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RESUMO GERAL

A estimulacdo inicial da assimilacdo de carbono (C) sob alta concentracdo de CO2 ([CO2]) é
frequentemente seguida por um declinio em plantas C3 conhecido como aclimatacédo
fotossintética ao CO2. A diminuicdo da taxa fotossintética geralmente esta associada a
diminuicdo do contetdo de Rubisco, acumulo de amido e reducéo do teor de nitrogénio (N)
endogeno. Essa redugdo do teor de N, ainda ndo foi completamente elucidada e pode estar
relacionada a diferentes mecanismos fisioldgicos. A absorcdo de NOs™ consome cerca de 25%
da energia produzida por uma folha expandida, enquanto o NH4* tem um menor requerimento
energético para ser incorporado em compostos organicos. Essas necessidades energéticas
distintas sdo extremamente relevantes sob alta [CO-], uma vez que, com o aumento das taxas
fotossintéticas, a assimilacdo de NOs™ exigiria uma amplificagéo e flexibilidade dos sistemas de
producdo de energia para atender a alta demanda metabolica. Assim, as diferencas no
requerimento energético entre as fontes inorganicas de N, levam a hipétese de que o NH4" venha
a se tornar uma fonte de N mais favoravel a assimilacdo em plantas C3 diante do aumento da
[CO2] prevista para as préximas décadas. Contudo, niveis elevados de NH4* em tecidos vegetais
podem ser toxicos, causando alteracGes fisiologicas e morfoldgicas. Neste contexto, a seguinte
hipétese foi investigada: o metabolismo do N, e sua relagdo com o metabolismo do C séo
diferentemente afetadas em plantas C3 fertilizadas com NOs™ e/ou NH4* como fontes exclusivas
de N e expostas a alta [CO2]. Com a realizacdo deste trabalho, o metabolismo do N e sua
interacdo com o metabolismo do C foi analisado e discutido através dos resultados do
experimento com plantas de tabaco (N. tabacum) fertirrigadas com NOs e/ou NHi" e
submetidas a diferentes [CO2]. Os dados obtidos mostraram que as plantas que receberam
apenas NO3z™ como fonte de N apresentaram baixo desempenho de crescimento quando expostas
a [CO;] de 760 umol.mol. Em contrapartida, nas plantas tratadas com NH4* como fonte de N,
0 aumento da [CO2] favoreceu positivamente as trocas gasosas e a disponibilidade de esqueletos
de Carbono (C), fundamentais para o funcionamento das vias metabodlicas envolvidas na
assimilacdo e distribuicdo de N para os tecidos em crescimento. Os resultados sugerem que o
desempenho fisioldgico de plantas de tabaco expostas a alta [CO2] dependem das implicacGes

metabolicas inerentes a fonte inorganica de N que esta sendo absorvida e assimilada.

Palavras-chave: Assimilacdo de Nitrogénio. Metabolismo do Carbono. Fotossintese.

Aclimatacéo fotossintética. Trocas gasosas.



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

followed by a photosynthesis decline, known as CO; 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 [CO-] can be particularly affected if plants are
fertilized with nitrate (NO3") or ammonium (NH4%), as N sources. The NOs™ 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 NOszassimilation. 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[COz2].
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 NOs™ and NH4*
ratio in tobacco (Nicotiana tabacum) plants. The results showed that plants that received only
NOs™ as source of N had low growth performance when exposed to [CO2] of 760 pmol.mol™.
On the other hand, in fertirrigated plants with only NH.*, the increase [CO-] 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 [CO-] 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 INTRODUCAO

O nivel atual de concentracdo de CO, [CO2] atmosférico aumentou de 270 ppm no
periodo da revolucdo 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 assimilagdo de Carbono (C) acelerando o crescimento
de muitas espécies de plantas, especialmente quando outros recursos ambientais ndo limitam a
produtividade (KANT et al., 2012).

A estimulacéo incial da fotossintese em resposta ao aumento da [CO] é frequentemente
seguida por um declinio, que € tipicamente acompanhado por uma diminuicdo do contetdo de
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) (SAGE et al., 1989), um acimulo de
carboidratos ndo estruturais (ARP et al., 1991), especialmente amido e uma diminuicdo da
concentracdo de Nitrogénio (N) nos tecidos vegetais, indicando que a absorcdo e assimilacao
de N ndo acompanha a sintese de carboidratos e o acimulo 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 combinacgdo entre alta [CO2] e o decréscimo do teor de
N nas plantas poderdo afetar a produtividade e a qualidade nutricional dos alimentos, colocando
em risco a seguranca alimentar em todo o mundo (WEST et al., 2014).

O N é o elemento mineral mais limitante ao crescimento e a produtividade priméria das
plantas em sistemas naturais e agricolas. As plantas geralmente adquirem N do solo nas formas
de amonio (NH4") e nitrato (NO3") e o gerenciamento dessas formas € vital para a agricultura,
uma vez que os ions NH4* e NOs™ afetam as culturas de forma diferente (BLOOM, 1997).
Durante a absorcao, transporte, reducéo, e assimilacdo de NOgz", aproximadamente 32 mols de
fotons por mol de N séo consumidos, enquanto que o0 custo energético para incorporagdo do
NHs" em compostos organicos é de 9,45 mols de fotons por mol de N (RAVEN, 1985).
Consequentemente, a assimilagdo de NOz™ pode representar um dreno adicional de poder
redutor, aumentando o consumo de NAD(P)H (BRUCK; GUO, 2006).

Embora o NH4" tenha um menor requerimento energético (BLOOM, 1997), este ion
pode ser toxico quando acumulado em altas concentragcBes nos tecidos vegetais (COX;
REISENAUER, 1973; KRONZUCKER et al., 2001). Por outro lado, o0 NOs™ geralmente € a

forma predominante disponivel em solos agricolas arejados e temperados (BLOOM, 1997)
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podendo se acumular dentro dos tecidos das plantas em altas concentragfes sem toxicidade
(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013).

Apesar das diferencas bioquimicas significativas entre a absorcéo e assimilacdo de NO3
e NH4", a maioria dos estudos ndo compara os aspectos fisioldgicos inerentes a cada uma dessas
fontes de N. Além disso, o N muitas vezes é tratado como uma Unica entidade - o “N total”,
desconsiderando a importancia dos compostos nitrogenados especificos que sdo formados a
partir da aquisicao desses ions e que subsequentemente, se envolvem no metabolismo.

Diferentes mecanismos tém sido propostos para a diminuicao da concentracdo de N sob
alta [CO-], como por exemplo, a diluicdo do teor de N causado pelo rapido aumento da
biomassa (TAUB; WANG, 2008), uma baixa regulacdo da sintese de Rubisco (GESCH et al.,
1998), limitacbes na capacidade de absorcdo (BLOOM et al., 2012) e uma inibicao direta da
assimilacdo de NOz™ (BLOOM et al., 2010). No entanto, embora alguns estudos tenham sido
realizados nos Ultimos anos, pouco se sabe sobre como a absor¢do de NOz™ ou NH4* como fontes
exclusivas de N, interagem com as vias metabdlicas do C para determinar as respostas
fisiolégicas sob alta [CO2].

Diante do exposto, com a realizacdo deste trabalho investigou-se a interacdo entre os
metabolismos do C e N em plantas de tabaco fertilizadas com NO3z™ e/ou NH4* como fontes
exclusivas de N e expostas a diferentes [CO2]. Os resultados foram analisados e discutidos
explorando a forma de N disponivel para absorcdo e assimilacdo como um componente

intrinseco das respostas fisioldgicas de plantas C3 a alta [CO2].
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nicotiana tabacum como modelo

A espécie Nicotiana tabacum pertence ao género Nicotiana L., leva 0 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
género (SIERRO et al., 2014) . Existem mais de 75 espécies naturais de Nicotiana , incluindo
49 nativas do continente Americano e 25 nativas da Australia (CHASE et al., 2003) . A maioria
dos tabacos comerciais cultivados hoje pertence a espécie Nicotiana tabacum L., abrangendo
mais de 1.600 cultivares (SIERRO et al., 2014), sendo considerada uma das culturas nédo
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
absorcédo de luz. O processo fotossintético compreende duas etapas acopladas. A primeira de
carater fotoquimico, tem a funcdo de converter energia luminosa em energia quimica (ATP e
NADPH). A segunda etapa, de carater bioquimico, em que o CO: é fixado pela enzima Ribulose
1,5 bifosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco) e reduzido a compostos organicos (agucares).
Esse processo é conhecido como Ciclo de Calvin-Benson ou via assimilatoria C3, devido a
producdo do primeiro produto fotossintético ser um composto organico de trés carbonos,
denominado 3-fosfoglicerato (3-PGA) (BUCHANAN et al., 2015). A taxa de fixagdo de COo,
realizada pela acdo carboxilase da enzima Rubisco, pode ser reduzida em funcdo da sua
atividade oxigenasse através de um processo conhecido como fotorrespiragcdo. Em plantas de
tabaco a fotorrespiragdo influencia uma ampla gama de processos bioenergéticos, como por
exemplo o funcionamento do Fotossistema Il (HUANG; HU; ZHANG, 2015), o metabolismo
do carbono (CHAVES; PANTSCHITZ; SCHULZE, 2001) e Nitrogénio (N) (DUTILLEUL et
al., 2005; VINCENTZ et al., 1993).

As pesquisas com tabaco contribuiram grandemente para o avanco do conhecimento
sobre aspectos metabdlicos das plantas. Em 1930 o tabaco foi usado como modelo na anélise
das necessidades de nutricionais e, em 1940, o is6topo ‘°N, foi utilizado pela primeira vez para
pesquisar a absorcdo e a assimilagdo de Nitrogénio (N) estabelecendo que nessas plantas, a
reducdo do NOz™ ocorre principalmente nas células fotossinteticamente ativas (LINDBLAD &

GUERRERO, 1993). Essas e muitas outras descobertas cientificas que parecem "senso comum"
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atualmente, sdo derivadas de pesquisas realizadas com tabaco. Além disso, o tabaco € alvo para
0 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 realizacdo desse trabalho, considerou a

acessibilidade a informacdes funcionais sobre seus aspectos fisiologicos.

2.2 As plantas e o Nitrogénio

O Nitrogénio (N) é macronutriente mais limitante para o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Cerca de 20 a 50 g de N s&o necessarios para produzir 1 kg de
massa seca (XU; FAN; MILLER, 2012). Na célula, estd presente como constituinte de
proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, coenzimas, vitaminas, clorofilas, hormonios e grupos
funcionais de enzimas participando assim, de algumas das reacGes mais intensivas em energia
na biosfera (BLOOM, 2015). A deficiéncia deste elemento é o distarbio nutricional que mais
afeta os rendimentos das culturas em todo o mundo (FAGERIA; BALIGAR, 2005).

A disponibilidade de nitrogénio no solo pode variar consideravelmente tanto no espaco
guanto no tempo devido a fatores como precipitacdo, temperatura, vento, tipo de solo e pH
(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Portanto, a forma preferida em que N ¢é absorvida
depende da adaptagdo da planta a essas condigdes. Geralmente, as plantas adaptadas ao baixo
pH dos solos, encontradas em florestas maduras ou tundra artica, tendem a absorver amonio
(NH2") ou aminoacidos, enquanto plantas adaptadas a um pH mais alto e solos aerébicos
absorvem preferencialmente nitrato (NOs’) (MAATHUIS, 2009).

A rizosfera a partir da qual as plantas extraem essas formas N é altamente heterogénea,
tanto espacial quanto temporalmente. As proprias raizes da planta modificam seus ambientes
pelo esgotamento de nutrientes, que culmina com a alteragdo do pH da rizosfera através da troca
ionica, ou ainda, pela relagdo simbidtica com microrganismos do solo (SMART; BLOOM,
1998; TAYLOR; BLOOM, 1998)

Embora as fontes naturais possam ser significativas para os niveis de N disponiveis as
plantas, cerca de 85 a 90 milhGes de toneladas de adubos nitrogenados sdo adicionados
anualmente ao solo na forma dos ions NO3™ e NH4* (GOOD; SHRAWAT; MUENCH, 2004)
para atender as necessidades das variedades de culturas, tornando-se a principal contribuicédo
para 0 aumento da produtividade (TILMAN et al., 2002). Porém, a natureza dindmica do N e
sua propensdo a perda nos sistemas solo-planta criam um ambiente Unico e desafiador para o

gerenciamento eficiente da fertilizagéo, consistindo em uma importante fonte de poluicéo para
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0s ecossistemas de agua doce e costeira, principalmente através da lixiviagdo de NOsz
(CARPENTER et al., 1998). Além disso, a aplicagdo mal direcionada de fertilizantes
nitrogenados gera problemas econdmicos e sociais, uma vez que o N é um dos nutrientes que
mais elevam os custos da producdo, colaborando para o0 aumento da desigualdade de
distribuicdo de recursos alimentares principalmente nos paises em desenvolvimento
(LAWLOR, 2002). Isso se torna mais grave diante de uma cenario crescente da populacdo
mundial e das mudancas climéticas globais previstas para o préximo século (HUNGATE,
2003).

Diante disso, um dos desafios da atualidade, tem sido melhorar a eficiéncia do uso do N
(EUN), sem que haja excesso ou deficiéncia desse elemento, otimizando a integragéo entre a
produtividade, o lucro, a protecao 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, ha uma complexidade significativa na relacdo
entre 0 N e as plantas, sendo necessario levar em consideracdo a eficiéncia de utilizacdo do N
absorvido e seu o efeito na area foliar da cultura, na absorcdo de luz, na fotossintese, no
crescimento, no particionamento de biomassa e produtividade (FAGERIA; BALIGAR, 2005).
Além disso, a EUN é um processo sujeito a diferentes fontes de variacdo que podem coexistir,
onde o gendétipo desempenha um papel priméario devido as diferencas nas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas de cada espécie ou cultivar (SCHENK, 2006; THORUP-
KRISTENSEN; SORENSEN, 1999). Embora 0 mesmo gendétipo possa demostrar diferente
EUN quando submetido a diferentes niveis de disponibilidade ou fontes especificas de N
(BLOOM, 2015; BURNS, 2006), fatores ambientais (temperatura, precipitacdo e estrutura do
solo, etc.), manejo e estresses bioticos e abidticos 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 interacéo entre
as plantas e o N ainda apresenta muitos desafios aos pesquisadores. A compreensdo holistica
dessa interagdo sera fundamental para melhorar a forma como as plantas absorvem, utilizam e
distribuem o N disponivel, principalmente diante da estimulagdo fotossintética como
consequéncia do aumento da [CO.] atmosférica previstas para as proximas décadas
(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; CHEN et al., 2013).
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2.3 A absorcéo e assimilagéo de nitrato e amoénio

A quantidade de N absorvida pelas plantas varia em funcdo do seu ciclo de
desenvolvimento, da quantidade de raizes, da taxa de absorcdo por unidade de peso de raiz, da
atividade das enzimas envolvidas no ciclo e da disponibilidade de energia para o processo de
assimilacdo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

Tanto o ion NOgz", quanto o NH4" estdo presentes no solo, onde as raizes das plantas
podem absorver uma dessas fontes (ou ambas) usando sistemas de transporte de baixa e alta
afinidade. A absorcéo e a translocacdo de NOz™ sdo predominantemente mediadas pela familia
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 sdo conhecidos pelo transporte de NOz™ de baixa afinidade (LATS) e alta afinidade
(HATS), saturando-se na ordem de mM e uM respectivamente (WANG; HSU; TSAY, 2012).
Assim como o NOs', a absor¢do de NH4" é igualmente dirigida por LATS (AMT2) e HATS
(AMT1) (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Quando as concentragdes externas de
NH4* sdo altas, o influxo de NH4* pelas raizes também pode ser facilitado por Aquaporinas
(AQP/TIP), canais de potassio (KIRC) e canais de cations ndo seletivos (NSCC) (BRITTO;
KRONZUCKER, 2006).

As plantas utilizam esses sistemas de absorc¢do contrastantes quando o contetido de N
do solo é baixo (HATS) ou suficiente (LATS), a fim de maximizar o crescimento tanto em
condicdes dtimas como limitantes. Neste ponto, hda uma dicotomia entre as fontes de N
disponiveis na medida em que a rizosfera se torna alcalinizada pela absorcdo de quantidades
elevadas de NOs', ou acidificada como resultado de altas concentracGes externas de NH4*. A
alcalinizacdo ativa transportadores HATS de NH4*, enquanto a acidificacdo ativa
transportadores HATS de NOsz (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Essa
regulamentacdo da absor¢do é fundamental para evitar a toxicidade causada por altas
concentracdes NH4*, além de facilitar a absorcdo de ambos os ions, fazendo com que atuem
sinergicamente para promover o crescimento e a produtividade das plantas (HACHIYA et al.,
2012).

O equilibrio entre a fertilizacdo com NOs e NHi" merece atencdo renovada,
principalmente porque as previsfes futuras de mudancas climaticas, podem afetar tanto a
disponibilidade, como também a preferéncia da planta por uma dessas formas de N no solo
(BLOOM, 2010).
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Apos a absorcéo pela planta, NO3™ e NH4" precisam ser incorporados na forma organica
(assimilado) para sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, clorofilas, acidos nucleicos,
coenzimas, hormonios vegetais, alcaloides e outras moléculas que desempenham papel
importante no metabolismo vegetal (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

O NOs absorvido pode ser armazenado temporariamente em vacutolos, assimilado nas
raizes, na parte aérea, ou em ambos os locais dependendo da espécie e da disponibilidade de
energia (FORDE, 2002). A redugdo do NOs™ ocorre no citoplasma e é catalisada pela enzima
redutase do nitrato (RN) para formacdo de nitrito (NO2). A agdo desta enzima é intensiva em
energia, requerendo uma molécula de NAD(P)H por molécula de NO3™ reduzida (CAMPBELL,
1999). Estudos tém mostrado que a atividade da RN é positivamente regulada pela presenca de
NOs’, luz e o estado de C da planta (principalmente presenca de glicose) (KLEIN et al., 2000),
ao passo que NH4", glutamato (Glu) e glutamina (GIn) podem atuar como reguladores negativos
de sua atividade (CAMPBELL, 1999).

O NOz sintetizado como resultado da atividade da RN pode ser transportado para
plastidios e reduzido a NH4* a custa de moléculas de ferredoxina reduzida (Fdred) (folha) ou
NAD(P)H (raizes), por meio da atividade da enzima nitrito redutase (NiR). A reducdo de NO>’
requer seis mols de elétrons por mol de NO2", o que representa 75% dos elétrons consumidos
durante a assimilacdo de NO3* (BLOOM; SUKRAPANNA; WARNER, 1992). O NOs™ é entdo,
em Gltima instancia, reduzido a NH4" (LAM et al., 1995).

O NH4* presente nos tecidos vegetais pode originar da reducdo do NOgs", da absorcao
direta de NH4*, da desaminacdo de compostos nitrogenados, ou ainda como subproduto da
fotorrespiracdo (KANT et al., 2007). A incorporacdo deste ion em diferentes aminoacidos (AA)
é feita geralmente através do ciclo glutamina sintetase/glutamina 2-oxoglutarato amino
transferase (GS/GOGAT) que ocorre em cloroplastos (folhas) ou plastidios (raiz). A atividade
da GS depende de ATP como fonte de energia e requer NH4* e glutamato (Glu) como substrato
para producao de glutamina (GlIn). A GIn recém-sintetizada é entdo usada para sintese de AA,
transportada para outros 6rgéos, ou pode prosseguir na assimilacdo de N através da atividade
da enzima GOGAT, que requer Fdred (folha) ou NAD(P)H (raiz) como fonte de energia para
transferéncia de um grupo amina da GIn para acido dicarboxilico 2-oxoglutarato (2-OG),
produzindo duas moléculas de Glu. Uma molécula de Glu pode ser novamente incorporada a
via GS/GOGAT para prosseguir na assimilagédo de N, e a segunda pode ser usada para producéo
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 entéo servir como doador de
seu grupo amina ao oxalacetato (OAA) através da atividade da enzima aspartato amino
transferase (AspAT) para producédo aspartato (Asp) e 2-OG como subproduto. O 2-OG pode
ser transportado de volta ao cloroplasto para continuar a producdo Glu, enquanto N €
armazenado como Asp ou metabolizado ao aminoacido 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
raizes. Este ciclo é vital quando o NH4" esta presente em altas concentragdes, pois é capaz de
processa-lo em uma forma utilizavel, 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 ha limites para o quanto o Asn pode ser diretamente armazenado e/ou enviado para
outros tecidos (WILLIAMS; MILLER, 2001).

A sintese de Glu em tecidos vegetais também pode ser realizada através de uma rota
alternativa, onde a enzima glutamato desidrogenase (GDH) localizada nas mitocondrias das
células companheiras do floema e no citosol de érgdos senescentes ou tecidos. A GDH ¢é
responsavel pela catalise reversivel da aminacéo do 2-OG (DUBOIS et al., 2003). E importante
ressaltar que esta enzima possui alto Ki (7,4) para o NH4*, favorecendo a sintese de Glu apenas
quando a concentragdo deste ion é alta (>1 mM). Quando a concentracdo de NH4* é menor, sua
incorporacdo ao Glu ocorre principalmente via GS-GOGAT (TERCE-LAFORGUE et al.,
2013).

2.4 Aspectos metabdlicos da interacdo entre o metabolismo do Carbono e Nitrogénio

Por sua natureza autotrofica, o crescimento e o desenvolvimento de todas as espécies de
plantas esta inerentemente ligado a presenga, ou auséncia, da luz solar como fonte de energia.
O resultado disso € que o0s processos metabolicos se ajustam direta ou indiretamente com o
ritmo circadiano e a assimilacéo de N ndo é uma excecdao (ALBORNOZ; LIETH, 2015; KRAPP
etal., 2011).

A assimilacdo de N € um dos processos metabolicos que mais demandam energia
(BLOOM, 2015). Para obter elétrons suficientes, as plantas coordenam a assimilagdo de N com
outros processos intensivos em fluxos energéticos como forma de maximizar sua eficiéncia
(ARMENGAUD et al., 2009; SCHEIBLE et al., 2004; STITT et al., 2002). Dentre esses
processos estdo a etapa fotoquimica da fotossintese, responsavel pela conversdao de energia

luminosa em energia quimica armazenada em compostos reduzidos e o Ciclo Calvin-Benson
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(CBC) que envolve uma série de reagdes bioguimicas responsaveis pela assimilacdo 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 assimilacdo 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 0s processos
de assimilacdo de N, ou indiretamente através da sintese de moléculas que transportam energia
para serem usadas posteriormente (STITT et al., 2002).

A assimilacdo N também depende da producgdo de esqueletos de C. Isso significa que, a
disponibilidade de acucares produzidos através do CBC, influenciara o processo assimilatorio.
A medida que os acticares se acumulam ao longo do dia, s&o direcionados para oxidag&o via
glicolise e o funcionamento (mesmo que parcial) do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA),
permitindo a sintese de 2-OG na mitocondria que sera usado como substrato pela GOGAT
(STITT et al., 2002). No entanto, a acumulacdo de agucares em niveis suficientemente altos
para exceder a capacidade de oxidacao, ativara um mecanismo de feedback negativo, resultando
em queda na capacidade fotossintética (STITT et al., 2002). Esse processo propicia uma
acumulacdo de NADPH nos cloroplastos, suplantando a capacidade da enzima ferredoxina-
NADP redutase (FNR) em utilizar o NADP como substrato. O consquente aumento na
concentracdo de Fdred é benéfico a atividade da NiR que possui alto K (0,6 uM) para Fdred,
além de favorecer a atividade da GOGAT (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2014).
Quando esses requisitos metabolicos complexos sdo atendidos, o resultado é a producéo de Glu.

A interacdo entre o N e o C fotossintético em folhas de espécies C3 é adicionalmente
influenciado pela operagdo da via fotorrespiratoria (MISRA, 2014). A fotorrespiragdo € uma
consequéncia da dupla afinidade da enzima Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase
(Rubisco) tanto para o oxigénio como para 0 CO2 (BAUWE; HAGEMANN; FERNIE, 2010).
O produto da reacdo oxigenase da Rubisco é o 2-fosfoglicolato (2PG), que é toxico quando
acumulado em niveis elevados dentro do cloroplasto. O 2-PG precisa entdo ser reciclado para
3-fosfoglicerato (3PGA) através de um processo que requer pelo menos 16 enzimas distribuidas
em quatro compartimentos celulares (cloroplasto, mitocdndria, peroxissomo e citosol) (TIMM
et al., 2008) e pela operacdo de diferentes transportadores de metabdlitos (REUMANN;
WEBER, 2006; SCHWACKE, 2003). A finalidade da via fotorrespiratéria €, em ultima
instancia, recuperar uma molécula de 3PGA a partir de duas moléculas de 2PG, enquanto um

CO> e uma molécula de NH4" séo liberados pelo complexo glicina descarboxilase (GDC)
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durante a conversao de duas moléculas de glicina em uma molécula de serina na mitocondria
(ZHU; LONG; ORT, 2008). Este processo é conhecido por reduzir a eficiéncia fotossintética,
uma vez que o0 COze o NH4" liberados precisam ser reassimilados pela Rubisco e através do
ciclo GS/IGOGAT respectivamente, com gasto de poder redutor e ATP.

Apesar de reduzir a eficiéncia energética da fotossintese, a fotorrespiracdo pode proteger
contra a fotoinibicdo em condigdes em que a assimilacdo de CO € limitada, no entanto,
gerando um alto fluxo NH4" (KEYS, 2006), a taxas que excedem em até 10 vezes o NH4* gerado
pela assimilacdo primaria de N (NUNES-NESI; FERNIE; STITT, 2010; RACHMILEVITCH;
COUSINS; BLOOM, 2004). Esse aumento na concentracdo celular de NH4" favorece a
atividade da enzima GDH no sentido de sintese de Glu e sua operacdo em conjunto a GS, pode
aliviar possiveis sintomas de toxidez (STTIT et al., 2002).

A reducdo da fotorrespiracdo por engenharia genética, tem sido objeto de estudos de
cientistas na tentativa de melhorar a fixacdo de C e consequentemente a produtividade das
principais culturas alimenticias C3 (BETTI et al., 2016; PETERHANSEL et al., 2013). Em
contrapartida, em uma abordagem heuristica das etapas metabolicas, Misra (2014) propde uma
nova rede de operacdo do ciclo fotorrespiratorio, que permitiria o desvio de metabolitos (ex.
glicina, serina e Glu) da rota fotorrespiratéria ciclica em quantidades consideraveis. O desvio
desses AA é especialmente importante em folhas completamente expandidas e senescentes de
onde C e N sdo remobilizados e exportados para tecidos drenos em crescimento. Neste sentido,
o ciclo fotorrespiratério como um importante componente do metabolismo do N em plantas C3
é corroborado.

Como visto, o crescimento e desenvolvimento das plantas séo altamente dependentes da
interacdo entre metabolismo do C e N. Como grandes quantidades de N s&o investidas na
maquinaria fotossintética, consequentemente a assimilacdo de CO- e a producdo 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 interacdes
metabolicas complexas, que sdo reguladas em diferentes niveis, a compreensdo dessas
interacOes é extremamente importante, principalmente quando se deseja avaliar o desempenho

do vegetal em diferentes condi¢cGes ambientais.
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2.5 Metabolismo do Nitrogénio em plantas submetidas a alta concentracdo de dioxido de
carbono

O nivel atual de CO> atmosférico aumentou de 270 ppm no periodo da revolugéo pre-
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 primaria de C, aumenta a taxa fotossintética e o acimulo de
biomassa (POORTER; NAGEL, 2000). Essa estimulacdo da fotossintese € atribuida
principalmente a mudangas na concentracdo de CO./concentracdo de Oxigénio (O2) nas
proximidades do sitio ativo da Rubisco (LONG et al., 2004), aumentando a taxa carboxilacdo
em relacdo a oxigenacdo da RuBP e consequentemente diminuindo a fotorrespiracdo (BAUWE;
HAGEMANN; FERNIE, 2010). No entanto, esse efeito diminui em dias a anos (dependendo
da espécie) e é conhecido como aclimatagdo fotossintética a alta [CO2], onde a estimulacéo
inicial da fixacdo de C é seguida por uma reversdo parcial ou estabilizacdo (KANT et al., 2012).

Estudos tém relacionado a aclimatacdo fotossintética a alta [CO2] a diferentes fatores,
como por exemplo: a diminui¢do no contedldo de Rubisco em resposta a maior eficiéncia de uso
do N (LONG et al., 2004); a inibicdo da assimilacdo fotossintética de C em consequéncia da
acumulacdo de carboidratos ndo estruturais ocasionado pelo desequilibrio entre fonte e dreno
(ARP et al., 1991; KITAOKA et al., 2016; LONG et al., 2004); e ainda, uma redu¢do no teor
de proteina 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 diminuic¢do do teor de N quando as plantas
sdo expostas a alta [CO2] ainda ndo terem sidos completamente elucidados, muitas hipdteses
tém avancado na tentativa de explicar esse fendmeno. Uma delas ¢ a dilui¢do do conteudo de
N causada pelo rapido incremento da biomassa (GIFFORD; BARRETT; LUTZE, 2000; KANT
etal., 2012; KUEHNY et al., 1991; WONG, 1990). Os trabalhos que sustentam essa hipotese
ndo discriminam entre uma dilui¢do de N total, ou uma diluicdo funcional, como consequéncia,
a precisao que o processo descreve € incerta.

Um dos efeitos mais consistentes do crescimento de plantas C3 em alta [CO2] é a
diminuicdo da condutancia estomatica (gs) (AINSWORTH; ROGERS, 2007; NORBY et al.,
1999). Menores valores de gs levaria a uma diminuicdo da taxa transpiratoria e
consequentemente da absorcdo de nutrientes para os quais o fluxo de massa através do solo
desempenha um papel importante, incluindo N principalmente na forma de NO3z™ (TAUB;

WANG, 2008). A absor¢do de N ainda pode ser dificultada pelo aumento de raizes laterais
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versus primarias, o que levaria a uma queda na eficiéncia da absor¢do de N pela limitacéo na
exploracdo do solo (BERNTSON; BAZZAZ, 1995; LYNCH; ST.CLAIR, 2004; PRITCHARD;
ROGERS, 2000).

Embora a absorcdo represente um passo crucial na aquisicdo de N pelas plantas, é a
assimilacdo que define como o N adquirido vai integrar diferentes componentes do
metabolismo celular. Neste contexto, estudos sugerem que a alta [CO:] altera a eficiéncia de
absorcdo de NO3z” (BLOOM et al., 2010; RACHMILEVITCH; COUSINS; BLOOM, 2004).
Bloom et al., 2010 monitoraram a aquisicdo de NOs  em Triticum aestivum e Arabdopsis
thaliana, concluindo que tanto a absor¢do quanto a assimilacdo foram comprometidas em
ambas as espécies sob alta [CO2]. Bloom et al., 2014 expandiram esta hipotese demonstrando
que o teor de proteina e, portanto, o valor nutricional do grdo de T. aestivum foi diminuida
qguando NOs" era fornecido como principal fonte de N sob alta [CO2].

Um dos mecanismos para explicar a inibi¢do da assimilacdo de NO3™ sob alta [CO2] é o
acumulo de &cido carb6nico (HCO3’), que em ultima instancia, poderia competir com o
transporte de NO2 em cloroplastos através de transportadores Narl (MAEDA et al., 2014).
Outro mecanismo seria a competicdo 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 assimilacdo de
NOs" prossegue apenas se a disponibilidade de Fdred exceder a necessaria para a formacéo de
NADPH (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2010). Para a maioria das plantas, isso ocorre
quando a disponibilidade de CO> limita a fixagdo de carbono em plantas C3 (BLOOM et al.,
2010). Um terceiro mecanismo envolve a fotorrespiracdo. Varias linhas de evidéncia ligam a
fotorrespiracdo com a assimilacdo de NO3™ na folha de plantas C3: a fotorrespiragéo estimula a
exportacdo do malato que € reduzido na mitocondria pelo NADH gerado na descarboxilacdo da
glicina (BACKHAUSEN, 2000; BLOOM et al., 2014; TANIGUCHI; MIYAKE, 2012; VOSS
et al., 2013), a oxidacdo do malato no citosol gera NADH (IGAMBERDIEV et al., 2001) que
¢ usado como substrato pela RN (RATHNAM, 1978). Assim, a supressdo da fotorrespiragdo
em folhas de plantas C3 submetidas a alta [CO2] pode diminuir a assimilacdo 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 proximas décadas
ird influenciar metabolismo do N em plantas C3. De fato, algumas conclusdes tiradas de Bloom
et al., 2010 sugerem que o NH4" poderia se tornar uma fonte de N mais favoravel que 0 NOz
no futuro. Embora controversa, € uma questdo que merece maiores investigagdes. Primeiro

porque as proporgdes de NO3 e NH4" dos fertilizantes nitrogenados foram estabelecidas durante
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as pesquisas que impulsionaram a “Revolugdo Verde” entre 1940 e 1970. Nessa época a [CO2]
atmosférico era de aproximadamente 310 pmol.mol?, bem abaixo dos 407 pmol.mol*
registrados em janeiro de 2018 (MLO, 2018). Segundo, porque as alteracdes no teor de N
ocasionadas pela alta [CO2] afetam tanto a produtividade quanto o valor nutricional das

principais culturas alimenticias, significando um retrocesso para a agricultura mundial.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do aumento progressivo da [CO2] atmosférica e da necessidade de alimentar
adequadamente uma populacdo mundial crescente, a melhoria simultanea das eficiéncias de
utilizacdo C e N pelas plantas é de extrema importancia. Embora o crescimento da planta seja
normalmente estimulado sob alta [CO2], a aquisi¢do de biomassa ndo é mantida ao longo do
tempo devido a diminuicdo progressiva das taxas fotossintéticas. 1sso ocorre principalmente
porque a aquisicdo de N pelas plantas ndo acompanha o rapido acimulo de matéria seca. Muitos
estudos apontam que a medida que as concentracdes atmosféricas de CO, aumentam, a
assimilacdo NOz™ diminui, levando a uma diminuicdo de compostos organicos nitrogenados,
inclusive de proteinas. Tem sido sugerido que o aumento da absor¢do de NH4* poderia
compensar a baixa assimilacdo de NOs’, no entanto, isso exigiria a compreensdo de como a
toxicidade NH4* pode ser superada. Para abordar estas questdes, é fundamental que novos
estudos sobre a assimilacdo de NH4*" e NOs™ fornecam informacdes sobre como as diferengas
bioquimicas inerentes ao metabolismo de cada um desses ions interagem e sdo influenciadas

pela assimilacdo de C determinando o crescimento de plantas submetidas a alta [CO2].
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RESUMO
O efeito do aumento da concentracao de dioxido de Carbono [CO2] sobre aspectos fisioldgicos

da interacdo entre os metabolismos do Carbono e Nitrogénio foram investigados em plantas de
tabaco fertirrigadas com solugdo nutritiva (SN) completa (Controle) de Hoagland; Arnon
(1950) e modificada para conter apenas NO3™ (Nitrato) ou NH4" (Am6nio) 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 pardmetro foi marcadamente atenuado nas plantas
fertirrigadas com NOs". Além disso, mudancas anatdbmicas 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 proteinas. Em contrapartida,
nas plantas que receberam a fonte nitrica e no controle, houve reducdo substancial da atividade
da enzima redutase do nitrato nas folhas, diminuicgao da eficiéncia fotoquimica e da condutancia
estomatica. O melhor desempenho das plantas tratadas com a fonte amoniacal esta relacionado
a mecanismos fisiolégicos que mesmo sob alta [CO-], permitem a assimilacdo de NH." e a
redistribuicdo de N entre diferentes 6rgdos da planta. Assim, os efeitos da forma de N que as
plantas estdo absorvendo do solo podem ser tdo importantes para o desempenho de crescimento
quanto os efeitos da alta [CO2].

Palavras-chave: Assimilacdo de Nitrogénio. Nicotiana tabacum. Fotossintese. Aclimatacédo

fotossintética. Trocas gasosas.

1 INTRODUCAO

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo altamente dependentes da interacdo
entre os metabolismos do Carbono (C) e do Nitrogénio (N). A medida que uma quantidade
significativa de N é necessaria como componente da maquinaria fotossintética, a assimilacdo
de didxido de carbono (CO>) através da fotossintese e a producdo de biomassa requerem um
suprimento de N adequado. Por outro lado, durante a assimilacdo de N inorganico, sdo
necessarias quantidades significativas de fotoassimilados para fornecer os esqueletos C que
atuam como aceitadores durante a assimilacdo e utilizacdo do N, além de quantidades
significativas de ATP e NAD(P)H que sdo necessarios para direcionar esses processos
(NUNES-NESI; FERNIE; STITT, 2010).

Na raiz, a principal fonte de energia para impulsionar a assimilacdo de N vem da
degradacéo de acuUcares pela glicdlise, ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) e da rota oxidativa

das pentoses fosfato (RPF). Esses agucares (principalmente sacarose) sao sintetizados em tecido
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fotossinteticamente ativo e subsequentemente transportados para as raizes, para serem usados
como fonte de energia (HELDT; PIECHULLA, 2011). O nitrato (NO3") geralmente é enviado
para as folhas onde as reacdes fotoquimicas podem fornecer poder redutor, na forma de
ferredoxina reduzida (Fdred) e ATP para a assimilacdo (CRAWFORD; FORDE, 2002). Ja o
amoénio (NH4") presente nos tecidos vegetais pode derivar da absorcao direta, da reducdo do
NOgz", da desaminacdo de compostos nitrogenados e da fotorrespiracdo (KANT et al., 2007) ou
ainda, da fixacdo bioldgica. O NH4" absorvido é predominantemente assimilado nas raizes
(FORDE, 2002), embora dependendo da situacdo, maiores quantidades de NH4* podem ser
transportadas para parte aérea. Uma vez que NH4" ja estd em seu estado totalmente reduzido,
ele pode ser diretamente assimilado em diferentes aminoacidos em reacdes que dependem da
entrada de esqueletos de C e energia na forma de poder redutor e ATP (HACHIYA,;
SAKAKIBARA, 2016).

Neste contexto, a particdo do C assimilado pode ser influenciada tanto pela
disponibilidade, como pela forma de inorganica de N absorvida (CHAMPIGNY; FOYER,
1992). Estudos indicam que o fornecimento de NO3z  ou NH4* como fontes exclusivas de N
induzem respostas metabdlicas distintas nas plantas (CARLISLE et al., 2012; PATTERSON et
al., 2010; FERNANDEZ-ESCOBAR, 2011) e essas mudangas podem ser mais pronunciadas
quando as plantas sdo submetidas a alta [CO.] (BLOOM, 2015; BLOOM et al., 2014).

A concentracgdo de N geralmente diminui em altas [CO2] (ANDREWS; RAVEN; LEA,
2013; FENG et al., 2015; KANT et al., 2012), indicando que a absorcao e a assimilacdo nao
acompanham o aumento na sintese de carboidratos e biomassa (WONG, 1990). Esse efeito
pode ser ainda mais acentuado se NOz™ € fornecido como Unica fonte de N (BLOOM et al.,
2010). A redugéo da condutancia (gs) (SREEHARSHA; SEKHAR; REDDY, 2015) e densidade
estomatica (CASTRO et al., 2009; TENG et al., 2009), também tém sido observadas como
resposta a aclimatacéo a alta [CO2] podendo levar a alteragdes principalmente no transporte de
NO3z" por fluxo de massa (TAUB; WANG, 2008), reduzindo progressivamente o teor de N nas
folhas de plantas que assimilam NOz™ preferencialmente nas folhas. No entanto, as alteragdes
morfoldgicas vém sendo negligenciadas, como consequéncia poucos trabalhos relatam a
organizacéo estrutural de tecidos foliares emitidos em condicdo de alta [CO2] , embora possam
estar relacionados ao processo de aclimatacdo (CAMARGO; MARENCO, 2011).

Apesar de alguns estudos relacionarem a interacdo entre a alta [CO2] e o fornecimento
de Nitrogénio (N), pouco se sabe sobre como 0s mecanismos bioguimicos subjacentes a
absorcéo e assimilacdo de NO3™ ou NH4™ sdo influenciados pelo metabolismo do C em plantas

C3 para atender os requisitos energéticos da assimilacdo de N, frente ao aumento das taxas
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fotossintéticas, quando essas plantas sdo submetidas a alta [CO2]. Essas interacbes podem ser
melhor compreedidas, quando se analisa situagdes em que as plantas sdo expostas a diferentes
regimes de N, permitindo a introspec¢do de como pertubacdes podem ser aliviadas ou mesmo
superadas.

Diante do exposto, a seguinte hipétese foi investigada: O metabolismo do N e sua
interacdo com o metabolismo do C sdo diferentemente afetados em plantas C3 fertilizadas com
NOs™ e/ou NH4* como fontes exclusivas de N e expostas a diferentes [CO2]. Para isso, com a
realizacdo deste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito da alta [CO>] nas respostas fisiologicas
de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) e adicionalmente, compreender como esses

parametros podem ser diferencialmente modulados pelas fontes inorganicas de N.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo das plantas e condicGes experimentais

Aproximadamente 500 sementes de tabaco (N. tabacum) cultivar Virginia Gold foram
selecionadas e submetidas a desinfestacdo durante 30 segundos em 200 mL de etanol a 70%
(v/v) ap6s imersdo durante 10 min em 200 mL de hipoclorito de Sddio (NaClO) 2,5% (v/v). As
sementes foram lavadas trés vezes em &gua destilada autoclavada e inoculadas em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (p/v), sacarose 3% (p/v) e agar 0,7% (p/v) para germinacao in
vitro. O pH foi ajustado para 5,7 com NaOH e HCI 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 condi¢des de sala de crescimento a
25 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 36 pmol m? s fornecida por duas
lampadas fluorescentes (20 W, Osram, Brasil).

Ao atingirem aproximadamente 10 cm de comprimento as plantas foram selecionadas
quanto a uniformidade e transplantadas para vasos de 500 mL, contendo substrato vermiculita
média (90 a 100% das particulas entre 1,19-0,50 mm), sendo entdo transferidas para a cAmara
de crescimento controlado (CONVIRON®, ATC60, Canada), com fotoperiodo de 12h,
irradiancia de 300 pmol m? st e temperatura de 25 °C mantidos até o final do experimento.
Inicialmente, a cdmara de crescimento foi ajustada para proporcionar a concentracdo de COzde
380 umol.mol™. Nessas condicdes, as plantas foram aclimatizadas por 17 dias, quando se
iniciou a imposicdo dos tratamentos através da fertirrigagdo com solugdo nutritiva (SN)
completa (Controle) de Hoagland & Arnon (1950) e modificada para conter apenas NOz’
(Nitrato) ou NH4* (Amonio) como fonte de N (Tabela 1).
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A primeira fertirrigagdo foi preparada para conter ¥z forga ionica da disponibilidade dos
nutrientes essenciais da SN completa e 0 mesmo procedimento foi adotado no preparo das

solugdes modificadas, progredindo para forga iénica total das solucGes nutritivas apos 7 dias.

Tabela 1. Composicgdo das solucfes nutritivas (SNs) que constituiram os tratamentos. Solugdo nutritiva
completa (SN completa), modificada para conter nitrato (SN 100% NO3) ou amdnio (SN 100% NH4*)
como fontes exclusivas de N.

FONTES DE MACRONUTRIENTES

SN COMPLETA SN 100% NOy SN 100% NH,™
Fonte (m?]fcﬁi'l) Fonte (mf]fi.ctl) Fonte (m?]féi.ctl)
KNO; 6 KNO; 6 NH.CI 16

Ca(NO;),.4H,0 4 Ca(NO;3),.4H,0 4 Cas(PO4), 1
NH,H,PO. 2 NaNO; 2 CaCl,.2H,0 1
MgS0,.7H,O 1 MgS0..7TH,O 1 K,S0, 1
- - NaH,PO,.H,O 2 KCl 1

FONTES DE MICRONUTRIENTES EM TODAS SNs

Fonte Conc. (umol. L)

FeSO..7H,0O 40

Na,EDTA 40

H;BO; 25

MnSO,.H,0 2

ZnS0O, 2

CuS0,.5H,0 0.5

Na,MoOy 0.5

A fertirrigacdo foi realizada semanalmente com 100 mL de solugéo nutritiva (pH 5,5 +
0,5) referente a cada um dos tratamentos, de modo a evitar o extravasamento da solugé&o.

A irrigacdo no intervalo entre a aplicacdo da SN era igualmente feita com 100 mL de
agua destilada diariamente, exceto dois dias antes da fertirrigacdo semanal, quando 0s vasos
eram submetidos a lavagem do substrato atraves da irrigagdo com aproximadamente 500 mL
de &gua destilada para forgar o extravasamento e evitar que a sobreposicdo da fertirrigacao
pudesse provocar acumulo de ions no substrato. Ao todo foram realizadas cinco fertirrigagdes.

Apbs 45 dias da transferéncia para a camara de crescimento e 28 dias apds o inicio da
fertirrigacdo com as solucdes que constituiram os tratamentos com fonte de N, a concentracéo
de CO; foi ajustada para 760+44,8 pmol.mol™*. Condigdo em que as plantas permaneceram por
mais 5 dias. A temperatura no interior da cdmara de crescimento durante o periodo experimental
se manteve constante (25 °C dia/23 °C noite), e a variagdo para umidade foi de 71,44 + 7,7%

como especificado na Figura 1.
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Figura 1. Concentracdo de CO, (umol.mol?) e umidade relativa (%) no interior da camara de
crescimento durante todo o periodo experimental (50 dias). Cada ponto indica a média (n=24 horas) +
desvio padréo.

2.2 Determinacdo da matéria seca e da taxa de crescimento relativo

Para determinacdo da matéria seca (MS) acumulada as plantas foram coletadas aos 45
(380 pmol.mol?) e aos 50 dias (760 umol.mol™?) apds a transferéncia para a cdmara de
crescimento. As plantas foram pesadas e posteriormente secas em estufa com circulagéo forgada
de ar a 65°C durante 72 horas e em seguida novamente pesadas para calculo da matéria seca
(MS). A taxa de crescimento relativo (TCR), foi calculada baseando-se no aumento da MS aos
45 e 50 dias em funcdo da MS inicial obtida das plantulas apos a transferéncia para a cAmara

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

Ln (MS1) — Ln (MS2)

TCR = T1 — T2
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em que: Ln = logaritmo neperiano da matéria seca (MS) nos tempos Tle T2.
T1e T2 - tempo inicial e final, respectivamente.

2.3 AvaliacOes anatomicas

As folhas foram coletadas aos 45 dias (380 pumol.mol™?) e aos 50 dias (760 pmol.mol™)
apos a transferéncia das plantas para a camara de crescimento. As folhas coletadas aos 50 dias
foram as recentemente expandidas, apds o aumento da concentracdo de CO2. As amostras
foram fixadas em formol, acido acético e alcool (F.A.A.) 70% (JOHANSEN, 1940), por 24
horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (v/v). Todos os cortes foram efetuados a
mao livre, com o auxilio de laminas de barbear estéril (Gillete®, Brasil), usando isopor e medula
do peciolo de embalba como material de suporte. As caracteristicas anatdmicas da seccao
transversal do limbo foliar foram obtidas de um total de cinco folhas do terco superior das
plantas de tabaco, utilizando-se trés campos por cada folha, totalizando 15 repeti¢des por cada
tratamento. Para as seccdes paradérmicas foram observados quatro campos em cada regido da
lamina foliar, totalizando 10 folhas por tratamento. Todos os cortes foram submetidos a
clarificacdo com hipoclorito de sddio (3% de cloro ativo), triplice lavagem em agua destilada e
coloragdo com solugéo safrablau (azul de astra 0,1% e safranina 1%, na proporcdo de 7:3).
Posteriormente, os cortes foram montados em laminas semipermanentes com glicerol 50% (v/v)
(KRAUS; ARDUIN, 1997). As caracteristicas anatbmicas avaliadas foram: espessura do
mesofilo na face abaxial e espessura do parénquima palicadico; densidade estomatica (DE -
namero de estdmatos por unidade de area) e a funcionalidade estomatica (FUN — considerada
como a relagdo diametro polar/didmetro equatorial dos estdmatos) (CASTRO; PEREIRA;
PAIVA, 2009).

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

Para determinacédo dos teores de pigmentos as folhas foram coletadas aos 45 dias (380
umol.mol™?) e aos 50 dias (760 pmol.mol™?) apds a transferéncia das plantas para a cmara de
crescimento. Foram macerados 0,1 mg de tecido foliar em acetona 80%. Apos filtracdo, o
volume final foi completado para 10 mL e, em seguida foram realizadas as leituras
espectrofotomeétricas 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 Medic0es das trocas gasosas

As avaliacOes das trocas gasosas foram feitas diariamente no periodo entre 43 e 50 dias
apos a transferéncias das plantas para cdmara de crescimento, somando 7 dias de avaliacdo dos
quais 3 dias em 380 pumol.mol™ e 4 dias em 760 pumol.mol™. As medi¢des foram realizadas no
terco médio da planta em folha completamente expandida entre 9 e 11 horas da manh&. Foram
considerados a taxa liquida de assimilagdo de CO. (A), condutancia estomatica (gs), taxa
transpiratoria (E), relacdo entre a concentracdo de carbono na camara subestomatica e carbono
externo (Ci/Ca) e a eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA = A/E). Nas mesmas folhas,
foram realizadas medidas de respiracdo no escuro (Rd), no periodo entre 4:00 e 5:00 horas da
manhd. As medi¢des foram obtidas com auxilio de um analisador portétil de trocas gasosas,
IRGA modelo LI6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, EUA.

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

de acordo com Sharkey (1988), segundo as equag0es:

Vo
FR==
2

vy = (A + Rd)/(1¢ — 0,5)

onde vo é a taxa de oxigenacdo da Rubisco, A é taxa assimilatdria liquida de CO2, Rd ¢é a
respiracdo medida no escuro, e ¢ é a relacdo entre as taxas de carboxilagdo e oxigenacao da
Rubisco apud Farquhar e Von Caemmerer (1982).

2.6 Curvas de resposta da fotossintese liquida a concentragdo de CO:2 no sitio de
carboxilacao

As curvas de resposta da taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A) ao aumento da
concentracdo intercelular de COz (Ci) foram realizadas no terco médio da planta em folha
completamente expandida aos 45 dias (380 pmol.mol™) e aos 50 dias (760 umol. mol™). Para a
curva A/Cc, a irradiancia foi mantida constante a 1200 pmol.m.s™%. A concentragdo de CO foi
modificada gradualmente na cAmara de medida e variaram de 50 a 1700 umol mol?, na seguinte
ordem: 380, 200, 100, 50, 380, 600, 800, 1300 e 1700 pumol.mol™. Para a elaboragdo da curva,
foi utilizado o modelo bioquimico 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 liquida é dada pelo menor valor que
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se pode obter, em raz&o das limitagcdes impostas pela atividade da Rubisco (Ac), pela taxa de
transporte de elétrons (Aj) ou pela utilizagdo das trioses fosfato (Ap), ou seja:

A= min{AC,Aj,Ap}
onde:

— (Cc -T *)chax _

cc+kc1+k2
0

Ac

R¢

Ci—r1*
4C; — 871 *

A, = 3TPU

onde Cc é a pressdo parcial de CO2 no cloroplasto, T'* é o ponto de compensagido
fotorrespiratorio, Vemax @ velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco, K¢ a constante
cinética da reacgdo de carboxilacéo da Rubisco, Ko a constante cinética da reagédo de oxigenacao
da Rubisco; O a pressao parcial de Oz no cloroplasto, Rc a taxa de respiracdo mitocondrial na
luz, J a taxa de transporte elétrons utilizados para regeneracdo da ribulose 1,5 bifosfato (RuBP)

e TPU a taxa de utilizacdo da triose-fosfato.

2.7 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi obtida utilizando-se um fluordmetro portétil
(FluorPEN FP 100, Photon System Instrument, CzechRepublic). As medic¢des foram feitas aos
45 (380 pmol.mol™?) e 50 dias (760 pmol.mol™?) apds a transferéncia das plantas para camara
de crescimento. As medicbes foram realizadas no terco médio da planta em folha
completamente expandida. As folhas selecionadas foram adaptadas ao escuro durante 30 min,
periodo de tempo suficiente para que todos os centros de reagdo de PSII se tornem oxidados

(STIRBET et al., 2001). Imediatamente apds a adaptacdo ao escuro, as folhas foram expostas a
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um pulso de luz saturante com uma intensidade de 2700 pmol m™ s, com um comprimento de
onda de 650 nm por 5 s. Os transientes de fluorescéncia Fo, Fyv € Fm foram registrados de 10 us

a5 saresolucao de 12 bits.

2.8 Quantificacdo de amido, sacarose, acucares redutores, proteina e aminoacidos

Para quantificacdo de amido, sacarose, acgUcares redutores, proteinas e aminoacidos
amostras de folhas completamente expandidas e raizes foram coletadas aos 45 dias (380
umol.mol?) e aos 50 dias (760 pmol.mol™?). O material vegetal foi seco em estufa com
circulacdo forcada de ar a 65 °C durante 72 horas e posteriormente armazenados em papel tipo
craft até o dia das analises. Os carboidratos, proteinas e aminoacidos foram extraidos pela
homogeneizacdo de 0,2 g de MS de folhas ou raizes em 5 mL de tampéo fosfato de potéssio,
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 quantificacdo de amido e sacarose pelo
método Antrona (DISCHE, 1962), os acUcares redutores foram quantificados de acordo com
protocolo descrito por Miller, (1959), utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), a proteina
total pelo método de Bradford (1976) e aminoacidos totais livres pelo ensaio da ninhidrina
(KENDALL, 1963).

2.9 Quantificacdo de amonio e nitrato endégeno

Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terco médio da planta e
raizes foram coletadas aos 45 dias (380 umol.mol?) e aos 50 dias (760 pmol.mol?) e
imediatamente transferidas para conservagdo em freezer a -80 °C até o dia das analises.
Amostras de 0,1 g de massa fresca foram maceradas com nitrogénio liquido e, posteriormente
transferidas para tubos, aos quais foram acrescentados 2 mL de agua ultra purificada. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado
como extrato bruto nas quantificacdes de NH4" e NOs™ endégeno. O NH4* foi determinado de
acordo com a reagdo conhecida como fenol-hipoclorito (WEATHERBURN, 1967). A
quantificacdo de NOs 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 trés isoformas de invertase (EC 3.2.1.26): acida do
vacuolo (IAV), neutra do citosol (INC) e acida da parede (IAP), em amostras de tecidos de
raizes, coletadas aos 45 dias (380 pmol.mol?) e aos 50 dias (760 pmol.mol™) apds a
transferéncia das plantas para a cdmara de crescimento. A extragdo das isoformas de invertase
foi feita pela homogeneizacdo de 0,4 g de tecido fresco de raizes adicionados de 1,5 mL de
meio constituido de tampdo fosfato de potassio (100 mM pH 7,5), Fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (1 mM), MgCl, (5 mM) e DTT (1 mM). Posteriormente, o conjunto
foi centrifugado a 18.000 g a 4 °C, durante 20 minutos (CAIRO et al., 2009). O sobrenadante
foi utilizado como fonte bruta das enzimas para avaliacdo da atividade das invertases sollveis
e o pellet utilizado para extracdo da invertase acida da parede celular. Na extracdo da invertase
acida da parede, a metodologia foi realizada de acordo com Fahrendorf; Beck, (1990). As
atividades enzimaéticas foram avaliadas pela quantificacdo de acglcares redutores produzidos,
segundo protocolo descrito por Miller (1959), utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

2.11 Atividade das enzimas do metabolismo do Nitrogénio

Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terco médio da planta e
raizes foram coletadas aos 45 dias (380 umol CO, mol™?) e aos 50 dias (760 pmol CO, mol™?) e
imediatamente transferidas para conservacdo em freezer a -80 °C até o dia das andlises. Para a
realizacdo dos ensaios das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamina sintase (GS), glutamina
oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) e desidrogenase do glutamato (GDH) os extratos
enzimaticos foram obtidos a partir da maceracdo de 1,0 g de tecidos (folhas e raizes) em
nitrogénio liquido, adicionados de 5 mL de tamp&o de extragdo contendo tampé&o de fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), PMSF 1 mM, EDTA 100 mM, 10% PVPP e DTT 2 mM. O extrato
foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte
enzimatica.

A atividade da RN (E.C.1.6.6.1) foi quantificada utilizando protocolo descrito por
Berges; Harrison (1995) com algumas modificacdes. Aliquotas de 20 pL do extrato foram
adicionadas ao meio de reacao constituido por tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.5, B-NADH 0,2 mM
e KNO3 10 mM, perfazendo um volume final de 200 pL. A reacéo foi iniciada pela adicéo de
NADH, ap6s a incubacdo do meio, por 3 minutos, a 30 °C. A oxidacdo do NADH foi monitorada
pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e

a quantificacdo foi feita a partir dos 5 minutos de decaimento.
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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 aliquota de 300 pL do extrato bruto, adicionou-se 700 pL
de um meio reacional contendo 200 pL de tampdo tris-HCI 0,5 M, pH 7,5; 100 pL de
mercaptoetanol 0,1 M; 50 puL de MgS0O4.7H20 0,4 M; 150 pL de NH2OHCI 0,1 M; 100 pL de
glutamato monossédico 0,5 M e 100 uL de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 °C por 30
minutos. A reacgéo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de uma solugdo composta de FeCls 0,37
M, HCI 0,67 M e &cido tricloroacético (TCA) 0,2 M. Em seguida, centrifugou-se a 16.000 g
por 5 minutos, o quelato Fe-L-glutamil-y- hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em
espectrofotémetro a 540 nm e a atividade enzimatica expressa em pmol de GHA. g* MF.min’
1.

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

A atividade da GDH (EC 1. 4. 1. 3) foi determinada com 100 mM TrisHCI, pH 7,80,
0,2 mM NADH, 10 mM de 2-oxoglutarato, 4 mM de CaCl2e 100 mM de (NH4)2SO4 (GROAT;
VANCE, 1981). Para ambas, GOGAT e GDH, aliquotas de 20 pL foram adicionadas a 180 pL
do meio de incubacdo e a oxidacdo do NAD(P)H foi monitorada pelo decréscimo da
absorbancia em 340 nm durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e a quantificacdo foi

feita a partir dos 5 minutos de decaimento.

2.12 Atividade das enzimas antioxidantes, quantificagdo de peroxido de hidrogénio e da
peroxidacdo lipidica

Amostras de folhas completamente expandidas dispostas no terco médio da planta e
raizes foram coletadas aos 45 dias (380 pmol.mol™?) e aos 50 dias (760 pmol.mol?) e
imediatamente transferidas para conservacdo em freezer a -80 °C até o dia das analises. Os
extratos enzimaticos foram obtidos a partir de 200 mg de tecidos foliares ou radiculares
macerados em N2 liquido acrescido de PVPP (Polivinilpolipirolidona) insoltvel, adicionou-se
1,5 mL do tampdo de extracdo composto de: Fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10
mM e &cido ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos
a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado para quantificacdo das atividades da dismutase
do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX).

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). As leituras
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foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz
de inibir em 50% a fotorredugdo do NBT nas condicdes 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 absorbancia a 240 nm, a cada 15
segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio. O coeficiente
de extingdo molar utilizado foi 36 mM* cm™.

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi determinada segundo Nakano; Asada (1981),
por meio do monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm e o coeficiente de
extingdo molar utilizado foi 2,8 mM™ cm™,

O H20- foi quantificado a partir de 200 mg de tecidos (folhas e raizes) macerados em
nitrogénio liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000 g por 15
minutos, a 4 °C. Mediu-se a absorbancia a 390 nm em um meio de reacdo, contendo tampéo
fosfato de potéssio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto de potéssio (VELIKOVA; YORDANOQV;
EDREVA, 2000).

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBA), conforme descrito por Buege; Aust (1978). Duzentos miligramas
de tecido radicular e foliar foram macerados em N2 liquido acrescido de 20% de PVPP (m/v) e
homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas de 250uL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo (0,5% (m/v) de &cido tiobarbitdrico (TBA) e 10% (m/v) de
TCA), incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A paralisacdo da reacdo aconteceu
por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em espectrofotdmetro, a 535
nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidagdo. A
concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagdo: [MDA] = (Asss —
Asoo) / (£.b), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10> cm™); b (comprimento 6tico = 1).
A peroxidacao foi expressa em pmol de MDA g 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 variagdo as trés fontes de N (controle, somente
NOs™ e somente NH4"), duas concentracdes de CO, (380 e 760 pmol.mol™), considerando cinco
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repeticGes independentes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
utilizando-se o software estatistico R ver. 3.4.3. 2018.

3 RESULTADOS

3.1 Determinacdo da matéria seca e da taxa de crescimento relativo

O acumulo de matéria seca (MS) em plantas de tabaco (Figura 2A) foi
significativamente afetado pela fonte de Nitrogénio (N) em ambas concentracGes de [CO2] (380
e 760 pmol.mol™). As plantas fertirrigadas com a solugdo nutritiva (SN) completa (controle)
tiveram o maior acimulo 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 aménio (NH4*) como fonte
exclusiva de N (0,4 g). Com o aumento da concentragdo de CO, [CO2] para 760 pumol.mol™,
houve incremento na MS de 54% para o controle e de 77% para as plantas que receberam a
fonte amoniacal (NH4"), enquanto nédo foi observada diferengas significativas para a [CO2] nas
plantas que receberam a fonte nitrica (NO3").

Em relagdo ao acimulo de biomassa nas raizes, sob 380 umol.mol?, o controle e as
tratadas com NO3 ndo apresentaram diferencas significativas entre si, sendo o menor valor
observado para a fonte amoniacal (Figura 2B). No entanto, com o aumento na [COz], houve
incremento de 20% de MS nas raizes do controle e de 88% nas plantas tratadas com NH4*,
enguanto para as plantas que receberam a fonte nitrica foi observada reducdo de 54% para este
parametro.

Embora as plantas tratadas com NH4" tenham apresentado o menor valor de MS total
sob 380 umol.mol, a exposicdo a alta [CO2] levou a um aumento expressivo no acimulo de
MS em g.dia* (Figura 2C; 3), chegando a ser 8,3 vezes maior que o valor observado em 380
umol.mol? e 1,8 vezes maior que o controle e 5 vezes maior que o incremento em MS g.dia™
nas plantas tratadas com NOs'.

Em relacdo 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 pmol.mol™ (Figura 2D). Porém, mudancas nos padroes
de alocacdo de MS foram afetados pelo aumento da [CO2] nas plantas fertirrigadas com NH4",
superando os demais tratamentos. Quando se analisa o efeito da [CO-] dentro da fonte de N, foi
observada uma diminuicdo de aproximadamente 45% na R/PA para o controle e tratadas com
NOs". Ja para as plantas fertirrigadas com NHa4", a [CO2] ndo interferiu neste parametro.
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Figura 2. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio no acimulo de matéria seca (MS)
total (A), MS da raiz (B), na taxa de crescimento relativo (C) e na razdo de MS raiz/parte aérea (D) de

plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam o efeito das concentragcdes de CO, dentro da fonte de
N e letras minusculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentracao de CO.. Letras diferentes

indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott-Knott.
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3.2 AvaliagOes anatdémicas

N&o houve diferenca significativa entre as fontes de Nitrogénio aplicadas sob 380
umol.mol? para a variavel Funcionalidade Estomética (FUN). No entanto, nas folhas
desenvolvidas sob 760 umol.mol™? foram observadas diferencas significativas. A fonte
nitrogenada NHy4", apresentou maior FUN, o que resultou na permanente abertura estomatica

para as plantas que receberam somente esta fonte de N.

Tabela 2. Valores médios referentes a Funcionalidade Estomatica (FUN); Densidade Estomaética (DE);
Espessura do Mesofilo (EM); Parénquima Lacunoso (PL) e Comprimento do Tricomas (CTR) na
superficie foliar abaxial de plantas de tabaco submetidas a fertirrigagdo com diferentes fontes
nitrogenadas e expostas a duas concentracdes de CO..

380 umol.mol 760 pmol.mol
Tratamentos Tratamentos
Controle NOs' NH 4+ Controle Nog' 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 2430 Bb 251,5 Ba 241.8 Ab 298,5 Aa 305,9 Aa

*As médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e pela mesma letra maiuscula nas linhas
nado diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste Scott-Knott.

A densidade estomatica (DE) foi maior (p<0.05) nas folhas desenvolvidas sob 380
umol.mol* independente da fonte de N utilizada (Tabela 2; Figura 3).

No geral, as folhas de tabaco apresentaram de uma a duas camadas de parénquima
palicadico com ceélulas pouco alongadas e cerca de quatro a cinco camadas de parénquima
lacunoso com espacos intercelulares pouco visiveis (Figura 4). Verificou-se que todas as fontes
de N aplicadas induziram aumentos na espessura do mesofilo (EM) e do parénguima lacunoso
(PL) sob 760 umol.mol™? (Tabela 2; Figura 4). No entanto, a diferenga mais expressiva foi
obtida nas plantas fertirrigadas com NH.*, resultando em uma maior espessura do EM e do PL
(Tabela 2).

As folhas de tabaco apresentam tricomas glandulares multicelulares com peddnculo
bisseriado e cabeca secretora globosa com células unisseriadas (células de Sdsten) em ambas

as superficies (Figura 5). Constatou-se uma variacdo 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 acimulo de secregdo sob 760 pumol.mol™? (Tabela 2; Figura 5). As plantas

tratadas com NH4" e as que receberam a fonte nitrica superaram o controle em ambas [COz].

380 pmol.mol™ 760 pmol.mol™!
‘;‘i' W

Figura 3. Secg¢des paradérmicas da face abaxial das folhas de tabaco submetidas a fertirrigacdo com
diferentes fontes nitrogenadas: Solugdo nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas
nitrato (NOs") (C); ou amonio (NH4*) (E) como fonte de N, sob concentragdo de CO, de 380 pumol.mol
1e SN completa (B); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3’) (D); ou amdnio (NH4*) (F) como
fonte de N sob concentragdo de CO de 760 umol.mol™. Observa-se células epidérmicas comuns (ce)
com paredes sinuosas, estbmatos anomociticos (es) e tricomas aparentes (tr).
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380 ymol.mol 760 ymol.mol’

Figura 4. SeccOes transversais de folhas de tabaco submetidas a fertirrigacdo com diferentes fontes
nitrogenadas: Solucdo nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3)
(C); ou amdnio (NH4") (E) como fonte de N, sob concentracéo de CO; de 380 pmol.mol™ e SN completa
(B); SN modificada para conter apenas nitrato (NO3") (D); ou aménio (NH.") (F) como fonte de N sob
concentracdo de CO, de 760 umol.mol ™. Observam-se células epidérmicas da face abaxial (ch); células
epidérmicas da face adaxial (cd); parénquima palicadico (pp); parénquima lacunoso (pl); tricomas (tr).
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Figura 5. SeccBes paradérmicas da face abaxial das folhas de tabaco submetidas a fertirrigagdo com
diferentes fontes nitrogenadas: Solugdo nutritiva (SN) completa (A); SN modificada para conter apenas
nitrato (NOs") (C); ou amonio (NH4*) (E) como fonte de N, sob 380 pmol CO, mol e SN completa (B);
SN modificada para conter apenas nitrato (NO3z") (D); ou aménio (NH4*) (F) como fonte de N sob 760
umol CO, mol™. Observa-se tricomas glandulares (tg); célula secretora (cs); secrecdo acumulada (sa) e
células de sosten (cso).

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

Os teores de clorofila a foram marcadamente influenciados pela fonte de N sob 380
umol.mol?, sendo os maiores valores observados para as plantas fertirrigadas com NOs,
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 concentracao
deste pigmento observada para o controle e a menor nas plantas fertirrigadas com NH4* (Figura
7).



53

Sob 760 umol.mol™, as plantas fertirrigadas com NH4" exibiram os maiores teores de
clorofila a em comparagdo com o controle e NO3™ que ndo diferiram significativamente entre
si. Para o teor de clorofila b, a fonte nitrogenada nao interferiu no contetido deste pigmento sob
esta [CO2]. No entanto, quando se analisa 0 aumento na [CO2], houve reducédo nos teores de
clorofila a de 34% no controle e de 31% nas plantas fertirrigadas com NOs™ em relagdo aos
valores observados em 380 pmol.mol?, enquanto para as plantas que receberam a fonte
amoniacal foi constatado aumento de 15%. O mesmo comportamento foi constatado para 0s
teores de clorofila b em relacéo as fontes de N quando as plantas de tabaco foram submetidas a
alta [CO-], sendo a reducdo neste parametro de 42% para o controle, seguido de 28% para as
plantas fertirrigadas com NOs" e aumento de 48% nas plantas que receberam a fonte amoniacal.
O conteldo de carotenoides ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (Figura
6).

[ Clorofila a
[ Clorofila &
10004 I Carotenoides
380 umol.mol” 760 pmol.mol”
800 - Aa
Ab
. A
, 600 5 a
‘_E Aa B_G B_b
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Figura 6. Efeito da concentracéo de CO; e da fonte de Nitrogénio no teor de clorofila a, b e carotenoides
em plantas de tabaco. As letras maiusculas comparam o efeito das concentracdes de CO, dentro da fonte
de Nitrogénio e letras minusculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentracdo de CO,.
Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

3.4 Medic0es das trocas gasosas

Para as medicGes de trocas gasosas nos trés primeiros dias de avaliagcdo na concentracéo
de 380 pmol.mol? , houve oscilagBes para taxa de fotossintese liquida (A) (Figura 7A) dentro
da fonte de N. O controle teve maior A, em média 11,4 pmol CO2 m? s, destacando-se dos
demais tratamentos no primeiro dia de avaliacdo, enquanto as plantas que receberam NO3™ ou

NH4* como fonte de N, os valores de A foram em média de 8,6 pmol CO, m? s, Por outro
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lado, no primeiro dia do aumento da concentragdo de CO, para 760 pmol.mol?, houve
incremento de A nas plantas de tabaco para todas as fontes de N, sendo o maior valor observado
para as plantas fertirrigadas com NH.", onde A foi de 21,1 umol CO, m? s, sequido do controle
com A de 19,0 umol CO, m? s, enquanto os menores valores foram constatados para as plantas
que receberam a fonte nitrica com 15,5 umol CO, m s, No entanto, no controle e nas plantas
tratadas com NOs", A diminuiu, sendo a diferenca constatada entre o primeiro e o ultimo dia de
avaliagédo sob alta [CO2] de 27% para o controle e de 32% para as plantas tratadas com NOs".
Em contrapartida, nas plantas tratadas com NH4*, 0 aumento de A no primeiro dia de medigdo
em 760 pmol.mol™ se mantém para o restante dos dias avaliados, atingindo a maior A (22 pmol
CO2 m? st no terceiro dia de exposicdo (Figura 7A).

Em 380 umol.mol™? a condutancia estomatica (gs) do controle foi em média 65%
superior a observada para os tratamentos com NO3z e NH4", que tiveram valores similares
(Figura 7B). No entanto, todos os tratamentos responderam incialmente ao aumento na
concentracdo de CO», diminuindo a gs. No controle a queda da gs no primeiro dia de aumento
da [CO;] foi de 78% em relacéo as medicGes feitas no terceiro dia em 380 pmol.mol™, chegando
a praticamente igualar-se aos valores observados nas plantas fertirrigadas com a fonte nitrica e
amoniacal onde a queda foi de 60%. A reducdo da gs para as plantas controle e tratadas com
NO3 se mantiveram para todas as medicdes feitas sob alta [CO]. 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 exposicdo a concentragdo de 760 pumol.mol? equiparando-se aos valores
observados no terceiro dia de medigdo em 380 pumol.mol™, mantendo-se superior aos demais
tratamentos até o ultimo dia avaliado (Figura 7B).

Em 380 pumol.mol?, a taxa transpiratdria (E) das plantas controle foram 51% maior do
que os valores de E observados para as plantas tratadas com NOs  ou NH4" no primeiro dia de
avaliacdo (Figura 7C). Nos demais dias avaliados para essa [CO2] a E ndo diferiu entre as fontes
de N. No primeiro dia de exposicéo a 760 pmol.mol, foi observada reducio de 53% na E para
as plantas controle e de 67% para as plantas que receberam a fonte nitrica, em relacdo as
medicOes realizadas para esses tratamentos no terceiro dia sob 380 pmol.mol. Ao contrério,
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 nitrica para todas as
medicdes realizadas em 760 umol.mol (Figura 7C).

A relacdo entre taxa de fotossintese liquida e a taxa transpiratéria (A/E), foi superior no
tratamento com NOs™ apenas no primeiro dia de avaliagdo em 380 pmol.mol? (Figura 7D). Nos

demais dias avaliados para essa [CO2] ndo houve diferenca entre as fontes de N. A exposicao a
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760 pumol.mol™ resultou em aumento da relagio A/E em todas as fontes de N, embora o controle
e as tratadas com NOz™ ndo tenham diferido ente si. A maior A (Figura 7A), e 0 aumento seguido
de manutengdo dos valores de gs (Figura 7B) e E (Figura 7C) observados para as plantas
fertirrigadas com NH4" pode ter contribuido para a menor relagdo A/E para esse tratamento, no
primeiro e no terceiro dia de avaliacdo sob alta [CO:], embora ainda assim, tenha sido maior
que os valores observados nas medigGes realizadas em 380 umol.mol™? (Figura 7D).

A relacdo entre a concentracdo de carbono na camara subestomatica e carbono externo
(Ci/Ca) oscilou entre os tratamentos nitrogenados para ambas as [CO2] (Figura 7E). No
primeiro e segundo dia de medicdo das trocas gasosas sob 380 pmol.mol™?, as plantas controle
apresentaram o maior valor para Ci/Ca, superando significativamente os demais. No entanto,
com o aumento da [CO;], nas plantas tratadas como NH4* foram observadas a maior relacdo
Ci/Ca para o quarto e sexto dia de avaliagio sob 760 pmol.mol™* (Figura 7E).

Para a taxa fotorrespiratoria (FR), ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos
com as fontes nitrogenadas sob 380 pml.mol? (Figura 7F). Com a exposi¢do a alta [CO2] as
plantas tratadas com NH4* apresentaram a maior taxa fotorrespiratdria, superando os demais
tratamentos em todos os dias avaliados sob 760 pumol.mol™. No quarto e no sétimo dia, nas
plantas que receberam a fonte nitrica observou-se a menor FR, embora nos demais dias

avaliados este tratamento nédo tenha diferido significativamente do controle (Figura 7F).
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Figura 7. (A) Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio na taxa de fotossintese liquida
(A); (B) na condutancia estomatica (gs); (C) na taxa transpiratéria (E); (D) na eficiéncia instantanea de
uso da agua (A/E); (E) na relagdo entre a concentracdo de Carbono na cdmara subestomatica e Carbono
externo (Ci/Ca) e (F) na taxa fotorrespiratoria de plantas de tabaco (FR). Cada ponto indica a média
(n=5) + desvio padréo.



57

3.5 Curvas de resposta da fotossintese liquida a concentragdo de CO:2 no sitio de
carboxilacao

Sob 380 umol.mol?, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos para a
velocidade méaxima de carboxilagéo da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase oxigenasse (Rubisco,
Vcmax) (Tabela 3). Em contrapartida, a fonte de N influenciou diferencialmente este parametro
com o aumento na [CO2]. A maior Vcmax sob 760 pumol.mol™, foi obtida nas plantas tratadas
com NH4", seguida pelo controle e a menor Vcmax observada para as plantas que receberam a

fonte nitrica (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios referentes a velocidade méaxima de carboxilagdo da Rubisco (Vcmax); taxa
de transporte de elétrons usados para regeneracdo da RuBP (J) e, a taxa de utilizagdo de triose-fosfato
(TPU) de plantas de tabaco submetidas a fertirrigagdo com diferentes fontes nitrogenadas e expostas a
duas concentragdes de CO..

380 pmol.mol™ 760 pmol.mol ™
Tratamentos
Vemax J TPU Vcemax J TPU
Controle 56 Ba 124 Ba 9,1Bb 79 Ab 180 Ab 13,1 Ab
NO, 60 Aa 108 Bb 9,1Bb 68 Ac 159 Ac 124 Ab
NH," 60Ba  128Ba 18,4 Aa 121 Aa 236 Aa 18,5 Aa

4

*As médias seguidas pela mesma letra minGscula nas colunas e pela mesma letra maidscula nas linhas
ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-Knott.

A taxa de utilizacdo de triose-fosfato (TPU) foi maior nas plantas tratadas com a fonte
amoniacal sob 380 pumol.mol™?, enquanto para as plantas que receberam a fonte nitrica e o
controle ndo houve diferencas 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 pmol.mol™. Por outro lado, a [CO;] n&o influenciou a TPU paras as plantas

que receberam NH4" como fonte de N (Tabela 3).

3.6 Fluorescéncia da clorofila a

Sob 380 umol.mol™, as plantas tratadas com NOs" e as que receberam a fonte amoniacal,
néo apresentaram diferencas significativas para a relacdo Fv/Fm superando o controle (Tabela

4). Com a exposicdo a alta [CO2], observou-se aumento de Fv/Fm nas plantas que receberam a
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fonte amoniacal, seguida do controle e 0 menor valor observado para as plantas tratadas com
NOs". Quando se analisa o efeito da [CO2], houve redugéo significativa deste parametro para
para a fonte nitrica, ao passo que néo interferiu nas plantas tratadas com NH4" e controle (Tabela
4).

Tabela 4. Valores médios referentes a eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) de plantas de tabaco submetidas
a fertirrigacdo com diferentes fontes nitrogenadas e expostas a duas concentracbes de CO-.

380 pmol.mol™ 760 pmol.mol ™
Tratamentos
Fv/Fm Fv/iFm
Controle 0,792 Ab 0,781 Ab
NO3_ 0,809 Aa 0,694 Bc
NH," 0,808 Aa 0,811 Aa

4

*As médias seguidas pela mesma letra minGscula nas colunas e pela mesma letra maidscula nas linhas
ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-Knott.

3.7 Quantificacdo de amido, sacarose, acUcares redutores, proteina e aminoacidos

Entre as fontes de N, as folhas das plantas tratadas com NOsz" e as raizes das plantas que
receberam a fonte amoniacal, apresentaram os maiores teores de amido em 380 pmol.mol*
(Figura 8A). No entanto, com o aumento na [CO-] esses teores foram reduzidos em 30% nas
folhas das plantas que receberam NO3s™ como fonte de N e 47% nas raizes das plantas tratadas
com NH4* (Figura 8B). Em contrapartida, a alta [CO] favoreceu o incremento de amido em
45% nas folhas e 32% nas raizes das plantas controle, enquanto para as plantas tratadas com
NH4" houve incremento de 26% nas folhas e reducédo de 51% nas raizes (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio no teor de amido em folhas (A) e
raizes (B) de plantas de tabaco. Letras maitsculas comparam o efeito das concentra¢fes de CO, dentro
da fonte de N e letras minGsculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentracdo de CO..
Letras diferentes indicam diferengas 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 avaliacOes realizadas em 380 pmol.mol?, sendo os maiores valores
observados para o controle com 569,5 umol Glicose g™ MS, e os menores nas plantas tratadas
com NHg4*, onde o teor de sacarose foi de 110,2 pmol Glicose g* de MS (Figura 9A). Ainda
para essa [CO2], os maiores teores de sacarose nas raizes foram observados no controle,
enquanto as plantas que receberam NO3z” ou NH4" como fonte de N n&o apresentaram diferencas
significativas entre si (Figura 9B). No entanto, com o aumento na [COz2], no controle houve
reducdo de 57% do teor de sacarose nas folhas e de 10% nas raizes, contrastando com as raizes
das plantas tratadas com NOs e NH4", onde houve incremento de sacarose de 72% e 43%

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio no contetido de sacarose em folhas
(A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam o efeito das concentra¢des de CO>
dentro da fonte de N e letras mintsculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentracao de
CO:.. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott Knott.

As concentracbes de acUcares redutores (AR) nas folhas seguiu 0 mesmo
comportamento observado para os teores de sacarose em 380 pmol.mol onde os maiores
valores foram observados para as plantas controle com 887,2 umol AR g*! MS, seguido das
plantas tratadas com NOs  com 604,4 pmol AR g* MS e os menores valores foram obtidos
para as plantas que receberam a fonte amoniacal com 287,3 umol AR g MS (Figura 10A). Por
outro lado, o0 aumento na [CO2] favoreceu o acimulo 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 NOz", embora para essa [CO-] a fonte nitrica e amoniacal, ndo tenham diferido
significativamente entre si. Nas raizes, em 380 pumol.mol™ os maiores valores de AR foram
constatados nas plantas tratadas com NOs™ com 690, 5 pmol AR g* MS, enquanto as plantas

controle e as que receberam a fonte nitrica apresentaram valores médios de 350,8 umol AR g



61

MS (Figura 10B). Com o aumento na [CO-], a concentra¢do de AR nas raizes aumentou nas
plantas fertirrigadas com NH4*em 42%, ao passo que nas plantas tratadas com NO3™ observou-

se reducdo de 54% de AR, enquanto o controle ndo apresentou diferencas significativas para o
efeito da [CO;] (Figura 10B).
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Figura 10. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio no conteido de agucares redutores
(AR) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras mailsculas comparam o efeito das
concentracdes de CO- dentro da fonte de N e letras mintsculas comparam as fontes de Nitrogénio em

cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott
Knott.

Em 380 pmol.mol, os teores de proteinas (PT) nas folhas foram afetados pela fonte de

N em plantas de tabaco. Nas plantas tratadas com NOs" 0s 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 relagdo aos valores
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obtidos em 380 pumol.mol™, sequido das plantas controle que apresentaram redugdo de 19% ,
sendo os menores valores observados para as plantas que receberam a fonte nitrica com
decréscimo de 38% (Figura 11A).
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Figura 11. Efeito da concentracdo de CO, e da fonte de Nitrogénio no teor de proteinas (PT) nas folhas
(A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam o efeito das concentragdes de CO-
dentro da fonte de N e letras mindsculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentracdo de
CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

Nas raizes, em 380 pmol.mol™, ndo houve diferencas significativas para os teores de PT
entre as plantas controle e as tratadas com NOgz", sendo os menores valores observados para as
plantas que receberam NH4" como fonte de N (Figura 11B). No entanto, durante a exposicéo a
alta [CO2] as plantas tratadas com NH4" apresentaram aumento de 25% nos teores de PT em
relacdo aos valores obtidos em 380 umol.mol™?, ndo diferindo estatisticamente das plantas
controle, ja nas plantas que receberam a fonte nitrica, foram observados os menores teores de

PT para essa [CO2] e reducéo de 31% dos teores obtidos em 380 pmol.mol™? (Figura 11B).
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Para os teores de aminoacidos (AA) sob a concentracdo de 380 pmol.mol™, 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! MS, seguido das plantas tratadas com
NO3z com 109,6 mg AA g MS, e os menores valores constatados para as plantas controle com
81,5 mg AA g MS (Figura 12A).
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Figura 12. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio no teor de aminoacidos (AA) nas
folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam o efeito das concentragdes
de CO; dentro da fonte de N e letras minusculas comparam as fontes de Nitrogénio em cada

concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott-
Knott.

A fonte de N também afetou o teor de AA sob 760 umol.mol™. O aumento na [CO;]
acarretou em reducdo desse parametro nas plantas controle, sendo os valores 61% menores do
que os observados em 380 umol.mol™ (Figura 12A). Para a fonte nitrica a reducio foi de 21%
e 27% para a fonte amoniacal. Nas raizes, ndo foram observadas diferencas entre as fontes de
N em 380 pmol.mol* (Figura 12B). Ja para a quantificagdo realizada em 760 pumol.mol™, os

maiores teores de AA nas folhas foram observados para as plantas controle, enquanto a as
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plantas tratadas com NO3z™ ou NH4", ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura 12A). Ao
contrério das folhas, nas raizes o aumento na [CO-] favoreceu o incremento de AA para todos
os tratamentos nitrogenados, sendo observado aumento de 51% no controle, em relacdo a
quantificacdo realizada em 380 pmol.mol™?, enquanto para as fontes nitrica e amoniacal,

constatou-se reducédo de 42 e 40% respectivamente (Figura 12B).

3.8 Quantificacdo de Nitrato e Amonio endogeno

Para ambas as [CO2] o teor de NOs™ foi maior nas folhas e raizes das plantas que
receberam a fonte nitrica seguido pelo controle, ao passo que as plantas que receberam a fonte
amoniacal foram detectadas apenas vestigios deste ion durante a quantificacdo (Figuras 13A e
B). Nas plantas que receberam NH4" como fonte de N, ndo houve diferencas estatisticas nas
folhas ou raizes para nenhum dos parametros avaliados (Figura 13B). Quando se analisa o efeito
do aumento na [CO2] para as folhas, houve reducdo de 73% do teor de NO3™ nas plantas que
receberam a fonte nitrica e 55% para o controle (figura 13A). O contrario foi observado nas
raizes, onde houve aumento de 48% para as plantas tratadas com NO3™ e 30% para o controle
(Figura 13B).

Em relagéo ao teor de NH4*, sob 380 pmol.mol™?, as folhas das plantas que receberam a
fonte amoniacal como tratamento apresentaram maiores teores desse ion, seguido pelo controle,
sendo os menores teores observados nas plantas tratadas com NOsz™ (Figura 13C). O mesmo
comportamento observado para os teores de NH4" nas raizes em ambas [CO2] (Figura 13D). No
entanto, com a exposi¢do a 760 pmol.mol™? 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 NOz™ a [CO2] ndo interferiu na acumulacdo deste ion nas raizes de plantas de
tabaco (Figura 13D).
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Figura 13. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio no teor de nitrato (NO3’) nas folhas
(A) e raizes (B) e teor de amdnio (NH4*) nas folhas (C) e raizes (D) de plantas de tabaco. As letras
maiulsculas comparam o efeito das concentracdes de CO, dentro da fonte de N e letras mindsculas

comparam as fontes de Nitrogénio em cada concentragdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencgas
significativas (p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

3.9 Atividade das isoformas de invertase

Em 380 pumol.mol?, a atividade da invertase acida do vactolo (IAV) nas raizes de
plantas de tabaco, ndo diferiu entre o controle e as plantas tratadas com NH4*, sendo os valores
observados para as plantas fertirrigadas com a fonte nitrica em média 25% menor que as demais
fontes de N (Figura 14A). Com o aumento na [COz], houve o oposto: a atividade da IAV

diminuiu no controle, ndo foi afetada nas plantas que receberam a fonte amoniacal, mas foi
estimulada pela fonte nitrica (Figura 14A).
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Figura 14. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade das isoformas de
invertase nas raizes de plantas de tabaco. (A) Invertase acida do vacuolo (IAV); (B) Invertase neutra do
citosol (INC) e (C) invertase &cida da parede cellular (IAP). As letras maidsculas comparam o efeito das
concentracdes de CO; dentro da fonte de N e letras minusculas comparam as fontes de Nitrogénio em
cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05) pelo teste Scott-

Knott.
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Sob 380 pumol.mol?, a atividade da enzima invertase neutra do citosol (INC), foi
superior nas plantas tratadas com NOs", sequida das plantas que receberam a fonte amoniacal e
0s menores valores observados para o controle (Figura 14B). O aumento na [CO-] favoreceu a
atividade da INC no controle e nas plantas fertirrigadas com NH4*, enquanto para as plantas
tratadas com NOs™ houve reducédo de 44% em relagéo a atividade observada em 380 pumol.mol
! (Figura 14B).

A atividade da invertase acida da parede celular (1AP), foi diferencialmente influenciada
entre as fontes de N sob 380 umol.mol*. Sob essa [CO2] ocontrole apresentou a maior atividade
da IAP, seguido pelas plantas tratadas com NOz™ e a menor atividade constatada para as plantas
que receberam a fonte amoniacal (Figura 14C). Com o aumento da [CO.], 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 pmol.mol™. A [CO;], ndo influenciou a

atividade desta enzima nas raizes do controle e das plantas tratadas com NO3™ (Figura 14C).

3.10 Atividade das enzimas do metabolismo do Nitrogénio

A atividade da enzima redutase do nitrato (RN) em plantas de tabaco, foi influenciada
tanto pela fonte de N, quanto pela [CO.] (Figura 15). As plantas tratadas com NOs’,
apresentaram a maior atividade da RN nas folhas e nas raizes durante a exposicdo a 380
umol.mol?, superando em 37% a atividade desta enzima no controle (Figura 15A). Ainda para
as folhas, com o aumento na [CO2], observou-se reducdo de 33% da atividade da RN para o
controle e de 70% para as plantas tratadas com NOsz", embora ainda assim, sob 760 pumol.mol
1 a fonte nitrica tenha se sobressaido (Figura 15A).

Nas raizes, sob a 380 pmol.mol, a maior atividade da RN foi observada nas plantas
que receberam a fonte nitrica sob 380 pmol.mol™, no entanto, com a submisséo das plantas a
alta [CO-], este tratamento foi superado pelo controle que apresentou maior incremento na
atividade da RN nas raizes (Figura 15B). Nas plantas que receberam NH4" como fonte de N,
ndo houve diferencas estatisticas nas folhas ou raizes em nenhuma das avaliagGes, sendo

detectadas apenas uma atividade residual desta enzima (Figura 15).
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Figura 15. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima redutase do
nitrato (RN) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras mailsculas comparam o efeito
das concentraces de CO- dentro da fonte de Nitrogénio e letras minasculas comparam as fontes de
Nitrogénio em cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05)
pelo teste Scott-Knott.

Para a atividade da enzima glutamina sintase (GS), sob 380 pmol.mol, as folhas das
plantas tratadas com NO3z™ ou com NH4* ndo diferiram estatisticamente entre si, superando a
atividade desta enzima no controle (Figura 16A). Com o aumento da [CO], as folhas das
plantas que receberam a fonte amoniacal apresentaram incremento de 38% para a atividade da
GS, enquanto nas plantas tratadas com NOgz", observou-se reducéo de 27%. No controle, a [CO2]
ndo influenciou a atividade desta enzima (Figura 16A). Nas raizes, a atividade da GS né&o foi
afetada pela fonte de N, embora todos os tratamentos tenham apresentado aumento significativo

quando expostos a alta [CO>] (Figura 16B).
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Figura 16. Efeito da concentracdo de CO, e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima glutamina
sintase (GS) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maiusculas comparam o efeito
das concentracBes de CO- dentro da fonte de Nitrogénio e letras minGsculas comparam as fontes de

Nitrogénio em cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05)
pelo teste Scott-Knott.

A atividade da enzima glutamato sintase (NADPH-GOGAT) foi ensaida nas raizes de
plantas de tabaco (Figura 17). A maior atividade da NADPH-GOGAT sob 380 pmol.mol* foi
constatada para as plantas controle, seguida das plantas com NHs* e os menores valores
observados paras as plantas que receberam a fonte nitrica. Porém, com a exposi¢do das plantas
a 760 pmol.mol, houve aumento da atividade da GOGAT nas raizes das plantas tratadas com
NH4" e tratadas com NOs’, ao passo que para o controle foi observada reducdo, embora ndo

tenham sido constatadas diferengas estatisticas entre NO3™e controle sob alta [CO2] (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima glutamato
sintase (GOGAT) em raizes de plantas de tabaco. As letras maiusculas comparam o efeito das
concentragdes de CO; dentro da fonte de Nitrogénio e letras minasculas comparam as fontes de
Nitrogénio em cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05)
pelo teste Scott-Knott.

Nas folhas a atividade da enzima glutamato desidrogenase no sentido de sintese de GLU
(GDH), foi afetada pela fonte N em 380 umol.mol™? (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 nitrica e 49% maior que os valores observados para o controle. Com a
exposicdo a alta [CO2], a atividade da GDH néo diferiu entre as plantas tratadas com NOs™ 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
reducdo de 17% na atividade da GDH, enquanto para os demais tratamentos ndo foram
observadas diferencas significativas (Figura 18A). Nas raizes, as maior atividade da GDH sob
380 pmol.mol* foram constatadas nas plantas que receberam a fonte amoniacal, ao passo que
0 controle e as plantas tratadas com NOs™ nédo difeririam significativamente entre si (Figura
18B). O aumento da [CO2], afetou negativamente a atividade da GDH nas raizes das plantas
tratadas com NH4", enquanto para o controle e as plantas que receberam a fonte nitrica ndo

foram observadas diferencas estatisticas (Figura 18B).
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Figura 18. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima glutamato
desidrogenase (GDH) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam
o efeito das concentragdes de CO, dentro da fonte de Nitrogénio e letras mintsculas comparam as fontes
de Nitrogénio em cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

3.11 Atividade das enzimas do metabolismo antioxidante, conteddo de peroxido de
hidrogénio e peroxidacéo lipidica

Sob 380 pumol.mol?, a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) nas folhas ndo
diferiu entre as fontes nitricas e amoniacal, sendo a menor atividade observada para o controle
(Figura 19A). Com a exposicéo das plantas a 760 pmol.mol™, a atividade da SOD nas folhas
aumentou em todas as fontes N e os maiores valores foram observados para as plantas tratadas
com NOs', seguido das plantas que receberam NH4* e os menores valores observados para o
controle. Quando se compara o efeito do aumento na [CO:], houve incremento de 33% para as
plantas que receberam a fonte nitrica, 30% para o controle e 13% para as plantas tratadas com

NH4* (Figura 19A). Nas raizes, assim como observado nas folhas, a atividade da SOD sob 380
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umol.mol™, ndo diferiu entre as fontes nitrica e amoniacal, sendo maiores que a atividade
constatada para o controle (Figura 19B). Com o aumento da [COz2], as plantas tratadas com
NH4* apresentaram um incremento de 55% da atividade desta enzima, em relagdo aos valores
observados em 380 umol.mol?, enquanto nas plantas que receberam a fonte nitrica esse

aumento foi de 20%. Para o controle ndo houve efeito significativo da [CO2] (Figura 19B).
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Figura 19. Efeito da concentragdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maidsculas comparam o
efeito das concentracGes de CO, dentro da fonte de Nitrogénio e letras mindsculas comparam as fontes
de Nitrogénio em cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

O contetdo de perdxido de hidrogénio (H202) nas folhas das plantas de tabaco, ndo
diferiu significativamente entre as fonte de N sob 380 pmol.mol™* (Figura 20A) O contrario foi
observado para o aumento da [CO2] onde o conteudo de H20, aumentou em 35% para as plantas
tratadas com NOgz", 25% para as plantas que receberam a fonte amoniacal, ao passo que houve

reducéo de 40% no controle. Nas raizes, sob 380 pmol.mol™, o maior contetido de H.O; foi
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constatado nas plantas tratadas com NH4*, ao passo que o controle e as plantas que receberam
a fonte nitrica, ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 20B). Com exposicdo das
plantas a 760 pmol.mol, houve incremento no contetido de H,O2 para o controle e para a fonte

nitrica, enquanto para as plantas tratadas com NH4" a concentragdo de CO; néo interferiu no

acumulo de H20; na raiz (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio no contetudo de perdxido de
Hidrogénio (H.0,) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maitsculas comparam o
efeito das concentracGes de CO- dentro da fonte de Nitrogénio e letras mintsculas comparam as fontes

de Nitrogénio em cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

Para a atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas, sob 380 pmol.mol, entre as
plantas tratadas com NOs ou NHs* ndo foram observadas diferencas 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 exposicdo a alta [CO], sendo os maiores valores

observados para as plantas tratadas com NH4", como aumento de 63% em relacdo aos valores



74

obtidos para essa mesma fonte sob 380 pumol.mol™, seguido das plantas que receberam a fonte

nitrica onde constatou-se aumento de 40% e pelo controle que aumentou 39% (Figura 21A).
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Figura 21. Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima catalase
(CAT) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras maiusculas comparam o efeito das
concentracdes de CO; dentro da fonte de Nitrogénio e letras minasculas comparam as fontes de
Nitrogénio em cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05)

pelo teste Scott-Knott.

Nas raizes, sob 380 umol.mol?, a maior atividade da CAT foi obtida nas plantas que

receberam a fonte amoniacal, ao passo que o controle e as plantas tratadas com NOz’, ndo

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 NOs", e 0os menores valores constatados para o controle (Figura

21B).
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A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) nas folhas sob 380 pmol.mol, ndo
diferiu estatisticamente entre as plantas tratadas com a fonte nitrica e amoniacal, sendo a menor
atividade observada para o controle (Figura 22A). Com o aumento da [CO.] os maiores valores
de atividade da APX foram constatados para as plantas tratadas com NOg", ainda para esse
tratamento, observou aumento de 45% em relagdo aos valores obtidos sob 380 umol.mol™,

seguido de aumento de 18% para o controle e reducao de 57% nas plantas tratadas com NH4".
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Figura 22. Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de Nitrogénio na atividade da enzima ascorbato
peroxidase (APX) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de tabaco. As letras mailsculas comparam o
efeito das concentracGes de CO, dentro da fonte de Nitrogénio e letras mindsculas comparam as fontes

de Nitrogénio em cada concentracdo de CO,. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0.05) pelo teste Scott-Knott.

Nas raizes, em ambas as [CO2], as plantas tratadas com NOgz" tiveram a maior atividade
da APX, seguido pelas plantas que receberam a fonte amoniacal e 0os menores valores

observados para o controle (Figura 22B). O aumento da [CO], 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 nitrica 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 peroxidacio lipidica sob 380 pmol.mol™ tanto nas folhas (Figura 23A), quanto nas
raizes (Figura 23B). Com a exposicdo das plantas ao aumento da [CO2], no controle e nas
plantas tratadas com NOs’, observou-se aumento significativo deste pardmentro nas folhas , ao
passo que para a fonte amoniacal houve reducdo. Quando se compara a fonte de N sob 760
umol.mol™?, nas folhas (Figura 23A) os maiores valores foram obtidos para a fonte nitrica, ao

passo que nas raizes (Figura 23B) nao foram observadas diferencas significativas.
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Figura 23. Efeito da concentragdo de CO- e da fonte de Nitrogénio na peroxidac&o lipidica em folhas
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Knott.
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4 DISCUSSAO

A fonte de Nitrogénio (N) fornecida influenciou o crescimento e a morfologia das
plantas de tabaco de forma distinta sob concentracdo de 380 pumol.mol™. Entre os parametros
avaliados neste estudo, a estimulacdo do acumulo de matéria seca total (MS) (Figura 2A), nas
raizes (Figura 2B) e a maior taxa de crescimento relativo (TCR) (Figura 2C) das plantas
controle fertirrigadas com soluc&o nutritiva completa (NOs”; 14 mmol.L™? e NH4*, 2 mmol.L?)
podem estar relacionadas ao efeito benéfico do sinergismo entre nitrato (NO3") e aménio (NH4")
na proporcao adequada (ZHANG et al., 2007), estimulando o crescimento além do observado
quando apenas uma fonte inorganica de N é fornecida (BRITTO; KRONZUCKER, 2002). De
fato, muitas espécies de plantas apresentam sintomas de toxicidade quando submetidas a
fertilizagdo com apenas NH4*, ao passo que esses sintomas sao 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 NOs’, apresentaram melhor
desempenho de crescimento, quando comparadas as plantas que receberam apenas NHs*
(Figuras 2A; 2B; 2C). A maior razdo raiz/parte aérea (Figura 2D) para a concentracdo de 380
umol.mol? também foi observada no controle seguindo as tendéncias de desempenho de
crescimento entre as fontes de N mencionadas acima.

Quando as plantas de tabaco foram submetidas a alta concentracdo de CO2 ([CO2]; 760
umol.mol?) a aceleragdo do crescimento e o aumento da biomassa foi diferencialmente
influenciado pelas fontes nitrogenadas, salientando que os efeitos da forma de N que as plantas
estdo absorvendo do solo podem ser tdo importantes para o desempenho de crescimento quanto
os efeitos da alta [CO2]. Nas plantas fertirrigadas com amonio (NH4*;16 mmol.L™?) e no controle
houve incremento de biomassa em resposta ao aumento da [CO2], ao passo que este parametro
foi marcadamente atenuado nas plantas fertirrigadas com nitrato (NOs”; 16 mmol.L?) (Figura
2). Estes resultados indicam que as respostas das plantas a alta [CO2] dependem da coordenacao
entre o metabolismo do Carbono (C) e N e ainda, das implicages metabolicas inerentes a fonte
inorganica de N que esta sendo absorvida e assimilada.

O aumento da [CO-] geralmente culmina com o incremento da &rea foliar, devido ao
crescimento dos tecidos constituintes do mesofilo, como parénquimas, 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 NH.* (Figura 4; Tabela 2). A maior EM

permitiria 0 aumento da deposicdo de C por unidade de area foliar (MASLE, 2000), que em
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ultima instancia, ajuda a compensar o desequilibrio fonte-dreno observado em plantas C3
expostas a alta [CO], impedindo o efeito feedback negativo na fotossintese ocasionado pelo
acumulo de carboidratos ndo 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 exposi¢do a 760
umol.mol? (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 metabdlitos especializados (TISSIER, 2012). Essa caracteristica torna o0s tricomas
glandulares comercialmente importantes, ja que esses metabdlitos podem ser alcaloides de
interesse comercial, sendo a alta [CO-] um elicitor na produgdo desses compostos (GLAS et al.,
2012).

Neste trabalho, observou-se que a funcionalidade estomética (FUN) (Tabela 2)
considerada como a relacdo diametro polar/diametro equatorial dos estbmatos (CASTRO et al.,
2009), diminuiu no controle e nas plantas tratadas com NOsz. Embora a FUN nas plantas
tratadas com NH4" ndo tenha sido influenciada pela [CO2], nessas plantas observou-se aumento
da densidade estomética (DE) (Tabela 2; Figura 3) e da condutancia estomética (gs) (Figura
7B) durante a exposicdo a 760 umol.mol™. O poro estomatico se abre em resposta as reducdes
no potencial osmético e, consequentemente, no potencial hidrico das células-guarda, o que
culmina na entrada de agua nessas células e abertura estomatica (KOLLIST; NUHKAT,;
ROELFSEMA, 2014). Fisiologicamente, a maior gs (Figura 7B) nas plantas que receberam
NH4" como fonte de N, pode ser atribuida ao fato que durante exposi¢des a maiores quantidades
desse ion, hd uma maior assimilacdo NH4* nas folhas, acidificando o pH citoplasmatico
(HACHIYA; SAKAKIBARA, 2016). Esta acidez estimula atividade de bombas H*-ATPases
(HEDRICH et al., 2001) impedindo que ocorra a despolarizagdo da membrana plasmatica e a
elevacdo do Calcio (Ca®") citosdlico em resposta ao hormonio &cido abscisico (ABA)
(WILKINSON; DAVIES, 2002) culminando com a permanente abertura estomatica. Assim,
nas plantas fertirrigadas com NH4", a diminuicdo 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 [COz] (Figura 7A; 7B; 7C e 7F). Em contrapartida,
a maior gs estd relacionada ao aumento da taxa transpiratéria (E; figura 7C), o que
possivelmente levou a uma menor eficiéncia instantdnea no uso da 4gua (A/E; figura 7D) para
este tratamento em relagdo as plantas controle e as que receberam a fonte nitrica durante a

exposicdo a alta [CO2].
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As respostas fisiologicas 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 diminuicéo da gs (AINSWORTH; ROGERS, 2007; NORBY et al., 1999),
levando a uma diminuicdo da concentracdo de carbono interno (WONG, 1990) reducdo da
transpiragcdo (DEL POZO et al., 2007) e consequentemente uma diminuicdo gradativa das taxas
fotossintéticas (KANEMOTO et al., 2009; LONG et al., 2004). Esses efeitos sdo conhecidos
como aclimatacéo fotossintética a alta [CO2]. Neste trabalho, o controle e as plantas cultivadas
com NOz como fonte de N, apresentaram mais suscetiveis a aclimatacdo fotossintética,
enquanto nas plantas tratadas com NH4" a fotossintese foi estimulada em alta [CO2] (Figura
7A). O aumento das taxas fotossintéticas (A) observadas para o primeiro dia de avaliacdo em
760 umol.mol™?, revelou que num primeiro momento, independente da fonte de N, as plantas
de tabaco respondem ao aumento na [CO], com incremento na assimilacdo liquida de C, no
entanto, esse efeito decresce ao longo dos dias e o rapido acimulo de amido em cloroplastos,
como resultado de um desequilibrio 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 [CO>] (Figura 8A). Porém, esse mecanismo de
aclimatacdo por si sé ndo explicaria a reducdo da A nas plantas tratadas com NOs’, uma vez que
nessas plantas houve reducdo significativa dos teores de amido folhas com o aumento da [CO-]
(Figura 8A), o que significa que provavelmente mecanismos fisioldgicos subjacentes a
absorcdo de NOs", comprometeram o desempenho fotossintético neste tratamento.

Apesar de contraditdria, as diferencas encontradas nas plantas tratadas com NOs’, em
relagdo aos motivos que levaram a aclimatizacdo fotossintética, podem estar relacionadas a
diminuicdo da condutancia estomatica (gs) (Figura 7B) e consequentemente ao decréscimo da
taxa transpiratéria (E) (Figura 7C) diminuindo a capacidade em manter o fluxo transpiratorio
neste tratamento. A manutencdo da E é fundamental tanto para a absor¢do quanto para o
transporte de NOs™ por fluxo de massa até as folhas, onde grande parte desse ion 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 nitrica sob alta [CO2]. Teoricamente, a reducdo de uma fonte de N
utilizavel pelas plantas tratadas com NOs", pela diminui¢do da absorcao e transporte desse ion
por fluxo de massa, resultaria na extingdo de um forte dreno competidor por produtos
fotoquimicos e esqueletos de C (BLOOM et al., 2010). Isso implica em super reducdo celular

e consequentemente maior dissipacdo ndo fotoquimica de elétrons (HYMUS; BAKER; LONG,
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2001). De fato, nas plantas que receberam a fonte nitrica constatou-se a menor eficiéncia
fotoquimica (Fv/Fm; Tabela 4) e maior atividade da ascorbato peroxidase (APX) (Figura 22A)
em relagdo aos demais tratamentos sob 760 pmol.mol™. A APX é considerada a enzima mais
importante da eliminagdo de peroxido de Hidrogénio (H202) no cloroplasto. Essa enzima utiliza
ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir H>O, & agua e Oxigénio, fazendo parte
do ciclo ascorbato-glutationa (NAKANO; ASADA, 1981). Embora sob condic¢des 6timas, a
alta [CO2] aumente o uso de energia fotoquimica diminuindo a probabilidade de fotoinibicéo,
0 contrario é verdadeiro para as condi¢cdes onde a disponibilidade de N é limitada (HYMUS;
BAKER; LONG, 2001).

Por outro lado, existem evidéncias que a inibicao da fotorrespiracdo como consequéncia
do aumento da [CO;], afeta negativamente a assimilacdo do NOs~ em folhas de plantas C3
(BLOOM et al., 2004). Neste trabalho, houve reducédo da taxa fotorrespiratéria (FR) no controle
e nas plantas tratadas com NOs (Figura 7F). Uma vez que a fotorrespiracdo estimula a
exportacdo 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 consequéncia, uma diminuicdo da FR
reduziria a quantidade de poder redutor disponivel para reducdo do NO3z" (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 nitrica, em relacdo a atividade desta mesma enzima sob 380 umol.mol* (Figura 15A).
Esta reducdo pode estar associada tanto a auséncia do substrato (NOs’) ocasionada pela
diminuicdo da taxa transpiratoria (Figura 7C) e consequentemente do fluxo de massa, quanto
da incapacidade bioquimica de atender a demanda energética da conversdo de NO3™ a nitrito
(NO2) pela diminuigcdo da FR (Figura 7F). Apesar de mecanismos distintos é possivel que
estejam agindo sinergicamente, pois para ambos foram encontradas evidéncias neste trabalho
(Figuras 7A, 7B, 7F e 13A).

Com o avango dos recursos técnicos dos analisadores portateis de CO2, tornou-se
possivel a avaliagdo da FR, a partir das medidas das trocas gasosas. Essa técnica, apesar de
possuir limitacGes em relacdo a determinagéo exata da intensidade da fotorrespiracéo, mostrou-
se bem adaptada para a realizacdo de estudos comparativos (DURING, 1988). As taxas de FR
observadas neste trabalho revelaram que, embora as estimativas tenham apontado uma
diminuicdo no controle e nas plantas tratadas com NOs", houve manutencdo da FR para o
tratamento com a fonte amoniacal (Figura 7F), o que pode ter sido fundamental para a melhor

utilizacdo 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
NOs’, enquanto nas plantas tratadas com NHs" as taxas de crescimento foram mantidas
(BLOOM et al., 2012). A manutencdo da FR nas plantas tratadas com NH4" mesmo sob
aumento da [CO2], também pode ser suportada pelos dados obtidos neste trabalho para o maior
contetido de H20, e maior atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas sob 760 pmol.mol™
(Figuras 20A; 21A). O H20. é formado no peroxissomo pela atividade da enzima da via
fotorrespiratoria glicolato oxidase, sendo convertido em agua (H20) e oxigénio (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 manutencdo do conteldo de H.O: a taxas
toleraveis.

Fisiologicamente, o baixo desempenho das plantas controle e as fertirrigadas com NO3z
sob 760 pmo.mol™ neste trabalho, pode estar relacionado a uma diminuicio substancial FR e
consequentemente de glicina, serina e glutamato, como observado em estudo com plantas
nutridas com NOs e submetidas a alta [CO2] (FERRARIO-MERY et al., 1997). Em condi¢des
atmosféricas de [CO2], a oxigenagdo da Rubisco favorece o desvio desses aminoacidos (AA)
da via fotorrespiratdria ciclica (MISRA, 2014), que podem ser usados para producdo de novos
aminoacidos que serdo transportados de folhas completamente expandidas para tecidos em
crescimento (FOYER; PARRY; NOCTOR, 2003). Isso pode ser confirmado em estudo onde
aminoacidos como a serina e o glutamato, gerados durante a reciclagem de C e N pela
fotorrespiracdo, foram componentes significativos dos exsudatos do floema (ZIEGLER, 1975),
desafiando a nocdo de que o C € reciclado de forma conservadora por uma via fotorrespiratoria
ciclica. Complementando essa teoria, Madore; Grodzinski, (1984) usando *C, mostraram que
durante a fotorrespiracdo, glicina, serina e outros aminoacidos sdo isotopicamente marcados em
quantidades significativas e podem ser transportados a partir da folha. Os mesmos autores ainda
relatam um forte aumento na marcacéo isotopica de aminoacidos, particularmente de glicina e
serina, com aumento da concentracao de O, correlacionando o aumento da sintese e transporte
de aminoacidos 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 distribuicdo de N
para o0s tecidos em crescimento, favorecendo o rapido acimulo de biomassa observado para
esse tratamento sob 760 pumol.mol? (Figura 2C). Além disso, a limitacdo pela utilizagdo de
triose-fosfato (TPU; Tabela 3) foi superior nas plantas tratadas com NH4" sob ambas [CO2]
sustentando a ocorréncia de desvio do C fotorrespiratorio neste tratamento. Esse parametro,

considera que limitacdo da A pela TPU ocorre porque a liberacéo de fosfato inorganico (Pi) no
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citosol ndo consegue acompanhar a sua taxa de incorporacdo em triose-fosfato no estroma do
cloroplasto. No processo fotorrespiratério, ha liberacdo do Pi da molécula formada pela
atividade oxigenase da Rubisco - 0 2-fosfoglicolato (2PG) - pela enzima fosfoglicolato fosfatase
dentro do proprio cloroplasto, diminuindo a disponibilidade de Pi citosélico (SHARKEY,
2016).

Por todas as raz6es mencionadas anteriormente e com base nos resultados obtidos nesse
trabalho para diminui¢do do NOs™ enddgeno (Figuras 7C; 13A; 15A) como fonte de N utilizavel
nas folhas de plantas de tabaco, é possivel supor que um dos motivos pelo qual a utilizacédo de
NH,4" tenha se sobressaido em relacdo a fonte nitrica, seja o fato de que mesmao sob alta [CO2]
esse ion continua a ser assimilado e redistribuido entre diferentes érgdos da planta. Em parte,
isso se deve a existéncia de um aparato metabolico, que normalmente suporta a reassimilacéo
do NH4" fotorrespiratorio, tenha sido fundamental tanto para evitar a toxidez deste ion como
suprir a auséncia do NOs™ diante da demanda da planta por compostos nitrogenados. Neste
contexto, apoiando essas consideracdes, a atividade das enzimas glutamina sintase (GS)
responsavel pela reassimilagdo do NHs* gerado pela via fotorrespiratéria, aumentou
substancialmente nas folhas das plantas tratadas com a fonte amoniacal sob 760 pmol.mol™,
diminuiu nas plantas que receberam a fonte nitrica, ao passo que ndo houve diferengas
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 fotorrespiratoria ou
da absorcdo deste ion pelas raizes estimulada pelo aumento da [CO2] (Figuras 16 e 13D). Como
consequéncia, seria esperado que o teor de AA nas folhas aumentassem com a exposicao a 760
umol.mol?, no entanto, foi observada reducdo deste pardmetro em todos os tratamentos,
embora possivelmente por razfes fisioldgicas distintas (Figura 12A).

Para as plantas tratadas com NHa4", é preciso considerar que 0s maiores teores de AA
foram constatados para esse tratamento independente da [CO2]. Sob 380 pmol.mol*, a maior
sintese de AA provavelmente foi uma estratégia para neutralizar os efeitos toxicos 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 sintese de glutamato apenas quando a
concentracao endégena de NH4" é alta, como observado neste tratamento (Figura 13C; 18A e
18B). Em estudo sobre os efeitos das fontes inorganicas de N no teor de AA em trigo, constatou-
se que o aumento do AA asparagina foi a principal estratégia de desintoxicéo nas plantas que
foram tratadas com fonte amoniacal (TILLS; ALLOWAY, 1981). Por outro lado, sob 760

umol.mol?, houve reducdo do teor de AA nas folhas (Figura 18A), possivelmente em
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consequéncia a uma dilui¢do provocada pelo rapido crescimento verificado para este tratamento
(Figura 2C) em resposta ao aumento de A (Figura 7A), dos teores de sacarose (Figura 9A) e
acucares redutores (AR) (Figura 10A), assim com uma maior disponibilidade de esqueletos de
C, é possivel presumir que houve um maior investimento em carboidratos estruturais, bem
como uma maior sintese de proteinas.

De fato, os maiores teores de proteinas nas folhas foram observados para as plantas
tratadas com NH4* sob exposicdo a alta [CO:], enquanto para o controle e as plantas que
receberam a fonte nitrica foi observada reducdo (Figura 11A). Plantas C3, normalmente
investem até 50% da proteina foliar em Rubisco, o que representa cerca de 25% do nitrogénio
da folha (WHITNEY et al., 2015). Esse aumento da proteina foliar para as plantas que
receberam a fonte amoniacal, pode ter contribuido para a maior velocidade de carboxilacdo da
Rubisco (Vcmax) (Tabela 3) maior utilizacdo de elétrons na regeneracdo da RuBP (J) e maior
eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm; Tabela 4). Para os dois ultimos pardmetros especialmente, o
aumento no teor de proteina pode estar relacionado ao um investimento de C e N em
componentes fotoquimicos estruturais. Em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a déficit
hidrico, a Vcmax foi menos afetada em plantas cultivadas com NH4*, do que em plantas que
receberam a fonte nitrica (GUO et al., 2007). O déficit hidrico assim como a aclimatagédo
fotossintética a alta [CO-], possuem respostas fisiologicas semelhantes no que diz respeito a
diminuicdo da gs e consequente diminuicdo do fluxo de massa responsavel pela absorcédo e
transporte de NOs™ para a parte aéra, deste modo, a maior integridade do aparato fotossintético
das plantas de arroz para o tratamento com NHs", pode estar relacionada aos processos
metabolicos que tornaram este ion uma fonte de N mais acessivel, assim como verificado neste
trabalho.

Embora pareca contraditorio, a maior Vcmax (Tabela 3) foi observada para tratamento
com NH4", 0 mesmo a apresentar a maior FR (Figura 7F). Diferentes trabalhos tém demonstrado
que melhorar o fluxo de metabolitos fotorrespiratorios, 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, 0 maior
teor de proteinas das plantas tratadas com NH4", em relacdo aos demais tratamentos sob 760
umol.mol™ (Figura 11A), provavelmente promoveram um incremento nos teores de Rubisco,
0 que resultou em aumento quantitativo da FR.

De acordo com 0 modelo de fotossintese de Farquhar et al. (1980), a assimilacdo de CO>
em plantas C3 é restringida pela carboxilacdo e/ou regeneragdo da RuBP. Portanto, com base

nesse modelo, o passo limitante pode ser alterado de duas maneiras: (1) ajustes no equilibrio
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entre as taxas maximas de regeneracéo e carboxilagcdo da RuBP, ou (2) mudangas 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 assimilagio de CO2 em 380 pmol.mol ! e
1500 pumol fotons m? s, depende do teor de N da folha e é principalmente determinado pela
quantidade de elétrons disponiveis para regeneracdo da RuBP. De um modo geral, isso ocorre
porque a assimilacdo de N é um forte dreno de produtos fotoquimicos, que em condigdes
atmosféricas atuais de CO», atua como um coletor adicional de elétrons em plantas C3, evitando
danos fotoinibitorios (RAINES, 2011). No entanto, neste trabalho, com o aumento da [CO2],
ndo apenas a quantidade, mas a fonte de N disponivel foi determinante da eficiéncia
fotoquimica. A maior relagdo Fv/Fm foi observada para as plantas tratadas com NH4", e a menor
constatada para as plantas que receberam a fonte nitrica (Tabela 4), que consequentemente
apresentaram baixos valores de J (Tabela 3). Além disso, a maior eficiéncia fotoquimica das
plantas que receberam a fonte amoniacal, pode ser justificada pelo aumento dos teores de
clorofila a e b verificados para este tratamento sob exposicéo a alta [CO2], ao passo que para o
controle e a fonte nitrica foi observada reducédo (Figura 6). Esse aumento no teor de clorofila a
e b, pode ainda, estar relacionado a maior atividade da GDH no sentido de sintese de glutamato
(Figura 18A), uma vez este AA é o precursor da sintese de clorofila (FORDE; LEA, 2007).

Neste contexto, 0 baixo desempenho fotossintético das plantas tratadas com NOs™ pode
ser justificado de trés maneiras: (1) mesmo com o aumento da demanda energética pelo CCB
devido a exposicdo a maior [CO-], a producdo de NADPH e ATP pela etapa fotoquimica ainda
assim, supera a capacidade bioquimica de utilizacdo desses produtos (RAINES, 2011), que
somada a baixa absorc¢éo e assimilacdo de NOs™ (Figuras 13A; 13B e 15A) pode ocasionar uma
super reducdo dos cloroplastos resultando em danos fotoinibitérios em consequéncia do
aumento do conteudo de H20> (Figura 20A); (2) com a diminui¢do da FR (Figura 7F), essas
plantas deixaram de ter uma via adicional para o consumo de produtos fotoquimicos, que é
importante para manutencao do equilibrio redox do cloroplasto (REUMANN; WEBER, 2006)
e ainda, (3) pela diminuigdo do contetdo de clorofila a e b (Figura 6) e consequentemente
reducdo da eficiéncia fotoquimica (Tabela 4).

Uma das respostas observadas em situagdes de super reducdo celular é a producéo de
espécies reativas de Oxigénio (ERO) (BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU,
2008). Neste trabalho contatou-se aumento do conteudo de peroxido de Hidrogénio (H202) nas
folhas das plantas que receberam a fonte nitrica (Figura 20A), como consequéncia da maior
atividade da superdxido dismutase (SOD) sob alta [CO2] (Figura 19A). Essa enzima é acionada
quando a capacidade de fotoprotecdo e excedida (LOVELOCK; OSMOND; JEBB, 1994),
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indicado pelo declinio da eficiéncia fotoquimica verificado pela relacdo Fv/Fm (Tabela 4).
Embora com aumento da [CO-] tenha sido constatado um aumento para atividade de enzimas
destinadas a metabolizar o H2O., como a catalase (CAT) (Figura 21A) e a ascorbato peroxidase
(APX) (Figura 22A) nas folhas das plantas tratadas com NO3’, possivelmente este aumento nao
foi suficiente para preservar a integridade do PSII, o que resultou em incremento do contetido
malondialdeido (peroxidacdo lipidica; Figura 23) verificado neste tratamento.

A fotossintese representa a principal fonte de C nas plantas superiores, e qualquer
alteracdo na assimilacdo de C, afeta toda a dindmica metabolica celular. Durante a assimilacdo
de N inorgénico, sdo necessarias quantidades significativas de C e de ATP e NAD(P)H para
direcionar a sintese de AA e outros compostos nitrogenados (NUNES-NESI; FERNIE; STITT,
2010). Neste trabalho, 0 aumento nos teores de sacarose sob alta [CO2] estdo 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 acimulo de sacarose neste tratamento (Figura 9). Isto pode ter sido crucial para
melhorar a assimilacdo de NH4* principalmente nas raizes, uma vez que aumenta a
disponibilidade de esqueletos de C. De fato, isso pode ser confirmado pelo aumento da atividade
da invertase &cida da parede celular (IAP) (Figura 14C). Esta enzima promove a hidrdlise da
sacarose no apoplasto, diminuindo o acumulo deste agucar nas proximidades da parede celular
e aumentando a capacidade de importacdo por diferenca no gradiente de concentragéo,
determinando a forca do dreno (KOCH, 2004). A maior disponibilidade de hexoses nas folhas
e nas raizes (Figura 10) possibilitou que mais C fosse oxidado através do ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA) e consequentemente uma maior sintese de 2-oxoglutarato (20G), serviu
como substrato para enzima GOGAT que também teve sua atividade aumentada neste
tratamento sob 760 pmol.mol* (Figura 17).

O aumento do teor de sacarose observado nas raizes das plantas tratadas com NO3z
(Figura 17), também pode estar associado a atividade das enzimas do metabolismo do N neste
orgdo. Os acUcares, especialmente a sacarose, podem induzir atividade RN em Arabidopsis,
pelo aumento da expressdo de genes NIA (nitrato redutase [NADH]) (REDA, 2013). Neste
trabalho, a maior atividade da RN nas raizes sob 760 pmol.mol~, indica que com a diminuigéo
da reducdo do NO3z™ na folha, houve uma maior assimilacdo deste ion no sistema radicular. O
incremento da atividade das enzimas GS (Figura 16B), GOGAT (Figura 17) e GDH (Figura
18B), confirmam um aumento da conversdo de NOs a AA nas raizes expostas a alta [CO2].
Esses AA, provavelmente foram transportados para a parte aérea, visto que houve reducéo do

teor de proteinas nas raizes 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 6rgdo, que em parte, explicaria a
reducdo do acimulo de MS observada no sistema radicular nas plantas que receberam a fonte
nitrica sob alta [CO2] (Figura 2B). Além disso, com a reducgdo da A (Figura 7A), os esqueletos
de C usados na sintase de AA nas raizes, podem ter sido mobilizados através da hidrélise da
sacarose armazenada nos vacuolos, como consequéncia do aumento da atividade da invertase
acida neste compartimento (IAV) (Figura 14A).

A coordenacédo da interacdo entre os metabolismos do C e N sob alta [CO2] também
pode envolver sinais hormonais, embora como visto, a fonte inorganica de N que est4 sendo
oferecida desempenhe um papel importante, funcionando como um sinal metabélico que afeta
diferentes aspectos do desenvolvimento da planta. Compreender como a natureza e a influéncia
da assimilacdo de NO3™ ou NH4™ coordenam a sinalizagcdo molecular das respostas fisiolégicas
sera um desafio para pesquisas futuras, assim como integrar os efeitos de outros fatores

ambientais que afetam a aclimatacéo fotossintética ao aumento da [CO2].

5 CONCLUSAO

A interagdo entre os metabolismos do Carbono e Nitrogénio sdo diferencialmente
afetadas em plantas de tabaco fertirrigadas com NO3z™ ou NH4* como fontes exclusivas de N e
submetidas ao aumento da [CO2]. Os dados obtidos através da realizacdo desse trabalho,
permitem ainda, inferir que os efeitos da forma inorgéanica de N que esta sendo absorvida do
solo, determinam o desempenho fisioldgico em plantas de tabaco diante do aumento da [CO2]

previsto para as proximas décadas.
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