a velocidade máxima de carboxilação da Rubisco (Vcmax); taxa 

de transporte de elétrons usados para regeneração da RuBP (J) e, a taxa de utilização de triose-fosfato 

(TPU) de plantas de tabaco submetidas a fertirrigação com diferentes fontes nitrogenadas e expostas a 

duas concentrações de CO2. 

 

Tratamentos  
380 µmol.mol

-1  
760 µmol.mol

-1 

Vcmax J TPU  Vcmax J TPU 

Controle 56 Ba 124 Ba 9,1 Bb  79 Ab 180 Ab 13,1 Ab 

NO
3

- 60 Aa 108 Bb 9,1 Bb  68 Ac 159 Ac 12,4 Ab 

NH
4

+ 60 Ba   128 Ba 18,4 Aa  121 Aa 236 Aa 18,5 Aa 

*As médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e pela mesma letra maiúscula nas linhas 

não diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-Knott. 

 

 

A taxa de utilização de triose-fosfato (TPU) foi maior nas plantas tratadas com a fonte 

amoniacal sob 380 µmol.mol-1, enquanto para as plantas que receberam a fonte nítrica e o 

controle não houve diferenças significativas (Tabela 3). O mesmo foi observado sob alta [CO2], 

embora o controle e as plantas tratadas com NO3
- apresentaram aumento da TPU quando 

submetidas a 760 µmol.mol-1. Por outro lado, a [CO2] não influenciou a TPU paras as plantas 

que receberam NH4
+ como fonte de N (Tabela 3). 

 

3.6 Fluorescência da clorofila a 
 

Sob 380 µmol.mol-1, as plantas tratadas com NO3
- e as que receberam a fonte amoniacal, 

não apresentaram diferenças significativas para a relação Fv/Fm superando o controle (Tabela 

4). Com a exposição a alta [CO2], observou-se aumento de Fv/Fm nas plantas que receberam a 
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fonte amoniacal, seguida do controle e o menor valor observado para as plantas tratadas com 

NO3
-. Quando se analisa o efeito da [CO2], houve redução significativa deste parâmetro para 

para a fonte nítrica, ao passo que não interferiu nas plantas tratadas com NH4
+ e controle (Tabela 

4).  

 

Tabela 4. Valores médios referentes a eficiência fotoquímica (Fv/Fm) de plantas de tabaco submetidas 

a fertirrigação com diferentes fontes nitrogenadas e expostas a duas concentrações de CO2. 

 

Tratamentos  
380 µmol.mol

-1  
760 µmol.mol

-1 

Fv/Fm  Fv/Fm 

Controle 0,792 Ab   0,781 Ab 

NO
3

- 0,809 Aa  0,694 Bc 

NH
4

+ 0,808 Aa  0,811 Aa 

*As médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e pela mesma letra maiúscula nas linhas 

não diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-Knott. 

 

3.7 Quantificação de amido, sacarose, açúcares redutores, proteína e aminoácidos 
 

Entre as fontes de N, as folhas das plantas tratadas com NO3
- e as raízes das plantas que 

receberam a fonte amoniacal, apresentaram os maiores teores de amido em 380 µmol.mol-1 

(Figura 8A). No entanto, com o aumento na [CO2] esses teores foram reduzidos em 30% nas 

folhas das plantas que receberam NO3
- como fonte de N e 47% nas raízes das plantas tratadas 

com NH4
+ (Figura 8B). Em contrapartida, a alta [CO2] favoreceu o incremento de amido em 

45% nas folhas e 32% nas raízes das plantas controle, enquanto para as plantas tratadas com 

NH4
+ houve incremento de 26% nas folhas e redução de 51% nas raízes (Figura 8). 
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Figura 8. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no teor de amido em folhas (A) e 

raízes (B) de plantas de tabaco. Letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 dentro 

da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de CO2. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott Knott. 
 

Quanto ao teor de sacarose as fontes de N diferiram significativamente nas folhas de 

plantas de tabaco nas avaliações realizadas em 380 µmol.mol-1, sendo os maiores valores 

observados para o controle com 569,5 µmol Glicose g-1 MS, e os menores nas plantas tratadas 

com NH4
+, onde o teor de sacarose foi de 110,2 µmol Glicose g-1 de MS (Figura 9A). Ainda 

para essa [CO2], os maiores teores de sacarose nas raízes foram observados no controle, 

enquanto as plantas que receberam NO3
- ou NH4

+ como fonte de N não apresentaram diferenças 

significativas entre si (Figura 9B). No entanto, com o aumento na [CO2], no controle houve 

redução de 57% do teor de sacarose nas folhas e de 10% nas raízes, contrastando com as raízes 

das plantas tratadas com NO3
- e NH4

+, onde houve incremento de sacarose de 72% e 43% 

respectivamente (Figura 9). 
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Figura 9. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no conteúdo de sacarose em folhas 

(A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 

dentro da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de 

CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott Knott. 

 

As concentrações de açúcares redutores (AR) nas folhas seguiu o mesmo 

comportamento observado para os teores de sacarose em 380 µmol.mol-1 onde os maiores 

valores foram observados para as plantas controle com 887,2 µmol AR g-1 MS, seguido das 

plantas tratadas com NO3
- com  604,4 µmol AR g-1 MS e os menores valores foram obtidos 

para as plantas que receberam a fonte amoniacal com 287,3 µmol AR g-1 MS (Figura 10A). Por 

outro lado, o aumento na [CO2] favoreceu o acúmulo AR nas folhas, em todas as fontes de N, 

sendo de 35% para o controle, 61% para as plantas tratadas com NH4
+ e de 23% para as plantas 

tratadas com NO3
-, embora para essa [CO2] a fonte nítrica e amoniacal, não tenham diferido 

significativamente entre si. Nas raízes, em 380 µmol.mol-1 os maiores valores de AR foram 

constatados nas plantas tratadas com NO3
- com 690, 5 µmol AR g-1 MS, enquanto as plantas 

controle e as que receberam a fonte nítrica apresentaram valores médios de 350,8 µmol AR g-1 
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MS (Figura 10B). Com o aumento na [CO2], a concentração de AR nas raízes aumentou nas 

plantas fertirrigadas com NH4
+ em 42%, ao passo que nas plantas tratadas com NO3

- observou-

se redução de 54% de AR, enquanto o controle não apresentou diferenças significativas para o 

efeito da [CO2] (Figura 10B).  

 

 

Figura 10. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no conteúdo de açúcares redutores 

(AR) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das 

concentrações de CO2 dentro da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em 

cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott 

Knott. 

 

Em 380 µmol.mol-1, os teores de proteínas (PT) nas folhas foram afetados pela fonte de 

N em  plantas de tabaco. Nas plantas tratadas com NO3
- os teores de PT foram 14% maiores do 

que os observados para as plantas controle e 30% maiores do que os observados nas plantas que 

receberam a fonte amoniacal (Figura 11A). Com o aumento na [CO2] o teor de PT foliar também 

foi diferencialmente influenciado pela fonte nitrogenada. Os maiores valores foram observados 

para as plantas tratadas com NH4
+, onde constatou-se incremento de 19% em relação aos valores 
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obtidos em 380 µmol.mol-1, seguido das plantas controle que apresentaram redução de 19% , 

sendo os menores valores observados para as plantas que receberam a fonte nítrica com 

decréscimo de 38% (Figura 11A).  

 

 

Figura 11. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no teor de proteínas (PT) nas folhas 

(A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 

dentro da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de 

CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

 Nas raízes, em 380 µmol.mol-1, não houve diferenças significativas para os teores de PT 

entre as plantas controle e as tratadas com NO3
-, sendo os menores valores observados para as 

plantas que receberam NH4
+ como fonte de N (Figura 11B). No entanto, durante a exposição a 

alta [CO2] as plantas tratadas com NH4
+ apresentaram aumento de 25% nos teores de PT em 

relação aos valores obtidos em 380 µmol.mol-1, não diferindo estatisticamente das plantas 

controle, já nas plantas que receberam a fonte nítrica, foram observados os menores teores de 

PT para essa [CO2] e redução de 31% dos teores obtidos em 380 µmol.mol-1 (Figura 11B). 
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Para os teores de aminoácidos (AA) sob a concentração de 380 µmol.mol-1,  observou-

se influencia da fonte de N nas folhas das plantas de tabaco. Os maiores valores foram obtidos 

nas plantas tratadas com NH4
+ com 149,6 mg AA g-1 MS, seguido das plantas tratadas com 

NO3
- com 109,6 mg AA g-1 MS, e os menores valores constatados para as plantas controle com 

81,5 mg AA g-1 MS (Figura 12A).  

 

 

Figura 12. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no teor de aminoácidos (AA) nas 

folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações 

de CO2 dentro da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada 

concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-

Knott. 

 

A fonte de N também afetou o teor de AA sob 760 µmol.mol-1. O aumento na [CO2] 

acarretou em redução desse parâmetro nas plantas controle, sendo os valores 61% menores do 

que os observados em 380 µmol.mol-1 (Figura 12A). Para a fonte nitrica a redução foi de 21%  

e 27% para a fonte amoniacal. Nas raízes, não foram observadas diferenças entre as fontes de 

N em 380 µmol.mol-1 (Figura 12B). Já para a quantificação realizada em 760 µmol.mol-1, os 

maiores teores de AA nas folhas foram observados para as plantas controle, enquanto a as 
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plantas tratadas com NO3
- ou NH4

+, não diferiram estatisticamente entre si (Figura 12A). Ao 

contrário das folhas, nas raízes o aumento na [CO2] favoreceu o incremento de AA para todos 

os tratamentos nitrogenados, sendo observado aumento de 51% no controle, em relação a 

quantificação realizada em 380 µmol.mol-1, enquanto para as fontes nítrica e amoniacal,  

constatou-se redução de 42 e 40% respectivamente (Figura 12B). 

 

3.8 Quantificação de Nitrato e Amônio endógeno 

 

Para ambas as [CO2] o teor de NO3
- foi maior nas folhas e raízes das plantas que 

receberam a fonte nítrica seguido pelo controle, ao passo que as plantas que receberam a fonte 

amoniacal foram detectadas apenas vestígios deste íon durante a quantificação (Figuras 13A e 

B). Nas plantas que receberam NH4
+ como fonte de N, não houve diferenças estatísticas nas 

folhas ou raízes para nenhum dos parâmetros avaliados (Figura 13B). Quando se analisa o efeito 

do aumento na [CO2] para as folhas, houve redução de 73% do teor de NO3
- nas plantas que 

receberam a fonte nítrica e 55% para o controle (figura 13A). O contrário foi observado nas 

raízes, onde houve aumento de 48% para as plantas tratadas com NO3
- e 30% para o controle 

(Figura 13B). 

Em relação ao teor de NH4
+, sob 380 µmol.mol-1, as folhas das plantas que receberam a 

fonte amoniacal como tratamento apresentaram maiores teores desse íon, seguido pelo controle,  

sendo os menores teores observados nas plantas tratadas com NO3
- (Figura 13C). O mesmo 

comportamento observado para os teores de NH4
+ nas raízes em ambas [CO2] (Figura 13D). No 

entanto, com a exposição a 760 µmol.mol-1 apenas as plantas que receberam a fonte amoniacal 

apresentaram aumento de 23% nos teores de NH4
+, enquanto para o controle e as plantas 

tratadas com NO3
- a [CO2] não interferiu na acumulação deste íon nas raízes de plantas de 

tabaco (Figura 13D). 
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Figura 13. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no teor de nitrato (NO3
-) nas folhas 

(A) e raízes (B) e teor de amônio (NH4
+) nas folhas (C) e raízes (D) de plantas de tabaco. As letras 

maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de N e letras minúsculas 

comparam as fontes de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças 

significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-Knott.  

 

3.9 Atividade das isoformas de invertase  

 

 Em 380 µmol.mol-1, a atividade da invertase ácida do vacúolo (IAV) nas raízes de 

plantas de tabaco, não diferiu entre o controle e as plantas tratadas com NH4
+, sendo os valores 

observados para as plantas fertirrigadas com a fonte nítrica em média 25% menor que as demais 

fontes de N (Figura 14A). Com o aumento na [CO2], houve o oposto: a atividade da IAV 

diminuiu no controle, não foi afetada nas plantas que receberam a fonte amoniacal, mas foi 

estimulada pela fonte nítrica (Figura 14A). 
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Figura 14. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade das isoformas de 

invertase nas raízes de plantas de tabaco. (A) Invertase ácida do vacúolo (IAV); (B) Invertase neutra do 

citosol (INC) e (C) invertase ácida da parede cellular (IAP). As letras maiúsculas comparam o efeito das 

concentrações de CO2 dentro da fonte de N e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em 

cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-

Knott. 
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 Sob 380 µmol.mol-1, a atividade da enzima invertase neutra do citosol (INC), foi 

superior nas plantas tratadas com NO3
-, seguida das plantas que receberam a fonte amoniacal e 

os menores valores observados para o controle (Figura 14B). O aumento na [CO2] favoreceu a 

atividade da INC no controle e nas plantas fertirrigadas com NH4
+, enquanto para as plantas 

tratadas com NO3
- houve redução de 44% em relação a atividade observada em 380 µmol.mol-

1 (Figura 14B). 

 A atividade da invertase ácida da parede celular (IAP), foi diferencialmente influenciada 

entre as fontes de N sob 380 µmol.mol-1. Sob essa [CO2] ocontrole apresentou a maior atividade 

da IAP, seguido pelas plantas tratadas com NO3
- e a menor atividade constatada para as plantas 

que receberam a fonte amoniacal (Figura 14C). Com o aumento da [CO2], as plantas que 

receberam NH4
+ como fonte de N tiveram um aumento expressivo da atividade da IAP, 

chegando a ser 58% maior do que a observada em 380 µmol.mol-1. A [CO2], não influenciou a 

atividade desta enzima nas raízes do controle e das plantas tratadas com NO3
- (Figura 14C). 

 

3.10 Atividade das enzimas do metabolismo do Nitrogênio 
 

 A atividade da enzima redutase do nitrato (RN) em plantas de tabaco, foi influenciada 

tanto pela fonte de N, quanto pela [CO2] (Figura 15). As plantas tratadas com NO3
-, 

apresentaram a maior atividade da RN nas folhas e nas raízes durante a exposição a 380 

µmol.mol-1, superando em 37% a atividade desta enzima no controle (Figura 15A). Ainda para 

as folhas, com o aumento na [CO2], observou-se redução de 33% da atividade da RN para o 

controle e de 70% para as plantas tratadas com NO3
-, embora ainda assim, sob 760 µmol.mol-

1, a fonte nítrica tenha se sobressaído (Figura 15A).  

Nas raízes, sob a 380 µmol.mol-1, a maior atividade da RN foi observada nas plantas 

que receberam a fonte nítrica sob 380 µmol.mol-1, no entanto, com a submissão das plantas a 

alta [CO2], este tratamento foi superado pelo controle que apresentou maior incremento na 

atividade da RN nas raízes (Figura 15B). Nas plantas que receberam NH4
+ como fonte de N, 

não houve diferenças estatísticas nas folhas ou raízes em nenhuma das avaliações, sendo 

detectadas apenas uma atividade residual desta enzima (Figura 15).  
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Figura 15. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima redutase do 

nitrato (RN) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito 

das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de 

Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) 

pelo teste Scott-Knott. 

 

Para a atividade da enzima glutamina sintase (GS), sob 380 µmol.mol-1, as folhas das 

plantas tratadas com NO3
- ou com NH4

+ não diferiram estatisticamente entre si, superando a 

atividade desta enzima no controle (Figura 16A). Com o aumento da [CO2], as folhas das 

plantas que receberam a fonte amoniacal apresentaram incremento de 38% para a atividade da 

GS, enquanto nas plantas tratadas com NO3
-, observou-se redução de 27%. No controle, a [CO2] 

não influenciou a atividade desta enzima (Figura 16A). Nas raízes, a atividade da GS não foi 

afetada pela fonte de N, embora todos os tratamentos tenham apresentado aumento significativo 

quando expostos a alta [CO2] (Figura 16B). 



69 

 

 

Figura 16. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima glutamina 

sintase (GS) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito 

das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de 

Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) 

pelo teste Scott-Knott. 

 

A atividade da enzima glutamato sintase (NADPH-GOGAT) foi ensaida nas raízes de 

plantas de tabaco (Figura 17). A maior atividade da NADPH-GOGAT sob 380 µmol.mol-1 foi 

constatada para as plantas controle, seguida das plantas com NH4
+ e os menores valores 

observados paras as plantas que receberam a fonte nítrica. Porém, com a exposição das plantas 

a 760 µmol.mol-1, houve aumento da atividade da GOGAT nas raízes das plantas tratadas com 

NH4
+ e tratadas com NO3

-, ao passo que para o controle foi observada redução, embora não 

tenham sido constatadas diferenças estatísticas entre NO3
- e controle sob alta [CO2] (Figura 17). 
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Figura 17. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima glutamato 

sintase (GOGAT) em raízes de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das 

concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de 

Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) 

pelo teste Scott-Knott. 

 

Nas folhas a atividade da enzima glutamato desidrogenase no sentido de síntese de GLU 

(GDH), foi afetada pela fonte N em 380 µmol.mol-1 (Figura 18A). Nas plantas que receberam 

a fonte amoniacal, a atividade da GDH foi 32% maior que a constatada para as plantas que 

receberam a fonte nítrica e 49% maior que os valores observados para o controle. Com a 

exposição a alta [CO2], a atividade da GDH não diferiu entre as plantas tratadas com NO3
- e 

NH4
+, sendo o controle a apresentar os menores valores de atividade desta enzima. No entanto, 

quando se analisa o efeito da [CO2] na fonte de N, as plantas tratadas com NH4
+ apresentaram 

redução de 17% na atividade da GDH, enquanto para os demais tratamentos não foram 

observadas diferenças significativas (Figura 18A). Nas raízes, as maior atividade da GDH sob 

380 µmol.mol-1 foram constatadas nas plantas que receberam a fonte amoniacal, ao passo que 

o controle e as plantas tratadas com NO3
- não difeririam significativamente entre si (Figura 

18B). O aumento da [CO2], afetou negativamente a atividade da GDH nas raízes das plantas 

tratadas com NH4
+, enquanto para o controle e as plantas que receberam a fonte nítrica não 

foram observadas diferenças estatísticas (Figura 18B). 
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Figura 18. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima glutamato 

desidrogenase (GDH) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam 

o efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes 

de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

(p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

3.11 Atividade das enzimas do metabolismo antioxidante, conteúdo de peróxido de 

hidrogênio e peroxidação lipídica 

 

Sob 380 µmol.mol-1, a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) nas folhas não 

diferiu entre as fontes nítricas e amoniacal, sendo  a menor atividade observada para o controle 

(Figura 19A). Com a exposição das plantas a 760 µmol.mol-1, a atividade da SOD nas folhas 

aumentou em todas as fontes N e os maiores valores foram observados para as plantas tratadas 

com NO3
-, seguido das plantas que receberam NH4

+ e os menores valores observados para o 

controle. Quando se compara o efeito do aumento na [CO2], houve incremento de 33% para as 

plantas que receberam a fonte nítrica, 30% para o controle e 13% para as plantas tratadas com 

NH4
+ (Figura 19A). Nas raízes, assim como observado nas folhas, a atividade da SOD sob 380 
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µmol.mol-1, não diferiu entre as fontes nítrica e amoniacal, sendo maiores que a atividade 

constatada para o controle (Figura 19B). Com o aumento da [CO2], as plantas tratadas com 

NH4
+ apresentaram um incremento de 55% da atividade desta enzima, em relação aos valores 

observados em 380 µmol.mol-1, enquanto nas plantas que receberam a fonte nítrica esse 

aumento foi de 20%. Para o controle não houve efeito significativo da [CO2] (Figura 19B). 

 

 

Figura 19. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima superóxido 

dismutase (SOD) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o 

efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes 

de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

(p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

O conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) nas folhas das plantas de tabaco, não 

diferiu significativamente entre as fonte de N sob 380 µmol.mol-1 (Figura 20A) O contrário foi 

observado para o aumento da [CO2] onde o conteúdo de H2O2 aumentou em 35% para as plantas 

tratadas com NO3
-, 25% para as plantas que receberam a fonte amoniacal, ao passo que houve 

redução de 40% no controle. Nas raízes, sob 380 µmol.mol-1, o maior conteúdo de H2O2 foi 



73 

 

constatado nas plantas tratadas com NH4
+, ao passo que o controle e as plantas que receberam 

a fonte nítrica, não apresentaram diferenças significativas (Figura 20B). Com exposição das 

plantas a 760 µmol.mol-1, houve incremento no conteúdo de H2O2 para o controle e para a fonte 

nítrica, enquanto para as plantas tratadas com NH4
+ a concentração de CO2 não interferiu no 

acúmulo de H2O2 na raiz (Figura 20B).  

 

 

Figura 20. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio no conteúdo de peróxido de 

Hidrogênio (H2O2) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o 

efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes 

de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

(p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

 

Para a atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas, sob 380 µmol.mol-1, entre as 

plantas tratadas com NO3
- ou NH4

+ não foram observadas diferenças significativas, sendo a 

menor atividade constatada para o controle (Figura 21A). No entanto, para todas as fontes de N 

houve incremento da atividade da CAT com a exposição a alta [CO2], sendo os maiores valores 

observados para as plantas tratadas com NH4
+, como aumento de 63% em relação aos valores 
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obtidos para essa mesma fonte sob 380 µmol.mol-1, seguido das plantas que receberam a fonte 

nítrica onde constatou-se aumento de 40% e pelo controle que aumentou 39% (Figura 21A).  

 

 

 

Figura 21. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima catalase 

(CAT) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das 

concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de 

Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) 

pelo teste Scott-Knott. 

 

Nas raízes, sob 380 µmol.mol-1, a maior atividade da CAT foi obtida nas plantas que 

receberam a fonte amoniacal, ao passo que o controle e as plantas tratadas com NO3
-, não 

diferiram estatisticamente (Figura 21B). Com o aumento da [CO2], observou-se incremento da 

atividade da CAT para todas as fontes de N, sendo os maiores valores observados para as plantas 

tratadas com NH4
+, seguido do NO3

-, e os menores valores constatados para o controle (Figura 

21B). 
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A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) nas folhas sob 380 µmol.mol-1, não 

diferiu estatisticamente entre as plantas tratadas com a fonte nítrica e amoniacal, sendo a menor 

atividade observada para o controle (Figura 22A). Com o aumento da [CO2] os maiores valores 

de atividade da APX foram constatados para as plantas tratadas com NO3
-, ainda para esse 

tratamento, observou aumento de 45% em relação aos valores obtidos sob 380 µmol.mol-1, 

seguido de aumento de 18% para o controle e redução de 57% nas plantas tratadas com NH4
+.  

 

 

Figura 22. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na atividade da enzima ascorbato 

peroxidase (APX) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o 

efeito das concentrações de CO2 dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes 

de Nitrogênio em cada concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas 

(p≤0.05) pelo teste Scott-Knott. 

 

 

Nas raízes, em ambas as [CO2], as plantas tratadas com NO3
- tiveram a maior atividade 

da APX, seguido pelas plantas que receberam a fonte amoniacal e os menores valores 

observados para o controle (Figura 22B). O aumento da [CO2], estimulou a atividade desta 
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enzima para todas as fontes de N, havendo incremento de 27% para as plantas que receberam a 

fonte nítrica e amoniacal, ao passo que no controle observou-se aumento de 25%. 

Entre as fontes de N, as plantas que receberam a fonte amoniacal, apresentaram maiores 

valores de peroxidação lipídica sob 380 µmol.mol-1 tanto nas folhas (Figura 23A), quanto nas 

raízes (Figura 23B). Com a exposição das plantas ao aumento da [CO2], no controle e nas 

plantas tratadas com NO3
-, observou-se aumento significativo deste parâmentro nas folhas , ao 

passo que para a fonte amoniacal houve redução.  Quando se compara a fonte de N sob 760 

µmol.mol-1, nas folhas (Figura 23A) os maiores valores foram obtidos para a fonte nítrica, ao 

passo que nas raízes (Figura 23B) não foram observadas diferenças significativas.  

 

 

Figura 23. Efeito da concentração de CO2 e da fonte de Nitrogênio na peroxidação lipídica em folhas 

(A) e raízes (B) de plantas de tabaco. As letras maiúsculas comparam o efeito das concentrações de CO2 

dentro da fonte de Nitrogênio e letras minúsculas comparam as fontes de Nitrogênio em cada 

concentração de CO2. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p≤0.05) pelo teste Scott-

Knott. 
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4 DISCUSSÃO 
 

A fonte de Nitrogênio (N) fornecida influenciou o crescimento e a morfologia das 

plantas de tabaco de forma distinta sob concentração de 380 µmol.mol-1. Entre os parâmetros 

avaliados neste estudo, a estimulação do acúmulo de  matéria seca total (MS) (Figura 2A), nas 

raízes (Figura 2B) e a maior taxa de crescimento relativo (TCR) (Figura 2C) das plantas 

controle fertirrigadas com solução nutritiva completa (NO3
-; 14 mmol.L-1 e NH4

+, 2 mmol.L-1) 

podem estar relacionadas ao efeito benéfico do sinergismo entre nitrato (NO3
-) e amônio (NH4

+) 

na proporção adequada (ZHANG et al., 2007),  estimulando o crescimento além do observado 

quando apenas uma fonte inorgânica de N é fornecida (BRITTO; KRONZUCKER, 2002). De 

fato, muitas espécies de plantas apresentam sintomas de toxicidade quando submetidas a 

fertilização com apenas NH4
+, ao passo que esses sintomas são atenuados nas plantas cultivadas 

com NO3
- como fonte exclusiva de N (HORCHANI; HAJRI; ASCHI-SMITI, 2010). Isto foi 

observado neste trabalho onde, as plantas fertirrigadas com NO3
-, apresentaram melhor 

desempenho de crescimento, quando comparadas as plantas que receberam apenas NH4
+ 

(Figuras 2A; 2B; 2C). A maior razão raiz/parte aérea (Figura 2D) para a concentração de 380 

µmol.mol-1
, também foi observada no controle seguindo as tendências de desempenho de 

crescimento entre as fontes de N mencionadas acima.  

Quando as plantas de tabaco foram submetidas a alta concentração de CO2 ([CO2]; 760 

µmol.mol-1) a aceleração do crescimento e o aumento da biomassa foi diferencialmente 

influenciado pelas fontes nitrogenadas, salientando que os efeitos da forma de N que as plantas 

estão absorvendo do solo podem ser tão importantes para o desempenho de crescimento quanto 

os efeitos da alta [CO2]. Nas plantas fertirrigadas com amônio (NH4
+;16 mmol.L-1) e no controle 

houve incremento de biomassa em resposta ao aumento da [CO2], ao passo que este parâmetro 

foi marcadamente atenuado nas plantas fertirrigadas com nitrato (NO3
-; 16 mmol.L-1) (Figura 

2). Estes resultados indicam que as respostas das plantas a alta [CO2] dependem da coordenação 

entre o metabolismo do Carbono (C) e N e ainda, das implicações metabólicas inerentes a fonte 

inorgânica de N que está sendo absorvida e assimilada.  

O aumento da [CO2] geralmente culmina com o incremento da área foliar, devido ao 

crescimento dos tecidos constituintes do mesofilo, como parênquimas, epiderme e tecidos 

vasculares (DERMODY et al., 2006). No presente estudo, observou-se aumento da espessura 

total do mesofilo (EM) para todas as fontes de N quando submetidas a alta [CO2], com maiores 

valores observados para as plantas tratadas com NH4
+ (Figura 4; Tabela 2). A maior EM 

permitiria o aumento da deposição de C por unidade de área foliar (MASLE, 2000), que em 
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última instância, ajuda a compensar o desequilíbrio fonte-dreno observado em plantas C3 

expostas a alta [CO2], impedindo o efeito feedback negativo na fotossíntese ocasionado pelo 

acúmulo de carboidratos não estruturais (LONG et al., 2004).  Assim, o aumento da EM 

observada nas plantas que receberam a fonte amoniacal provavelmente contribuiu, entre outros 

fatores, para a maior taxa fotossintética observada neste tratamento durante a exposição a 760 

µmol.mol-1 (Figura 7A). Além disso, todas as fontes nitrogenadas aumentaram o comprimento 

dos tricomas glandulares em resposta a alta [CO2] (Figura 5). Os tricomas glandulares possuem 

células metabolicamente ativas, com a capacidade de secretar ou estocar grandes quantidades 

de metabólitos especializados (TISSIER, 2012). Essa característica torna os tricomas 

glandulares comercialmente importantes, já que esses metabólitos podem ser alcaloides de 

interesse comercial, sendo a alta [CO2] um elicitor na produção desses compostos (GLAS et al., 

2012).  

 Neste trabalho, observou-se que a funcionalidade estomática (FUN) (Tabela 2) 

considerada como a relação diâmetro polar/diâmetro equatorial dos estômatos (CASTRO et al., 

2009), diminuiu no controle e nas plantas tratadas com NO3
-. Embora a FUN nas plantas 

tratadas com NH4
+ não tenha sido influenciada pela [CO2], nessas plantas observou-se aumento 

da densidade estomática (DE) (Tabela 2; Figura 3) e da condutância estomática (gS) (Figura 

7B) durante a exposição a 760 µmol.mol-1. O poro estomático se abre em resposta às reduções 

no potencial osmótico e, consequentemente, no potencial hídrico das células-guarda, o que 

culmina na entrada de água nessas células e abertura estomática (KOLLIST; NUHKAT; 

ROELFSEMA, 2014). Fisiologicamente, a maior gS (Figura 7B) nas plantas que receberam  

NH4
+ como fonte de N,  pode ser atribuída ao fato que durante exposições a maiores quantidades 

desse íon, há uma maior assimilação NH4
+ nas folhas, acidificando o pH citoplasmático 

(HACHIYA; SAKAKIBARA, 2016). Esta acidez estimula atividade de bombas H+-ATPases 

(HEDRICH et al., 2001) impedindo que ocorra a despolarização da membrana plasmática e a 

elevação do Cálcio (Ca2+) citosólico em resposta ao hormônio ácido abscísico (ABA) 

(WILKINSON; DAVIES, 2002) culminando com a permanente abertura estomática. Assim, 

nas plantas fertirrigadas com NH4
+, a diminuição da FUN pode ter sido compensada pelo 

aumento da DE (Tabela 2; Figura 3) verificada neste tratamento, influenciando positivamente 

as trocas gasosas em resposta ao aumento na [CO2] (Figura 7A; 7B; 7C e 7F). Em contrapartida, 

a maior gS está relacionada ao aumento da taxa transpiratória (E; figura 7C), o que 

possivelmente levou a uma menor eficiência instantânea no uso da água (A/E; figura 7D) para 

este tratamento em relação as plantas controle e as que receberam a fonte nítrica durante a 

exposição a alta [CO2].  
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As respostas fisiológicas ao aumento da [CO2] das plantas fertirrigadas com NH4
+ 

descritas até aqui, contrariam efeitos consistentes do crescimento de plantas C3 sob alta [CO2], 

como por exemplo a diminuição da gS (AINSWORTH; ROGERS, 2007; NORBY et al., 1999), 

levando a uma diminuição da concentração de carbono interno (WONG, 1990) redução da 

transpiração (DEL POZO et al., 2007) e consequentemente uma diminuição gradativa das taxas 

fotossintéticas (KANEMOTO et al., 2009; LONG et al., 2004). Esses efeitos são conhecidos 

como aclimatação fotossintética a alta [CO2]. Neste trabalho, o controle e as plantas cultivadas 

com NO3
- como fonte de N, apresentaram mais suscetíveis a aclimatação fotossintética, 

enquanto nas plantas tratadas com NH4
+ a fotossíntese foi estimulada em alta [CO2] (Figura 

7A). O aumento das taxas fotossintéticas (A) observadas para o primeiro dia de avaliação em 

760 µmol.mol-1, revelou que num primeiro momento, independente da fonte de N, as plantas 

de tabaco respondem ao aumento na [CO2], com incremento na assimilação líquida de C, no 

entanto, esse efeito decresce ao longo dos dias e o rápido acúmulo de amido em cloroplastos, 

como resultado de um desequilíbrio fonte-dreno, tem sido apontado como um dos motivos 

(KITAOKA et al., 2016; LONG et al., 2004).   

Isto se aplica as plantas controle neste experimento, onde altos teores de amido foram 

observados nas folhas quando submetidas a alta [CO2] (Figura 8A). Porém, esse mecanismo de 

aclimatação por si só não explicaria a redução da A nas plantas tratadas com NO3
-, uma vez que 

nessas plantas houve redução significativa dos teores de amido folhas com o aumento da [CO2] 

(Figura 8A), o que significa que provavelmente mecanismos fisiológicos subjacentes a 

absorção de NO3
-, comprometeram o desempenho fotossintético neste tratamento.  

Apesar de contraditória, as diferenças encontradas nas plantas tratadas com NO3
-, em 

relação aos motivos que levaram a aclimatização fotossintética, podem estar relacionadas a 

diminuição da condutância estomática (gs) (Figura 7B) e consequentemente ao decréscimo da 

taxa transpiratória (E) (Figura 7C) diminuindo a capacidade em manter o fluxo transpiratório 

neste tratamento. A manutenção da E é fundamental tanto para a absorção quanto para o 

transporte de NO3
- por fluxo de massa até as folhas, onde grande parte desse íon é assimilado 

(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013). Neste trabalho, constatou-se um menor teor de NO3
- 

(Figura 13A), e menor atividade da redutase do nitrato (RN) (Figura 15A) nas folhas das plantas 

que receberam a fonte nítrica sob alta [CO2]. Teoricamente, a redução de uma fonte de N 

utilizável pelas plantas tratadas com NO3
-, pela diminuição da absorção e transporte desse íon 

por fluxo de massa, resultaria na extinção de um forte dreno competidor por produtos 

fotoquímicos e esqueletos de C (BLOOM et al., 2010). Isso implica em super redução celular 

e consequentemente maior dissipação não fotoquímica de elétrons (HYMUS; BAKER; LONG, 
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2001). De fato, nas plantas que receberam a fonte nítrica constatou-se a menor eficiência 

fotoquímica (Fv/Fm; Tabela 4) e maior atividade da ascorbato peroxidase (APX) (Figura 22A) 

em relação aos demais tratamentos sob 760 µmol.mol-1. A APX é considerada a enzima mais 

importante da eliminação de peróxido de Hidrogênio (H2O2) no cloroplasto. Essa enzima utiliza 

ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir H2O2 à água e Oxigênio, fazendo parte 

do ciclo ascorbato-glutationa (NAKANO; ASADA, 1981). Embora sob condições ótimas, a 

alta [CO2] aumente o uso de energia fotoquímica diminuindo a probabilidade de fotoinibição, 

o contrário é verdadeiro para as condições onde a disponibilidade de N é limitada (HYMUS; 

BAKER; LONG, 2001).  

 Por outro lado, existem evidências que a inibição da fotorrespiração como consequência 

do aumento da [CO2], afeta negativamente a assimilação do NO3
- em folhas de plantas C3 

(BLOOM et al., 2004). Neste trabalho, houve redução da taxa fotorrespiratória (FR) no controle 

e nas plantas tratadas com NO3
- (Figura 7F). Uma vez que a fotorrespiração estimula a 

exportação de malato a partir dos cloroplastos (TANIGUCHI; MIYAKE, 2012), isso 

aumentaria a disponibilidade de NADH no citoplasma que pode ser usado como substrato pela 

enzima RN (TANIGUCHI; MIYAKE, 2012). Como consequência, uma diminuição da FR 

reduziria a quantidade de poder redutor disponível para redução do NO3
- (BLOOM et al., 2010, 

2014). Como mencionado anteriormente, a atividade da RN nas folhas das plantas de tabaco 

submetidas a alta [CO2], diminuiu significativamente no controle e nas plantas que receberam 

a fonte nítrica, em relação a atividade desta mesma enzima sob 380 µmol.mol-1 (Figura 15A). 

Esta redução pode estar associada tanto a ausência do substrato (NO3
-) ocasionada pela 

diminuição da taxa transpiratória (Figura 7C) e consequentemente do fluxo de massa, quanto 

da incapacidade bioquímica de atender a demanda energética da conversão de NO3
- a nitrito 

(NO2
-) pela diminuição da FR (Figura 7F). Apesar de mecanismos distintos é possível que 

estejam agindo sinergicamente, pois para ambos foram encontradas evidências neste trabalho 

(Figuras 7A, 7B, 7F e 13A). 

Com o avanço dos recursos técnicos dos analisadores portáteis de CO2, tornou-se 

possível a avaliação da FR, a partir das medidas das trocas gasosas. Essa técnica, apesar de 

possuir limitações em relação à determinação exata da intensidade da fotorrespiração, mostrou-

se bem adaptada para a realização de estudos comparativos (DURING, 1988). As taxas de FR 

observadas neste trabalho revelaram que, embora as estimativas tenham apontado uma 

diminuição no controle e nas plantas tratadas com NO3
-, houve manutenção da FR para o 

tratamento com a fonte amoniacal (Figura 7F), o que pode ter sido fundamental para a melhor 

utilização do NH4
+ como fonte de N. Em estudo com Arabidopsis thaliana, verificou-se que o 
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decréscimo da FR pelo aumento da [CO2] retardou o crescimento de plantas fertilizadas com 

NO3
-, enquanto nas plantas tratadas com NH4

+ as taxas de crescimento foram mantidas 

(BLOOM et al., 2012).  A manutenção da FR nas plantas tratadas com NH4
+ mesmo sob 

aumento da [CO2], também pode ser suportada pelos dados obtidos neste trabalho para o maior 

conteúdo de H2O2 e maior atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas sob 760 µmol.mol-1 

(Figuras 20A; 21A). O H2O2 é formado no peroxissomo pela atividade da enzima da via 

fotorrespiratória glicolato oxidase, sendo convertido em água (H2O) e oxigênio (O2) pela 

atividade da CAT em plantas superiores e outros organismos (DIETZ; MITTLER; NOCTOR, 

2016). Nas folhas, o aumento da atividade da CAT (Figura 21A) nas plantas que receberam a 

fonte amoniacal, certamente foi essencial para manutenção do conteúdo de H2O2 a taxas 

toleráveis. 

 Fisiologicamente, o baixo desempenho das plantas controle e as fertirrigadas com NO3
- 

sob 760 µmo.mol-1 neste trabalho, pode estar relacionado a uma diminuição substancial FR e 

consequentemente de glicina, serina e glutamato, como observado em estudo com plantas 

nutridas com NO3
- e submetidas a alta [CO2] (FERRARIO-MÉRY et al., 1997). Em condições 

atmosféricas de [CO2], a oxigenação da Rubisco favorece o  desvio desses aminoácidos (AA) 

da via fotorrespiratória cíclica (MISRA, 2014), que podem ser usados para produção de novos 

aminoácidos que serão transportados de folhas completamente expandidas para tecidos em 

crescimento (FOYER; PARRY; NOCTOR, 2003). Isso pode ser confirmado em estudo onde 

aminoácidos como a serina e o glutamato, gerados durante a reciclagem de C e N pela 

fotorrespiração, foram componentes significativos dos exsudatos do floema (ZIEGLER, 1975), 

desafiando a noção de que o C é reciclado de forma conservadora por uma via fotorrespiratória 

cíclica. Complementando essa teoria, Madore; Grodzinski, (1984) usando 14C, mostraram que 

durante a fotorrespiração, glicina, serina e outros aminoácidos são isotopicamente marcados em 

quantidades significativas e podem ser transportados a partir da folha. Os mesmos autores ainda 

relatam um forte aumento na marcação isotópica de aminoácidos, particularmente de glicina e 

serina, com aumento da concentração de O2, correlacionando o aumento da síntese e transporte 

de aminoácidos com maiores taxas FR. Assim, as taxas FR observadas para as plantas que 

receberam a fonte amoniacal (Figura 7F) podem ter sido fundamentais para a distribuição de N 

para os tecidos em crescimento, favorecendo o rápido acúmulo de biomassa observado para 

esse tratamento sob 760 µmol.mol-1 (Figura 2C). Além disso, a limitação pela utilização de 

triose-fosfato (TPU; Tabela 3) foi superior nas plantas tratadas com NH4
+ sob ambas [CO2] 

sustentando a ocorrência de desvio do C fotorrespiratório neste tratamento. Esse parâmetro, 

considera que limitação da A pela TPU ocorre porque a liberação de fosfato inorgânico (Pi) no 
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citosol não consegue acompanhar a sua taxa de incorporação em triose-fosfato no estroma do 

cloroplasto. No processo fotorrespiratório, há liberação do Pi da molécula formada pela 

atividade oxigenase da Rubisco - o 2-fosfoglicolato (2PG) - pela enzima fosfoglicolato fosfatase 

dentro do próprio cloroplasto, diminuindo a disponibilidade de Pi citosólico (SHARKEY, 

2016). 

Por todas as razões mencionadas anteriormente e com base nos resultados obtidos nesse 

trabalho para diminuição do NO3
- endógeno (Figuras 7C; 13A; 15A) como fonte de N utilizável 

nas folhas de plantas de tabaco, é possível supor que um dos motivos pelo qual a utilização de 

NH4
+ tenha se sobressaído em relação a fonte nítrica, seja o fato de que mesmo sob alta [CO2] 

esse íon continua a ser assimilado e redistribuído entre diferentes órgãos da planta. Em parte, 

isso se deve a existência de um aparato metabólico, que normalmente suporta a reassimilação 

do NH4
+ fotorrespiratório, tenha sido fundamental tanto para evitar a toxidez deste íon como 

suprir a ausência do NO3
- diante da demanda da planta por compostos nitrogenados.  Neste 

contexto, apoiando essas considerações, a atividade das enzimas glutamina sintase (GS) 

responsável pela reassimilação do NH4
+ gerado pela via fotorrespiratória, aumentou 

substancialmente nas folhas das plantas tratadas com a fonte amoniacal sob 760 µmol.mol-1, 

diminuiu nas plantas que receberam a fonte nítrica, ao passo que não houve diferenças 

significativas para a [CO2] no controle. A alta atividade da GS nas folhas, confirmaria um 

melhor aproveitamento de NH4
+ como fonte de N, seja ele oriundo da via fotorrespiratória ou 

da absorção deste íon pelas raízes estimulada pelo aumento da [CO2] (Figuras 16 e 13D). Como 

consequência, seria esperado que o teor de AA nas folhas aumentassem com a exposição a 760 

µmol.mol-1, no entanto, foi observada redução deste parâmetro em todos os tratamentos, 

embora possivelmente por razões fisiológicas distintas (Figura 12A).  

Para as plantas tratadas com NH4
+, é preciso considerar que os maiores teores de AA 

foram constatados para esse tratamento independente da [CO2]. Sob 380 µmol.mol-1, a maior 

síntese de AA provavelmente foi uma estratégia para neutralizar os efeitos tóxicos de altos 

teores de NH4
+ nos tecidos e que pode ser suportada pelo fornecimento de esqueletos de C. Isso 

pode ser confirmado pelos resultados obtidos para atividade da enzima glutamato desidrogenase 

(GDH), uma vez que esta enzima trabalha no sentido de síntese de glutamato apenas quando a 

concentração endógena de NH4
+ é alta, como observado neste tratamento (Figura 13C; 18A e 

18B). Em estudo sobre os efeitos das fontes inorgânicas de N no teor de AA em trigo, constatou-

se que o aumento do AA asparagina foi a principal estratégia de desintoxição nas plantas que 

foram tratadas com fonte amoniacal (TILLS; ALLOWAY, 1981). Por outro lado, sob 760 

µmol.mol-1, houve redução do teor de AA nas folhas (Figura 18A), possivelmente em 



83 

 

consequência a uma diluição provocada pelo rápido crescimento verificado para este tratamento 

(Figura 2C) em resposta ao aumento de A (Figura 7A), dos teores de sacarose (Figura 9A) e 

açúcares redutores (AR) (Figura 10A), assim com uma maior disponibilidade de esqueletos de 

C, é possível presumir que houve um maior investimento em carboidratos estruturais, bem 

como uma maior síntese de proteínas.  

De fato, os maiores teores de proteínas nas folhas foram observados para as plantas 

tratadas com NH4
+ sob exposição a alta [CO2], enquanto para o controle e as plantas que 

receberam a fonte nítrica foi observada redução (Figura 11A). Plantas C3, normalmente 

investem até 50% da proteína foliar em Rubisco, o que representa cerca de 25% do nitrogênio 

da folha (WHITNEY et al., 2015). Esse aumento da proteína foliar para as plantas que 

receberam a fonte amoniacal, pode ter contribuído para a maior velocidade de carboxilação da 

Rubisco (Vcmax) (Tabela 3) maior utilização de elétrons na regeneração da RuBP (J) e maior 

eficiência fotoquímica (Fv/Fm; Tabela 4). Para os dois últimos parâmetros especialmente, o 

aumento no teor de proteína pode estar relacionado ao um investimento de C e N em 

componentes fotoquímicos estruturais. Em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a déficit 

hídrico, a Vcmax foi menos afetada em plantas cultivadas com NH4
+, do que em plantas que 

receberam a fonte nítrica  (GUO et al., 2007). O déficit hídrico assim como a aclimatação 

fotossintética a alta [CO2], possuem respostas fisiológicas semelhantes no que diz respeito a 

diminuição da gS e consequente diminuição do fluxo de massa responsável pela absorção e 

transporte de NO3
- para a parte aéra, deste modo, a maior integridade do aparato fotossintético 

das plantas de arroz para o tratamento com NH4
+, pode estar relacionada aos processos 

metabólicos que tornaram este íon uma fonte de N mais acessível, assim como verificado neste 

trabalho. 

Embora pareça contraditório, a maior Vcmax (Tabela 3) foi observada para tratamento 

com NH4
+, o mesmo a apresentar a maior FR (Figura 7F). Diferentes trabalhos têm demonstrado 

que melhorar o fluxo de metabólitos fotorrespiratórios, pode aumentar o desempenho 

fotossintético (HUANG; HU; ZHANG, 2015; IGAMBERDIEV et al., 2001; JAUREGUI et al., 

2015; TIMM et al., 2008; VOSS et al., 2013; ZHU; LONG; ORT, 2010). Além disso, o maior 

teor de proteínas das plantas tratadas com NH4
+, em relação aos demais tratamentos sob 760 

µmol.mol-1 (Figura 11A), provavelmente promoveram um incremento nos teores de Rubisco, 

o que resultou em aumento quantitativo da FR. 

De acordo com o modelo de fotossíntese de Farquhar et al. (1980), a assimilação de CO2 

em plantas C3 é restringida pela carboxilação e/ou regeneração da RuBP. Portanto, com base 

nesse modelo, o passo limitante pode ser alterado de duas maneiras: (1) ajustes no equilíbrio 
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entre as taxas máximas de regeneração e carboxilação da RuBP, ou (2) mudanças na [CO2] no 

cloroplasto (HIKOSAKA et al., 2006; YAMORI et al., 2012). Em pesquisas com plantas de 

tabaco, Yamori et al. (2012) relataram que a taxa de assimilação de CO2 em 380 μmol.mol- 1 e 

1500 μmol fótons m-2 s-1, depende do teor de N da folha e é principalmente determinado pela 

quantidade de elétrons disponíveis para regeneração da RuBP. De um modo geral, isso ocorre 

porque a assimilação de N é um forte dreno de produtos fotoquímicos, que em condições 

atmosféricas atuais de CO2, atua como um coletor adicional de elétrons em plantas C3, evitando 

danos fotoinibitórios (RAINES, 2011). No entanto, neste trabalho, com o aumento da [CO2], 

não apenas a quantidade, mas a fonte de N disponível foi determinante da eficiência 

fotoquímica. A maior relação Fv/Fm foi observada para as plantas tratadas com NH4
+, e a menor 

constatada para as plantas que receberam a fonte nítrica (Tabela 4), que consequentemente 

apresentaram baixos valores de J (Tabela 3). Além disso, a maior eficiência fotoquímica das 

plantas que receberam a fonte amoniacal, pode ser justificada pelo aumento dos teores de 

clorofila a e b verificados para este tratamento sob exposição a alta [CO2], ao passo que para o 

controle e a fonte nítrica foi observada redução (Figura 6). Esse aumento no teor de clorofila a 

e b, pode ainda, estar relacionado a maior atividade da GDH no sentido de síntese de glutamato 

(Figura 18A), uma vez este AA é o precursor da síntese de clorofila (FORDE; LEA, 2007). 

Neste contexto, o baixo desempenho fotossintético das plantas tratadas com NO3
- pode 

ser justificado de três maneiras: (1) mesmo com o aumento da demanda energética pelo CCB 

devido a exposição a maior [CO2], a produção de NADPH e ATP pela etapa fotoquímica ainda 

assim, supera a capacidade bioquímica de utilização desses produtos (RAINES, 2011), que 

somada a baixa absorção e assimilação de NO3
- (Figuras 13A; 13B e 15A) pode ocasionar uma 

super redução dos cloroplastos resultando em danos fotoinibitórios em consequência do 

aumento do conteúdo de H2O2 (Figura 20A); (2) com a diminuição da FR (Figura 7F), essas 

plantas deixaram de ter uma via adicional para o consumo de produtos fotoquímicos, que é 

importante para manutenção do equilíbrio redox do cloroplasto  (REUMANN; WEBER, 2006) 

e ainda, (3) pela diminuição do conteúdo de clorofila a e b (Figura 6) e consequentemente 

redução da eficiência fotoquímica (Tabela 4).  

Uma das respostas observadas em situações de super redução celular é a produção de 

espécies reativas de Oxigênio (ERO) (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 

2008). Neste trabalho contatou-se aumento do conteúdo de peróxido de Hidrogênio (H2O2) nas 

folhas das plantas que receberam a fonte nítrica (Figura 20A), como consequência da maior 

atividade da superóxido dismutase (SOD) sob alta [CO2] (Figura 19A). Essa enzima é acionada 

quando a capacidade de fotoproteção é excedida (LOVELOCK; OSMOND; JEBB, 1994), 
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indicado pelo declínio da eficiência fotoquímica verificado pela relação Fv/Fm (Tabela 4). 

Embora com aumento da [CO2] tenha sido constatado um aumento para atividade de enzimas 

destinadas a metabolizar o H2O2, como a catalase (CAT) (Figura 21A) e a ascorbato peroxidase 

(APX) (Figura 22A) nas folhas das plantas tratadas com NO3
-, possivelmente este aumento não 

foi suficiente para preservar a integridade do PSII, o que resultou em incremento do conteúdo 

malondialdeído (peroxidação lipídica; Figura 23) verificado neste tratamento. 

 A fotossíntese representa a principal fonte de C nas plantas superiores, e qualquer 

alteração na assimilação de C, afeta toda a dinâmica metabólica celular.  Durante a assimilação 

de N inorgânico, são necessárias quantidades significativas de C e de  ATP e NAD(P)H para 

direcionar a síntese de AA e outros compostos nitrogenados (NUNES-NESI; FERNIE; STITT, 

2010). Neste trabalho, o aumento nos teores de sacarose sob alta [CO2] estão de acordo com o 

desempenho fotossintético observado para todas as fontes nitrogenadas (Figura 9).  

A maior capacidade fotossintética das plantas que receberam a fonte amoniacal, resultou 

em maior acúmulo de sacarose neste tratamento (Figura 9). Isto pode ter sido crucial para 

melhorar a assimilação de NH4
+ principalmente nas raízes, uma vez que aumenta a 

disponibilidade de esqueletos de C. De fato, isso pode ser confirmado pelo aumento da atividade 

da invertase ácida da parede celular (IAP) (Figura 14C). Esta enzima promove a hidrólise da 

sacarose no apoplasto, diminuindo o acúmulo deste açúcar nas proximidades da parede celular 

e aumentando a capacidade de importação por diferença no gradiente de concentração, 

determinando a força do dreno (KOCH, 2004). A maior disponibilidade de hexoses nas folhas 

e nas raízes (Figura 10) possibilitou que mais C fosse oxidado através do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos (TCA) e consequentemente uma maior síntese de 2-oxoglutarato (2OG), serviu 

como substrato para enzima GOGAT que também teve sua atividade aumentada neste 

tratamento sob 760 µmol.mol-1 (Figura 17).  

O aumento do teor de sacarose observado nas raízes das plantas tratadas com NO3
- 

(Figura 17), também pode estar associado a atividade das enzimas do metabolismo do N neste 

órgão. Os açúcares, especialmente a sacarose, podem induzir atividade RN em Arabidopsis, 

pelo aumento da expressão de genes NIA (nitrato redutase [NADH]) (REDA, 2013). Neste 

trabalho, a maior atividade da RN nas raízes sob 760 µmol.mol-1, indica que com a diminuição 

da redução do NO3
- na folha, houve uma maior assimilação deste íon no sistema radicular. O 

incremento da atividade das enzimas GS (Figura 16B), GOGAT (Figura 17) e GDH (Figura 

18B), confirmam um aumento da conversão de NO3
- a AA nas raízes expostas a alta [CO2]. 

Esses AA, provavelmente foram transportados para a parte aérea, visto que houve redução do 

teor de proteínas nas raízes para este tratamento (Figura 11B).  
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A raiz geralmente é um dreno de AA em plantas C3 que assimilam N preferencialmente 

nas folhas (FISCHER et al., 1998). O transporte de AA da raiz para a parte aérea pode ter 

significado uma perda substancial de esqueletos de C neste órgão, que em parte, explicaria a 

redução do acúmulo de MS observada no sistema radicular nas plantas que receberam a fonte 

nítrica sob alta [CO2] (Figura 2B). Além disso, com a redução da A (Figura 7A), os esqueletos 

de C usados na síntase de AA nas raízes, podem ter sido mobilizados através da hidrólise da 

sacarose armazenada nos vacúolos, como consequência do aumento da atividade da invertase 

ácida neste compartimento (IAV) (Figura 14A).  

A coordenação da interação entre os metabolismos do C e N sob alta [CO2] também 

pode envolver sinais hormonais, embora como visto, a fonte inorgânica de N que está sendo 

oferecida desempenhe um papel importante, funcionando como um sinal metabólico que afeta 

diferentes aspectos do desenvolvimento da planta. Compreender como a natureza e a influência 

da assimilação de NO3
- ou NH4

+ coordenam a sinalização molecular das respostas fisiológicas 

será um desafio para pesquisas futuras, assim como integrar os efeitos de outros fatores 

ambientais que afetam a aclimatação fotossintética ao aumento da [CO2]. 

 

5 CONCLUSÃO 
 

A interação entre os metabolismos do Carbono e Nitrogênio são diferencialmente 

afetadas em plantas de tabaco fertirrigadas com NO3
- ou NH4

+ como fontes exclusivas de N e 

submetidas ao aumento da [CO2]. Os dados obtidos através da realização desse trabalho, 

permitem ainda, inferir que os efeitos da forma inorgânica de N que está sendo absorvida do 

solo, determinam o desempenho fisiológico em plantas de tabaco diante do aumento da [CO2] 

previsto para as próximas décadas. 
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