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RESUMO

O nitrogénio (N) é o nutriente que mais limita o crescimento e a produtividade das
culturas agricolas. O etileno é um fitormdnio que desempenha um importante papel na
integracdo de eventos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Apesar de
ja demonstrado algum grau de interacdo entre N e etileno, maiores detalhes da fisiologia de
plantas em condigdes de estresse nutricional por variagdo de fonte N e alteragéo no metabolismo
deste hormonio ainda sdo escassos. No presente trabalho, foram usadas plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) tipo selvagem (WT), como controle, e seu mutante
hormonal Never ripe (Nr), que apresenta insensibilidade ao etileno, cultivadas em solucao
nutritiva com diferentes fontes inorganicas de N (amonio - NH4" e nitrato - NO3") e uma mistura
entre as duas fontes, em um fatorial simples 2 (genoétipos) x 3 (fontes de N). Para fins de
compreensdo da interacdo entre fontes de N e a percepcao do etileno, durante o experimento
foram avaliados parametros de crescimento, de fotossintese, niveis de marcadores bioquimicos,
niveis de N total e as concentracdes de NH4* e NOs". Os parametros de crescimento foram
bastante alterados em relagdo as plantas tratadas com 100% de NHa"e 100% de NO3s™ em Nr,
que assimilou melhor essas fontes de N, sendo seu crescimento e produgdo aumentado em
comparacdo com o WT. Quanto a fotossintese, principalmente na fase fotoquimica, ocorrem
danos nos fotossistemas quando as plantas controle sdo submetidas a 100% de NH4*; porém,
Nr em relacdo ao genotipo WT, mostrou uma clara tolerancia a esse estresse. Foram encontradas
diversas diferencas nos parametros bioquimicos em relacdo as plantas tratadas com fontes de
NH4* e NOs", em interagcdo com a alteracdo hormonal, justificando que o mutante mostra sua
maior produtividade e crescimento usando apenas NO3z™ como fonte de N. Os dados aqui
encontrados confirmam que plantas de tomateiro apresentam maior resposta de producdo sob
solugdo nutritiva com NOz3"; porém, também é evidente como alteracGes na percepcédo do etileno
permitem a planta assimilar melhor o N, independente da fonte.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Amonio. Eficiéncia no uso de nitrogénio. Nitrato

Percepcdo de etileno.



ABSTRACT

Nitrogen (N) is the nutrient that most limits the growth and productivity of agricultural
crops. Ethylene is a phytohormone that plays an important role in the integration of events
related to plant growth and development. Although some degree of interaction between N and
ethylene has already been demonstrated, further details of the physiology of plants under
conditions of nutritional stress due to variation in the N source and alteration in the metabolism
of this hormone are still scarce. In the present work, tomato plants (Solanum lycopersicum L.
cv. Micro-Tom, wild type - WT) were used as control, and its hormonal mutant Never ripe (Nr),
which is insensitive to ethylene, grown in nutrient solution with different sources of N
(ammonium - NH4" and nitrate - NO3") and a mixture between the two sources, in a factorial 2
(genotypes) x 3 (N sources). In order to understand the interaction between sources of N and
the perception of ethylene, parameters of growth, photosynthesis, levels of biochemical
markers, levels of total N and concentrations of NH4s* and NOs™ were evaluated during the
experiment. The growth parameters were significantly altered in relation to the plants treated
with 100% NH4" and 100% NO3" in Nr, which better assimilated these N sources, with increased
growth and production compared to WT. As for photosynthesis parameters, mainly in
photochemistry, photosystem damage occurs when control plants are subjected to 100% NH4*;
on the other hand, Nr in relation to the WT genotype showed a clear tolerance to this nutritional
stress. Several differences were found in the biochemical parameters in relation to the plants
treated with NH4" and NO3™ sources, in interaction with the hormonal alteration, justifying that
the mutant shows its greater productivity and growth using the 100% NO3™ source. The data
found here confirm that tomato plants have a higher production response at 100% NOg3;
however, it is also evident how alterations in the perception of ethylene allow the plant to better
assimilate this element in both sources.

Keywords: Solanum lycopersicum; Ammonium. Nitrogen use efficiency. Nitrate. Perception

of ethylene.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) esta entre os elementos minerais exigidos em maior quantidade pelas
plantas. Cerca de 1-5% da mateéria seca total da planta consiste em N, sendo este elemento um
constituinte integral de proteinas, acidos nucleicos, clorofilas, coenzimas, fitorménios e
metabolitos especializados (Li et al., 2020). A disponibilidade e a forma como o N é absorvido
pelas raizes é um fator decisivo para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Hawkesford
et al., 2023). Além disso, apenas cerca de 50% do fertilizante nitrogenado aplicado é utilizado
pelas culturas no primeiro ano apds sua aplicagdo (Jensen et al., 2011). O restante é incorporado
a compostos organicos no solo ou perdido para 0 meio ambiente. O N perdido do sistema planta-
solo na forma de nitrato (NOz") pode resultar na poluicdo de corpos de &gua, enquanto as
emissbes gasosas na forma de amodnia (NHs), éxido nitrico (NO) e oOxido nitroso (N20)
contribuem para a poluicdo atmosférica e o0 agquecimento global (Thompson et al., 2019).

O aménio (NH4") e NO3™ sdo as duas principais formas de N que podem ser utilizadas
pelas plantas (Hobbie et al., 2012). O NH." absorvido pelas raizes é assimilado ou armazenado
em vacuolos nas raizes ou é transportado para as partes aéreas. Geralmente, assume-se que 0
NH4" ndo é usado para o transporte de N a longa distancia dentro da planta; no entanto, a
concentracdo de NH4* no xilema pode estar numa faixa de mM (Yuan et al., 2007). O NO3
possui menor interacdo com as particulas do solo, isso implica em maior mobilidade do NOz
no solo frente ao NH4" e, portanto, maior disponibilidade para as plantas (Wang et al., 2018).
Além disso, a reacdo de nitrificacdo mediada pelas bactérias do género Nitrosomonas e
Nitrobacter converte NHs" a NO3™ em algumas horas, 0 que aumenta a oferta de NO3™ para 0s
vegetais (Kentaro et al., 2022)

Algumas espécies exibem uma preferéncia na forma de N a ser absorvido, o que é
frequentemente mostrado através de maior producdo de biomassa e acumulo de nutrientes
(Britto et al., 2013). Os mecanismos fisiol6gicos que resultam na preferéncia de formas
especificas de N pelas plantas ainda ndo sdo bem compreendidos, mas as condi¢cdes ambientais
(disponibilidade de N no solo, pH, temperatura, umidade etc.) influenciam na preferéncia de
absorcédo de N e ja foram relatadas para varias espécies de plantas (Harrison et al., 2007; Liu et
al., 2013; Song et al., 2015). Evidéncias indicam que as diferentes fontes e proporcoes de N
afetam taxa de absorcdo deste elemento, alterando assim o crescimento e a produtividade
(Hachiya et al., 2017).

A disponibilidade de fontes de N no solo varia substancialmente no tempo e no espago,
dependendo das propriedades do solo, como textura, pH, umidade e atividade microbiana
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(Walch et al., 2006). Como consequéncia, as plantas desenvolveram mecanismos para
modificar sua eficiéncia de aquisicdo de N em resposta a disponibilidade e & forma do N
externo, bem como, a demanda de N da planta (Forde et al., 2002; Hawkesford & Riche, 2020;
Xu & Takahashi, 2020). Dessa maneira, adicionar uma proporcéao apropriada de NH4* e NO3~
pode melhorar o desempenho das culturas.

O etileno é um fitorménio que regula uma variedade de processos de crescimento e
desenvolvimento da planta, senescéncia e resposta ao estresse (Ainda et al. 2023). Sob varios
estressores abidticos, o etileno controla as reacGes redox para apoiar 0 crescimento e
desenvolvimento da planta (Suhel et al., 2023). ACC (acido l-aminociclopropano 1-
carboxilico) sintase (ACS) e uma enzima chave imperativa da via de biossintese de etileno
(Houben et al., 2019). Inibidores de etileno foram estudados para substanciar a resposta etileno
na tolerdncia ao estresse abidtico por seu papel potencial no bloqueio da sintese e acdo do
etileno (Ansari et al., 2019).

Estudos anteriores ressaltaram a existéncia de uma estreita relagdo entre o N e etileno
em plantas, onde mudancas na disponibilidade ou formas de N alteraram a biossintese ou a
inibicdo desse fitohorménio (Khan et al., 2015). O sinal de etileno disparado por N regula uma
gama de respostas adaptativas morfofisioldgicas, incluindo a modulagdo do sistema radicular,
absorcédo e translocacdo de N, toxicidade de NH4", acimulo de antocianina e senescéncia
prematura (Ma et al., 2022). Plantas modelo sdo usadas para entender fenémenos biol6gicos,
permitindo que essa informacdo seja estendida a outros organismos, geralmente sdo pequenas
em tamanho, tém um ciclo de crescimento curto e requerem uma estrutura minima para crescer
(Bauchet & Causse, 2012). O presente trabalho analisou as respostas fisioldgicas e nutricionais
em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) submetidas a diferentes fontes de N (NH4* e
NO3’) nos gendtipos tipo selvagem (WT) e em seu mutante hormonal Never ripe (Nr). A
hipbtese do nosso trabalho centrou-se em analisar se existe ou ndo relacdo entre o metabolismo
do nitrogénio e a percepgéo do etileno, nos processos de crescimento e producdo do tomateiro.
Para verificar isso, nossos objetivos foram avaliar as respostas fisioldgicas e bioguimicas de

plantas com diminuicdo da percepcéao de etileno, submetidas a diferentes fontes de nitrogénio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O tomateiro como modelo de estudos biologicos

As plantas, como outros biossistemas, sdo sistemas altamente complexos e dindmicos.
Estudar o crescimento e desenvolvimento vegetal € um grande desafio para os cientistas, que
estdo progressivamente aprimorando modelos e gerando novos modelos para uma grande
variedade de aplicacfes. O tomateiro tem sido descrito como um excelente modelo vegetal para
0 estudo de processos bioldgicos (Pailles et al., 2020). O tomate tem um genoma relativamente
pequeno (7,1 x 108 pares de bases) e poucas sequéncias de DNA repetitivas, caracteristicas que
facilitam o conhecimento das estruturas genémicas (Lima et al., 2004). Além disso, é uma

espécie amplamente cultivada e de grande importancia econdémica.

2.2 Mutantes hormonais em tomateiro

Os fitormbnios, ou hormdnios vegetais, sdo de grande importancia para o
desenvolvimento das plantas. Auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno sdo os
cinco principais (e mais estudados) fitormonios e controlam varios estagios de desenvolvimento
(Lee et al., 2019) desde a divisdo celular e diferenciacdo até o amadurecimento e senescéncia
do fruto (Pattyn et al., 2021).

O uso de mutantes para estudos de desenvolvimento tornou-se uma ferramenta muito
importante, amplamente utilizada nos ultimos anos (Mao et al., 2019). No entanto, existem
poucos estudos que relacionam as respostas a estresses nutricionais com diferentes fitorménios.
Os mutantes do tomate podem ser usados como uma ferramenta eficaz em estudos genéticos
para entender o0s genes e suas fun¢des (Nascimento et al., 2021). Poucas mutacGes foram bem
caracterizadas no nivel fisiologico dessas espécies, embora tenham sido identificadas por
muitas décadas. Entre as diversas mutacdes ja descritas em tomate, existem as alteragcdes no
metabolismo de percepcdo/sensibilidade as auxinas (Bradford, 1986), ao &cido abscisico
(Taylor et al., 2000), as giberelinas (Koornneef et al., 1990) e ao etileno (Wilkinson et al., 1995)

2.3 O mutante hormonal de tomateiro Never ripe (Nr)

Fitormdnios como o etileno desempenham um papel importante nas vias de transdugéo
de sinal, permitindo que as plantas respondam ao estresse (Yadav et al., 2023). Mutantes
hormonais em tomateiro sdo frequentemente usados para demonstrar ou excluir interagdes entre

as vias de transducdo de sinal de alguns fatores ambientais (Gratdo et al., 2009). Entretanto
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pouco se sabe sobre como estes se relacionam com fatores nutricionais e 0 impacto dessa
interacdo no metabolismo e na producéo.

Seis receptores de etileno, SIETR1 a SIETRG6, foram caracterizados em plantas de
tomate (Klee, 2002). No caso do mutante Never ripe (Nr), foi identificado como SIETR3 (Klee,
2002). Esta mutagdo ocorre, pois hd uma Unica substituicdo de aminoacidos dentro do dominio
sensor na proteina Nr-SIETR3 que impede a ligacdo do etileno e, assim, impede a sua cascata
de sinalizacdo (Lanahan et al., 1994; Wilkinson et al., 1995). A expressdo de ETR1 em levedura
mostra que os primeiros 165 aminoacidos sdo necessarios e suficientes para a ligacdo do etileno
(Schaller, 1995). A ligacdo do etileno ao receptor é mediada pelo cofator cobre (Cu). Os
mutantes que ndo apresentam a ligacao ao cofator Cu ndo percebem etileno. O receptor também
apresenta forte afinidade pela prata (Ag), que € amplamente utilizada como inibidor da captacédo
de etileno e atua no complexo receptor deslocando o Cu do sitio ativo (Rodriguez et al., 1999).

O mutante Nr tem amadurecimento incompleto do fruto devido a baixa sensibilidade ao
etileno, de modo que o fruto pode apresentar pigmentacéo amarela a vermelha escura, mas néo
h& degradacdo da parede celular, nem alteracdo na maciez e nem aumento na sintese de
acucares, fatores que caracterizam o amadurecimento dos frutos (Wilkinson et al., 1995). Além
disso, em condi¢Ges Otimas de cultivo o mutante Nr apresenta maior crescimento e
produtividade por causa de alteracdes como aumento nas taxas fotossintéticas e alteracdes no
curso diario de carboidratos foliares (Nascimento et al., 2021).

2.4  Sinalizacdo de etileno

O etileno se difunde rapidamente e desempenha um papel importante na integragéo de
eventos relacionados ao desenvolvimento da planta, como germinagdo de sementes,
amadurecimento de frutos, abscisdo e senescéncia, e na resposta a fatores externos, como
estresses bidticos e abidticos (Khan et al., 2017; Francini e Ferrante, 2023). A senescéncia foliar
¢ um processo autocatabolico regulado pela rede génica durante o estagio final de crescimento
e desenvolvimento da planta, impactando na biomassa e na produtividade da planta (Song et
al., 2022). A rede de senescéncia foliar de plantas é regulada por varios horménios, incluindo
o etileno, e outros sinais ambientais (Li et al., 2013). Ha muito tempo se considera que o etileno
acelera significativamente a senescéncia foliar, na qual o dimero EIN3/EIL1 desempenha o
papel de fator transcricional central (Koyama, 2014; Burg, 1968). Outras proteinas podem
reduzir a atividade transcricional de EIN3/EIL1. Este mecanismo de regulacdo negativa faz

parte da existéncia e funcdo das folhas no crescimento e desenvolvimento normal das plantas
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(Li et al., 2013). O sinal de etileno ¢ mediado por um sistema complexo. Resumidamente, o
etileno ¢ percebido pelo componente receptor ETHYLENE RESPONSE 1 (ETR1), que
funciona como um regulador negativo das respostas ao etileno, e entdo atua através da
CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1) para passar o sinal para ETHYLENE
INSENSITIVE 2 (EIN2) (Lin et al., 2009; Ceusters ¢ Van de Poel, 2018). No final da via de
sinal, a resposta ao etileno ¢ mediada por fatores de transcricdo, incluindo ETILENO
INSENSITIVO 3 (EIN3) e FATORES DE RESPOSTA AO ETILENO (ERFs) (Ceusters e Van
de Poel, 2018).

2.5  Nitrogénio em plantas

A disponibilidade de fontes de N no solo varia substancialmente no tempo e no espago,
dependendo das propriedades do solo, como textura, pH, umidade e atividade microbiana
(Walch et al., 2006). Como consequéncia, as plantas desenvolveram mecanismos para modular
sua eficiéncia de aquisicao de N em resposta a disponibilidade e forma de N externo, bem como
a demanda de N da planta (Forde, 2002; Hawkesford Riche, 2020; Xu &Takahashi, 2020). Isso
inclui ter varios sistemas de transporte de N que medeiam a absorcdo em diferentes
concentragdes externas. Além disso, as plantas podem alterar a arquitetura do sistema radicular
em resposta a disponibilidade de nutrientes para otimizar a exploracdo de um determinado
volume de solo ou promover a exploragdo de um volume maior. A absor¢do de NO3™ e NH4"
pelas raizes das plantas ¢ mediada por proteinas transportadoras localizadas na membrana
plasmatica das células epidérmicas e corticais das raizes. Esses sistemas de transporte medeiam
a absor¢do de NO3z™ ou NHs" com diferentes afinidades. Os sistemas de transporte de alta
afinidade (HATS) operam em baixas concentra¢des (0,5 mM) de NOs™ externo ou NHs". Em
concentragdes mais altas (0,5 mM), a absor¢ao ocorre principalmente por meio dos sistemas de
transporte de baixa afinidade (LATS). Ambos os sistemas de captacdo t€ém componentes
induziveis e constitutivos (Wang et al., 2014).

Em geral, para alcangar crescimento, desenvolvimento e reproducdo eficientes, as
plantas requerem quantidades adequadas, mas nédo excessivas, de N (Liu et al. 2020). Portanto,
a baixa disponibilidade de N no solo ou um declinio na capacidade de absorcao pelas raizes
afeta negativamente a produtividade das plantas e a competitividade ecoldgica. Plantas
deficientes em N sdo tipicamente atrofiadas, com folhas estreitas (Liu et al. 2020). A clorose

causada pela deficiéncia de N geralmente comeca nas folhas mais velhas quando o N é
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remobilizado para as folhas mais novas. Culturas deficientes em N aparecem em verde palido
ou amarelo. e, eventualmente, necrose foliar e morte da planta (Esteban et al. 2016).

2.6 Transporte de nitrato em plantas

Existem dois tipos de transportadores envolvidos na absorgéo de NOs™ pela raiz. Esses
transportadores pertencem as familias NPF (NRT1/PTR; transportador de NO3z™ 1/transportador
de peptideo) ou NRT2 (transportador de NOs™ 2). Geralmente, assume-se que 0s transportadores
NPF (NRT1/PTR) e NRT2 medeiam o transporte de baixa e alta afinidade de NO3™ para as
raizes, respectivamente, com excecdo de NPF6.3 (NRT1.1) que pode exibir afinidade alta e
baixa (Wang et al., 2018).

Independentemente do tipo de transportador de NOs’, 0 transporte interno através da
membrana plasmaética ocorre contra um forte gradiente de potencial eletroquimico, uma vez
que o NOs tem que superar tanto o potencial negativo da membrana plasméatica quanto o
gradiente de concentracdo ascendente. O influxo de NOs’, portanto, requer energia metabolica.
Os transportadores das familias NPF (NRT1/PTR) e NRT2 transportam NOs™ atraves da
membrana plasmatica em simporte com prétons (H*), o que, por sua vez, requer o gasto de
trifosfato de adenosina (ATP) pela H1-ATPase para extrusdo de H*, para manter o gradiente de

H™ através da membrana plasmatica (Hawkesford et al., 2023)

2.7 Efluxo de nitrato das raizes

A importancia fisiolégica do efluxo de NO3z™ permanece incerta, mas o processo pode
desempenhar um papel na deteccdo da disponibilidade de NOs", fornecendo uma regulagéo
dindmica e flexivel da homeostase do NOz™ citosélico (Miller et al., 2008) e absorcdo liquida
de NOs (influxo menos efluxo). Em condicBes de baixo NO3z™ externo, tanto o gradiente
quimico quanto o gradiente elétrico favorecem o efluxo passivo de NO3™ do citosol através da
membrana plasmatica (Miller et al., 1996). Embora esse gradiente favoravel esteja presente por
muitas horas apos a privacdo de N, o processo de efluxo diminui e é abolido ap6s algumas
horas, sugerindo que, na auséncia de NOs™ externo, o efluxo de NOs™ é regulado negativamente
(Van der Leij et al., 1998).

Em contraste com o NHs" que é predominantemente incorporado em compostos
organicos na raiz, o0 NO3™ é mais facilmente distribuido por toda a planta. O NO3™ é acumulado

e pode ser armazenado nos vacuolos das raizes, brotos e 6rgaos de armazenamento (Rossato et
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al., 2001). O NH4" estad em equilibrio com 0 NO3~ que é uma base fraca com um pKa de 9,25.
O pH do solo € geralmente consideravelmente mais baixo do que este pKa e, portanto, muito
pouco NOs™ esta presente no solo. Assim, NH4* é a principal forma assimilada pelas raizes
(Loqué, 2004).

2.8 Assimilacdo de amonio

O NH4" é um intermediério central no metabolismo do N nas plantas. Além da absorcéo
do solo pelas raizes, 0 NH4" é constantemente gerado nos tecidos vegetais por processos como
reducdo de NOsz", fotorrespiracdo, biossintese de lignina, remobilizacdo de N induzida por
senescéncia e fixacdo de N2> em leguminosas (Joy, 1988). Independentemente da origem do
NH4* ou do 6rgdo em que é assimilado (raizes, nédulos radiculares e folhas), as principais
enzimas envolvidas sdo a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT; glutamina-
oxoglutarato aminotransferase).

A assimilacdo de NH4" nas raizes demanda uma grande necessidade de esqueletos de
carbono (C) para a sintese de aminoacidos. Esses esqueletos de C sdo fornecidos pelo ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA) na mitocondria, e os intermediarios removidos devem ser repostos
pelo aumento da atividade da PEP (fosfoenolpiruvato) carboxilase. Em compara¢do com o
suprimento de NOs', a fixacédo liquida de C em raizes supridas com NH4" é varias vezes maior
(Viktor e Cramer, 2005). Entretanto, a influéncia da fonte de N no crescimento e produgéo de
plantas depende de muitos fatores. Geralmente, plantas adaptadas a solos acidos (espécies
calcifugas) ou com baixo potencial redox (por exemplo, zonas imidas) preferem NH4* (Lee,
1999). Por outro lado, plantas adaptadas a solos calcérios de alto pH (espécies calcicolas)
utilizam preferencialmente NOz". Além disso, € importante considerar que o melhoramento
vegetal das espécies cultivadas, em geral, ocorreu em ambientes distintos do centro de
diversidade das espécies. Como resultado, as maiores taxas de crescimento e rendimentos de
plantas cultivadas sdo obtidas pelo fornecimento combinado de NH4" e NO3'".

Para a maioria das plantas o fornecimento Gnico de N via NH4" é toxico. Os sintomas
da toxicidade do NH4" incluem clorose foliar e crescimento atrofiado. As espécies vegetais
diferem natolerancia ao NH4" (Britto e Kronzucker, 2002). Entre as plantas cultivadas, a cevada

(Hordeum vulgare) é sensivel ao NH4™, enquanto o arroz (Oryza sativa) é tolerante ao NH4".
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3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral
Caracterizar os mecanismos morfofisiologicos e bioquimicos relacionados com a
interacdo entre diferentes fontes de N (NOs™ e NH4") e a reducédo na percepcéo de etileno em

plantas de tomate Never ripe e como esses fatores influenciam no crescimento e na produgéo.

3.2 Objetivos especificos

e Quantificar os parametros biométricos (crescimento, producdo e particdo de biomassa)
de plantas de tomateiro com altera¢6es na percepc¢ao do etileno submetidas a diferentes
fontes de N.

e Relacionar os impactos que gera uma alteracdo hormonal (falta de percep¢do) no
metabolismo de C e N, submetendo plantas a diferentes formas de assimilagéo do N.

e Caracterizar os aspectos fotossintéticos (trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a)
de plantas de tomateiro com alteracBes na percepcao do etileno submetidas a diferentes
fontes de N.

e Comparar a eficiéncia de absorcédo e assimilacdo de diferentes fontes de N em plantas

com falta de percepcéo de etileno.
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4. METODOLOGIA

4.1  Material vegetal e condicdes experimentais

O estudo foi realizado na Sala de Crescimento Vegetal do Setor de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Biologia - Instituto de Ciéncias Naturais da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no municipio de Lavras-MG, entre outubro de 2022 e mar¢o de 2023. As camaras de
crescimento possuiam espaco, ventilagéo e sistema de abastecimento de agua. Foram utilizadas
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom) tipo selvagem (WT) e seu
mutante isogénico insensivel ao etileno devido a perda de funcéo do receptor SIETR3 - Never
ripe (Nr). As sementes foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito de soédio 5% por
10 min, em seguida lavadas com agua destilada corrente, posteriormente colocadas em placas
de Petri com papel de germinacdo. As sementes foram mantidas em camaras de crescimento
com temperatura média de 25 °C, fotoperiodo de 12h/12h e minimo de 400 pmol de fétons m’
25 de radiacéo fotossintética ativa, diariamente foram irrigadas até sete dias apds a germinac&o
(aparecimento da primeira folha verdadeira), as mudas foram transferidas para vasos de 400
mL contendo areia previamente lavada e autoclavada

Posteriormente, foi iniciada a aplicacdo de tratamentos por meio de fertirrigacdo. Duas
solucdes nutritivas foram modificadas, uma delas contendo apenas NOs", como fonte de N, e a
outra apenas NH.*; finalizando com a preparagdo de uma terceira solucdo que combinava essas
duas fontes de N (o preparo destas solucdes nutritivas foi baseado nos protocolos descritos por
Hoagland e Arnon, 1950). A primeira fertirrigacdo foi realizada com % forca i0nica,
completando-a ap6s 7 dias. A adubacédo foi realizada semanalmente com 50 mL de solugéo
nutritiva (pH 5,5 + 0,5). Foram realizadas irrigac6es diarias com 20 mL de agua destilada exceto
dois dias antes de cada aplicacdo semanal, periodicamente foram realizadas lavagens no
substrato com aproximadamente 0,5 L de &gua destilada para forcar a lixiviacdo e evitar o
acumulo de ions na areia. Os valores das concentracdes de cada nutriente nas solucGes
nutritivas, sao apresentados abaixo (Tabela 1); concentra¢des de reagentes nos tratamentos para

1 L de solugéo nutritiva.
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Tabela 1. ConcentracGes de nutrientes nas solugdes nutritivas com diferentes fontes de

nitrogénio.
Reagentes | Controle | Nitrato | Aménio | mlde SE p/ 1L da SN
Ca (NO3)24H20 1mM 1mM C: 4; Nitr: 4; Aménio: 0
KNO3 1mM C: 0; Nitr: 6; Amonio: 0
NaNO3 1ImM C: 0; Nitr: 2; Amobnio: 0
Na2SOa4 1ImM 1ImM C: 1; Nitr: 1; Amobnio: 0
KCI 1mM 1mM 1ImM C: 8; Nitr: 2; Amonio: 5
MgS0O4.7H20 1mM 1mM 1mM C: 1; Nitr: 1; Amonio: 1
NaH2PO4.H20 1mM 1mM 1mM C: 2; Nitr: 2; Amonio: 1
NHa4Cl 4mM 4mM C: 2; Nitr: 0; Amoénio: 4
KH2PO4 1mM C: 0; Nitr: 0; Amonio: 2
CaCl2.2H20 1mM C: 0; Nitr: 0; Amonio: 4
K2S04 ImM C: 0; Nitr: 0; Amonio: 1
MnSQO4.H20 0,002 mM 0,002 mM 0,002 Micronutrientes: 2
mM
ZnS04.7H20 0,002 mM 0,002 mM 0,002 Micronutrientes: 2
mM
CuS04.5H20 0,006 mM 0,005 mM 0,005 Micronutrientes: 2
mM
FeS04.7H20 — Na2EDTA 0,064 mM 0,064 mM 0,064 Micronutrientes: 3
mM
H3BOs3 0,025 mM 0,025 mM 0,025 Micronutrientes: 2
mM
Na:MoOQOa 0,006 mM 0,005 mM 0,005 Micronutrientes: 2
mM

Fonte: Do autor (2023).

4.2  Determinacao dos parametros de crescimento e produtividade

Para quantificar os parametros biométricos ao final do experimento, foram selecionadas
6 repeticBes (plantas) por tratamento em cada um dos genotipos testados. O namero de folhas,
comprimento da raiz, altura da planta, nimero e peso dos frutos foram medidos e a area foliar
foi calculada usando ImageJ software (versdo 1.52a) (Schneider et al. 2012). Os diferentes
orgdos vegetais (folhas, caule, raizes e frutos) foram armazenados em sacos de papel e secos
em estufa a 65 °C até atingirem peso constante, para determinagdo da massa seca em balanca
analitica. A partir destes dados foram foi determinada a razio raiz: parte aérea (massa seca da
raiz / massa seca da parte area; g g!) e a area foliar especifica (AFE) utilizando a formula AFE

(cm? gty = area foliar total/ massa seca foliar (Hunt, 1982).
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4.3  Analises de parametros fisioldgicos (trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a)

As taxas de assimilacgéo liquida de CO, (A, umol CO, m? s?), condutancia estomatica
(gs, mol H,0 m2 s, transpiracdo (E, mmol H.0 m s), concentragdo interna de CO- (Ci,
umol COz mol ar™!), eficiéncia no uso da agua (A/E — EUA, umol CO, mol~ H,0) foram obtidas
utilizando-se um analisador de gases no infravermelho (IRGA), modelo LI1-6400XT (LI-COR
Biosciences Inc., Nebraska, USA) equipado com uma fonte de luz azul/vermelho modelo LI-
6400-02B (LI-COR). As medices foram realizadas cerca de 40 dias ap0s o transplantio
(estagio vegetativo), das 10h00 as 12h00 sob luz saturante artificial de 1.000 pmol fétons m™
st e concentracgdo fixa de CO, de 400 umol.

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas utilizando um fluorémetro
portatil MINI-PAM (Walz Inc). Ap6s 30 min de adaptacdo ao escuro, foram obtidos o0s
pardmetros de fluorescéncia basal (Fo), fluorescéncia méxima (Fm) e rendimento quéntico
potencial (Fv/Fm) do fotossistema Il (FSII). Além disso, foram determinados os coeficientes
de extin¢do fotoquimica (qP) e extin¢do ndo fotoquimica (NPQ), bem como, a taxa de transporte

de elétrons (ETR) (Martins et al., 2014)

4.4 Analises bioquimicas foliares

As coletas para as analises bioquimicas foram realizadas entre 35-40 dias ap6s a
aplicacdo dos tratamentos, com as plantas no periodo vegetativo. Foram coletadas folhas
totalmente expandidas, as mesmas folhas em que foi feita a quantificacdo da fluorescéncia e
assimilacdo de CO.. Todo o material vegetal foi posteriormente congelado em nitrogénio
liquido (Nliq) e, em seguida, armazenado em ultrafreezer -80 °C até o momento das analises.
Amostras foliares foram submetidas a extracdo etanolica a quente, determinando-se, na fragdo
soltvel em etanol, os agUcares redutores e nao-redutores, aminoacidos soluveis totais, e teores
de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b, e carotenoides), enquanto na fra¢ao insolavel os
teores de amido e proteinas. A quantificagdo dos aglcares redutores foi feita por meio do
método DNS, proposto por Miller (1959) e os agucares soluveis totais pelo método de antrona,
descrito por Dische (1962). A quantificacdo de aminoacidos foi realizada pelo método de
ninidrina conforme o descrito por Yemm e Coccking (1955). Para os teores dos pigmentos
fotossintéticos, foi adicionado 120 pL de etanol absoluto a 50 UL do extrato etanolico. O célculo
dos teores de clorofila e carotenoides, expressos por mg g* de massa fresca (MF), foi feito de

acordo com as equagoes (Equagoes 1 a 3) de Lichtenthaler (2001):
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Equagdo 1:
Clorofila a (mg-g™*) = 13.36 X Asss— 1.28 X Assz

Equagdo 2:
Clorofila b (mg-g) = 27.43 X Ass7— 2.72 X Asss

Equagdo 3:
Carotenoides (mg g™) = (1000X As70— 2.13 X Clorofila a — 97.64 X Clorofila b)/209

Para a determinacédo da proteina, a fracdo insollvel (precipitado) da extracdo etandlica
foi solubilizado com NaOH (0,1M) e encubado a 80 °C por 1h, o sobrenadante resultante foi
utilizado para quantificacdo pelo protocolo Bradford (1976). A extracdo do amido foi a partir
da amostra derivada da extracdo de proteinas, na qual foi adicionado tampéo acetato de potassio,
para a acidificacdo do meio, seguido da adi¢do da solucdo de degradacdo (tampdo acetato de
potéssio mais a enzima amiloglucosidase) (adaptado de Hendriks et al., 2003 e Zanandrea et al
2010). Para a extracdo da sacarose (agucares ndo-redutores) foi adicionado hidroxido de
potassio (KOH) ao extrato etanélica (1:1). A quantificagdo do amido e sacarose se deu pelo
método de antrona (Dische,1962). A leitura da absorbancia das amostras, com comprimento de
onda definido de acordo com cada protocolo citado anteriormente, foi feita utilizando-se um
leitor de microplacas modelo Epoch com a interface do software Gen5 (Bio Tek Instruments,
Inc., Vermont, USA).

45  Quantificacdo do N e NH4* e NO3s™ enddgenos

As amostras vegetais (folhas, caule e raiz) foram armazenadas em sacos de papel e secos
a 65°C em estufa por pelo menos 48 horas, até atingirem peso constante, e posteriormente,
reduzidos a p6 por meio de um moinho CIENLAB CE-430; 8 l1aminas, 1.725 rpm, 20 mesh.
Para determinar os teores de N total em todas as amostras, foi utilizado o método de Kjeldahl,
utilizando solugéo digestora com acido sulfurico, alteragdo controlada de temperatura no bloco
digestor, seguido de destilagdo, com hidroxido de sodio, e a titulagdo, com &cido cloridrico, até
alteracéo de cor da solucdo (coloracdo verde para rosa). O volume gastado de &cido cloridrico
na titulacdo foi utilizado para o calculo da porcentagem de N na amostra vegetal (Feema, 1983).

Para a extracdo do NH4" foi utilizado 60 mg de massa fresca para cada amostra

previamente triturada em NIlig, posteriormente estas amostras foram transferidas para um
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microtubo de 3 mL, foram colocados 1500 pL de &gua ultrapura, ficaram incubando por um
periodo de 10 min em banho-maria e centrifugacdo a 4.000 rpm e 4°C por 20 min. O
sobrenadante bruto foi coletado e a quantificacéo iniciada tomando 100 uL de extrato soltvel
aos quais 500 pL de uma primeira mistura de solug¢do contendo (48,29 mM fenol; 0,077 uM
nitroprussiato de sédio) e mais 500 uL de uma segunda mistura de solu¢do contendo (56,81
mM NaOH; 0,068 M NaxHPO4 2H,0, 27% NaOCI) em seguida, as amostras foram incubadas
por 60 min a 37 °C, e a leitura foi realizada em uma absorbancia de 630 nm (McCullough,
1967).

Para a extracdo do NOs™ utilizou-se 20 mg de massa seca para cada amostra, aos quais
foram adicionados 10 mL de agua deionizada, procedeu-se a incubacdo por 1h a 45°C em
banho-maria, em seguida as amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 15 min, o sobrenadante
bruto foi removido e procedeu-se a quantificacdo, retirando 20 pyL de extrato soltvel e
adicionando 200 pL de SA-H2S04 — mix 5%, 16,7 uL KNO3 as amostras foram deixadas por
20 min em reag&o, depois disso Ao mesmo tempo, 4,75 pL de NaOH foi colocado, uma vez
que as amostras esfriaram, a leitura foi realizada em uma absorbancia de 410 nm (Cataldo et
al., 1975).

4.6  Analise de dados

A andlise estatistica foi realizada seguindo o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em fatorial simples 3 (fontes de N) x 2 (gendtipos), totalizando 6 tratamentos, com no
minimo 6 repetic6es (plantas) por tratamento. Os dados obtidos foram analisados pelo software
R, versdo 4.0.0 (R Core Team, 2020). As caracteristicas avaliadas foram submetidas a anélise
da variancia (ANOVA) pelo Teste F, quando houve efeito significativo nos parametros
analisados foi aplicado o Teste Tukey (p < 0,05), no pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2013).
Todas as figuras foram feitas no pacote ggplot2 (Wickham, 2016).
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5. RESULTADOS

Em relacdo aos parametros de crescimento e como as plantas respondem a diferentes
fontes de N, os resultados mostraram que plantas de tomateiro apresentam maior afinidade pelo
NOs" em relacdo ao NH4" como fonte Unica de N em ambos os gendtipos avaliados (Figuras 1
e 2). Também foram observadas respostas significativas em parametros especificos, como a
altura das plantas (Figura 2A), em cada uma das fontes de N e nos genotipos estudados, sendo
evidente uma diminuicdo significativa quando as plantas assimilavam apenas o0 NH4* como
fonte de N. A fonte de N também influenciou a produtividade das plantas (Figura 2B), sendo
observada uma maior producdo no tratamento com NOs". Os valores de massa seca total
(Figura 2C) refletem uma resposta maior por parte das plantas do gen6tipo mutante Nr em
ambas as fontes estudadas, em comparagdo com o0 WT. Em relacdo aos valores da razéo raiz:
parte aérea (Figura 3D), eles demonstram melhor utilizagdo do NO3z" em comparagdo ao NH4*
como fontes de N, porém, pouca alteracdo foi observada nessa variavel, o que nos indica que
houve uma proporcionalidade na reducao do crescimento das plantas.

Figura 1. Plantas de mesmo estagio fenoldgico dos genotipos WT e Never ripe nos tratamentos
(Controle; 100% de NOs; 100% de NH4") (A). Foliolos no mesmo estagio fenoldgico de plantas
dos gendtipos WT e Never ripe nos tratamentos (Controle; 100% de NOs™; 100% de NH4*) (B).

As barras horizontais (preta — WT e vermelha — Never ripe) indicam os genétipos avaliados.

wild type IR
Never ripe 1l

Controle Nitrato Amonio

Fonte: Do autor (2023).
Figura 2. Altura de plantas (cm) (A), produtividade de plantas (g de frutos g de massa total)

(B), massa seca total (g) (C) e razdo raiz: parte aérea (D) em plantas dos gen6tipos WT e Never
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ripe nos tratamentos (Controle; 100% de NO3; 100% de NH4"). O genétipo selvagem (WT) é
representado por barras cinzas a esquerda, enquanto o gendtipo mutante Never ripe é
representado por barras brancas a direita. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 6). Letras maiusculas iguais indicam que ndo ha distincdo entre as fontes de N,
enquanto letras mindsculas iguais indicam que ndo hé distin¢do entre os gendtipos estudados

(p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2023).

De forma complementar e evidenciando ainda mais a influéncia de um determinado
genotipo e fonte de N no metabolismo das plantas, sdo apresentados outros dados de
crescimento e produtividade, tais como: comprimento da raiz, massa seca do caule, massa seca

da raiz, nimero de folhas, AFE e namero de frutos, que demonstram uma clara tendéncia de
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melhor assimilacdo do NOsz em relacdo ao NH4" (Tabela 2). Certos parametros como
comprimento de raiz e nimero de frutos mostram uma melhor resposta no mutante Nr em

comparacdo ao WT (Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento de raiz (cm), massa seca de raiz (g), de caule (g), de folhas (g) e total
(9), bem como érea foliar especifica, area foliar total e nimero de frutos em plantas dos
gen6tipos WT e Never ripe nos tratamentos (Controle; 100% de NOs™; 100% de NH4™).

Parametros Wild type Never ripe
Controle NOy NH/ Controle NOy NH¢

Comprimento de raiz (cm) 14019 Aa 141+ 1.5Ab 6.8+09Bb 136+19Ba  I86+141Aa  100£12Ca
Massa seca de raiz () 007£002A2  007+000Ab  003+001Bb  007+001Ba  0.10£0.002Aa 0.06+0.01Ba
Massa seca de caule (g) 0.13£001Aa 011000 ABb  0.08+0009Ba 0.14+003Ba 02£003Aa  0.10£0.01 Ca
Numero de Folhas 146=2.1 Aa 141£23Ab 55+24Bb I51+14A0  161+£19Aa  115415Ba
Area foliar especifica (cm® g 1.1:£0.14 Aa 153£050Ab  046+0.11Ba  115£048Ba  2362027Aa  0.74+0.17Ba
Area foliar total (cm? g 166+38Aa  1173242Ab  698+120Bb 122+140Ba 1556+193Aa 108.6+9.7Ba
Numero de frutos 9+2Aa 73+ 1.6Ab 23+10Bb  81+14Ba 126=12A  55+10Ca

Os valores sdo apresentados como média * desvio padrdo (n = 6). Letras mailsculas iguais indicam que
ndo ha distin¢do entre as fontes de N, enquanto letras minusculas iguais indicam que néo ha distingdo

entre 0s genotipos estudados (p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey. Fonte: Do autor (2023).

Os valores de fluorescéncia da clorofila a e as trocas gasosas estdo relacionados aos
parametros de crescimento mostrados anteriormente. Observa-se que Fv/Fm, A e gs indicam
uma melhor assimilacdo quando as plantas sdo tratadas com NOs’, mesmo quando ha um
tratamento contendo ambas as fontes de N (Figuras 3A, 3C e 3D). Esses valores também
evidenciam que o mutante Nr apresenta uma maior assimilacdo em comparacdo ao WT. Por
outro lado, através da ETR verifica-se que as plantas Nr tém melhor resposta fotoguimica

quando sdo tratadas apenas com NH4* (Figura 3B).
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Figura 3. Eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm) (A), taxa de transporte de elétrons - ETR
(B), assimilacéo de CO; - A (umol CO2, m2s!) (C), e condutancia estomatica - gs (mol H.0
m~2 s7!) (D) em plantas dos gen6tipos WT e Never ripe nos tratamentos (Controle; 100% de
NOs3"; 100% de NH4"). O geno6tipo selvagem (WT) é representado por barras cinzas a esquerda,
enquanto o gen6tipo mutante Never ripe € representado por barras brancas a direita. Os valores
sdo apresentados como media + desvio padrdo (n = 6). Letras maiUsculas iguais indicam que
ndo ha distincdo entre as fontes de N, enquanto letras minusculas iguais indicam que ndo ha

distincdo entre os genotipos estudados (p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2023).

Em relacdo ao metabolismo foliar das plantas, observa-se um aumento nos teores de
amido e acgucares sollveis totais quando as plantas sdo expostas a diferentes fontes de N
(Figuras 4 A e 4B). Isso destaca a eficiéncia de cada um dos gendtipos estudados na assimilagéo

de diferentes fontes de N e na conversédo desses nutrientes em compostos indispensaveis para o
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crescimento e desenvolvimento das plantas, como as proteinas e os aminoécidos (Figuras 4 C
e 4D).

Figura 4. Concentracdes de amido (A), acucares sollveis totais (B), proteinas totais (C) e
aminoacidos totais (D) em mg g* de matéria fresca (MF) em plantas dos gendtipos WT e Never
ripe nos tratamentos (Controle; 100% de NO3™; 100% de NH4"). O genétipo selvagem (WT) é
representado por barras cinzas a esquerda, enquanto o genétipo mutante Never ripe é
representado por barras brancas a direita. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 6). Letras maiusculas iguais indicam que ndo ha distin¢do entre as fontes de N,
enquanto letras mindsculas iguais indicam que ndo héa distin¢ao entre os gendtipos estudados

(p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey.
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Agucares soliveis totais (mg g ' MF)

Controle Nitrato Amébnio Controle Nitrato Ambnio

Ab

Proteinas totais (mg g ' MF)
Aminodcidos totais (mg g ' MF)

Controle Nitrato Aménio Controle Nitrato Amdbnio

Fonte: Do autor (2023).

De maneira complementar aos dados de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
perfil bioquimico, existem varidveis de grande relevancia que séo apresentados na Tabela 3.
Essas variaveis incluem gP, NPQ, EUA, acucares redutores, clorofila a, clorofila b, clorofila
total e carotenoides totais. Esses parametros refletem que as plantas submetidas a diferentes

fontes de N (NO3z/NH4") respondem de maneira diferenciada entre as fontes e os genotipos
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estudados. Foi demonstrado que Nr sdo fotoquimicamente mais eficientes em relacdo ao WT.
Em relacdo aos parametros de trocas gasosas, podemos observar que as plantas seguem um
padrdo similar assimilando melhor uma fonte especifica, como o NOs". Por outro lado, nas
plantas tratadas apenas com NH4*, foram observadas limitacdes em relagdo a esses parametros

em ambos 0s genotipos.

Tabela 3. Quenching fotoquimico (gP), quenching ndo-fotoquimico (NPQ), transpiracédo - E
(mmol m? s?), concentragdo interna de CO; - Ci (umol CO, mol ar'), eficiéncia no uso da
agua - EUA(umol CO, molt H,0), sacarose (mg ¢! de massa fresca - MF), aglicares redutores
(mg g' MF), clorofila a (mg g~! MF), clorofila b (mg g~' MF), clorofila total (mg g~! MF),
razdo clorofila a/b, carotenoides totais (mg g~! MF) e razéo clorofila: carotenoides em plantas
dos gendtipos WT e Never ripe nos tratamentos (Controle; 100% de NO3; 100% de NH4").

Parametros Wild type Never ripe

Controle NOy NH.* Controle NOy NH.
qP 068+0.09Aa 0.58+0.06Ab 037+007Bb 0.69+0.09Aa 0.78+0.09Aa 049+0.02Ba
NPQ 029+0.10Aa 033+0.17Aa 044+025Aa 023+£0.10Aa 020+0.09Aa 036+02] Aa
E(mmolm‘:sntj 48+0.2Ab 34+0.16Ba 2.77+03Ca 6.3+ 0.04 Aa 3.5+0.2Ba 3.0£0.03 Ca
€ (umol €O, mol air ') 3277+73Ab  3326+63Aa 3268+150Aa 3594+38Aa 305+12Bb 287.0+54 Ca
EUA(umol CO; mol™! H20) 2+0.2Bb 25+02 Ab 12 £02Cb 27+02 Aa 3.1+02Aa 2.0+£0.5Ba
Sacarose (mg g | MF) 102£09Ab  97=14Ab  41+07Bb 119+16Ba  152£18Aa  9.0=06Aa
Acucares Redutores (mgg | MF) 7209 Aa 55£12Bb  36+04Cb  77£07Aa 8905 Aa 53£13Ba
Clorofila a (mg g ! MF) 6.04 +0.8 Ab 623+092Ab  2.08+0.6Bb 9.18+ 1.4 Ba 133+ 1.12Aa  5.16+1.26Ca
Clorofila b (mg g ! MF) 373+039Bb  5.84+090Ab 208+052Cb  4.99+0.79 Ba 759+0.74 Aa 3.66+0.80 Ca
Clorofila total (mg g ' MF) 978+0.87 Bb  120£170Ab  417£1.09Cb  14.1+145 Ba 209141 Aa 883+ 108Ca
Razdo clorofila a/b 1.63 £0.35 Aa 1.07£0.11 Bb 099+0.14 Bb 1.86+0.33 Aa 1.77+£0.22 Aa 1.50 + 0.66 Aa
Carotenoides totais (mg o1 MF) 0.26 + 0.05Ab 033+0.09Ab  0.11+0.01Bb 0.38 +0.07 Ba 0.80 £0.14 Aa  0.26+0.06 Ba
Razdo clorofila: carotenoides 38.3+ 8.8 Aa 382+11.1Aa  375+100Aa 378+72Aa 26.7+ 4.7 Ab 34.7+ 8.5 Aa

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 6). Letras mailsculas iguais indicam que
ndo ha distin¢do entre as fontes de N, enquanto letras minusculas iguais indicam que néo héa distingdo

entre 0s genotipos estudados (p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey. Fonte: Do autor (2023).

Os niveis de N total em cada um dos trés segmentos das plantas avaliadas (folha, caule,
raiz) mostraram que ha um acumulo diferenciado em relacdo a cada fonte. As plantas
submetidas apenas ao NOs™ apresentaram maior acuimulo nos 6rgdos aéreos em comparagao
com a fonte que continha apenas NH4" (Figuras 5A e 5B). Os geno6tipos se comportaram de
maneira semelhante quando receberam 100% de NOs", ao contrario do que foi observado no
tratamento com 100% de NHa4", onde claramente o mutante Nr foi mais eficiente. O acimulo
de N total nas raizes refletiu 0 oposto do que ocorreu nos 6rgaos aéreos, onde o gendtipo WT e
a fonte de 100% de NH4" apresentaram um maior acimulo em relagdo aos demais tratamentos
(Figura 5C).
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Figura 5. Concentrac@es de N total em folhas (g kg™) (A), nos caules (g kg?) (B) e nas raizes
(g kgh) (C) em plantas dos gendtipos WT e Never ripe nos tratamentos (Controle; 100% de
NOs7; 100% de NH4"). O gendtipo selvagem (WT) é representado por barras cinzas a esquerda,
enquanto o gen6tipo mutante Never ripe € representado por barras brancas a direita. Os valores
sdo apresentados como meédia + desvio padrdo (n = 6). Letras maiUsculas iguais indicam que
ndo ha distincdo entre as fontes de N, enquanto letras minusculas iguais indicam que ndo ha
distincdo entre os gendtipos estudados (p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey.

A

wild type
Never ripe O

Nitrogénio total em folha (gkg ' MS)

Controle Nitrato Aménio

=]

Nitrogénio total em caule (g kg ' MS)

Controle Nitrato Ambnio

Nitrogénio total em raiz (g kg ' MS)

Controle Nitlrnm

Fonte: Do autor (2023).
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Os valores obtidos para a quantificacdo de N nas formas de NOs e NHs" mostraram
uma maior afinidade por uma fonte especifica e genoétipo, onde Nr apresento aumento na
concentragdo de NOs™ em relagdo ao WT (Figura 6A). Pode-se observar que as concentragfes
de NH4" também seguem essa mesma tendéncia (Figura 6B). Esses dados demonstram que a

planta acumula e redistribui de forma diferente, quando é fornecida com uma fonte especifica
de N, sendo também relevante o fator genotipico.

Figura 6. Concentragdes de NOs (ug NOs g* de massa seca - MS) (A) e de NH4* (ug NHs*g"
! de massa fresca - MF) (B) em tecidos foliares de plantas dos gendtipos WT e Never ripe nos
tratamentos (Controle; 100% de NOs; 100% de NHs*). O gendtipo selvagem (WT) €
representado por barras cinzas a esquerda, enquanto o gendétipo mutante Never ripe é
representado por barras brancas a direita. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 6). Letras maiusculas iguais indicam que ndo ha distin¢do entre as fontes de N,
enquanto letras minudsculas iguais indicam que ndo hé distin¢do entre os gendtipos estudados
(p > 0,05), calculadas pelo teste de Tukey.

A B
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Fonte: Do autor (2023)
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6. DISCUSSAO

O N é um dos elementos mais exigidos pelas plantas, sendo um importante
impulsionador da produtividade através do seu papel central no metabolismo vegetal (Qian et
al., 2021). Existem poucos estudos até 0 momento que abordam os mecanismos fisiolégicos e
bioquimicos envolvidos na interacdo de diferentes fontes inorganicas de N (NOs e NHs") e 0
metabolismo de sinalizacdo do etileno. Além disso, pouco se sabe sobre as respostas
fisiologicas que as plantas desenvolvem quando submetidas a estresses nutricionais
relacionados a uma interacdo hormonal tdo importante quanto a do etileno. Estudar essas
relagBes é o primeiro passo para preencher lacunas de conhecimento que existem atualmente.
Algumas espécies tendem a mostrar uma preferéncia por uma forma de N em relacéo a outras,
0 que frequentemente se manifesta como uma maior producdo de biomassa e acumulo de
nutrientes (Britto e Kronzucker, 2013). Nossos resultados podem confirmar essa hipétese, uma
vez que o0s parametros de crescimento e produtividade (Figuras 2A e 2B) séo influenciados por
uma fonte especifica (NO3).

Estudos anteriores relataram que plantas com baixos teores de carboidratos, como milho
(Zeamays L.) e pepino (Cucumis sativus L.), preferem NOs" (Matsumoto et al., Tamura, 1981),
enquanto algumas plantas calcicolas, como os pinheiros Picea glauca (Moench) Voss e Pinus
sylvestris L., preferem NH4* (Wallander et al., 1997). De fato, nossos resultados mostraram um
aumento significativo na biomassa vegetal (Figura 2C; Tabela 2) quando as plantas foram
fertilizadas apenas com NOgs". As concentracdes de NH4*, além de reduzir o crescimento e a
produtividade, causaram danos em alguns érgdos fotossintéticos importantes para a producéo e
distribui¢do de carboidratos, como as folhas. Sob NH4" foi observada uma evidente clorose em
plantas WT, enquanto o Nr manteve um estado normal em seus 6rgaos fotossintéticos (Figura
1B). Um estudo recente revelou que a translocacdo de potassio (K*) da raiz para as folhas é
regulada pelo etileno por meio do transportador NRT1.5, o qual é responsavel por esse sintoma
(Fang et al., 2021). Isso pode estar relacionado a falta de percepcéo de etileno por Nr, o que
bloqueia os processos oxidativos e de senescéncia foliar em situagdes de estresse.

Os mecanismos fisiol6gicos e bioguimicos que levam a preferéncia por uma forma
especifica de N por parte das plantas ainda ndo foram totalmente decifrados. No entanto, as
influéncias das condi¢Ges ambientais (disponibilidade de N do solo, pH, temperatura, umidade,
etc.) na preferéncia de absorcdo de N foram relatadas para varias espécies de plantas (Harrison

et al., 2007; Liu et al., 2013; Song et al., 2015). Estudos como este, que buscam entender por
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que ocorre a preferéncia por uma determinada fonte de N, permitem avancar na compreenséo
de novos cenarios promissores, nos quais a disponibilidade de N é comprometida ndo apenas
por fatores ambientais, mas também por respostas internas das plantas. Conhecer as implicagdes
hormonais relacionadas a fatores nutricionais € um principio basico para entender futuras
respostas.

O NHs* é um forma paradoxal, pois, embora seja uma importante fonte de N cujo estado
de oxidacdo elimina a necessidade de reducdo na célula vegetal (Salsac et al., 1987), bem como,
seja um intermediario em muitas reacdes metabolicas (Joy, 1988), pode causar sintomas de
toxicidade em muitas plantas, se ndo em todas, quando cultivadas com NH4* como Unica fonte
de N (Vines e Wedding, 1960; Givan, 1979; van der Eerden, 1982; Fangmeier et al., 1994,
Gerendas et al., 1997). A toxicidade do NH4* pode ser universal, mas o limiar em que 0s
sintomas de toxicidade se manifestam difere amplamente entre as espécies. Embora as
condigBes experimentais varidveis utilizadas em diferentes estudos dificultem uma
classificacdo rigida das plantas em grupos de tolerancia, € possivel encontrar algumas
generalidades. Esta pesquisa permitiu evidenciar que, em plantas de tomate, concentracdes de
100% de NH4* provocam sintomas de toxicidade e, ao mesmo tempo, diminuicdo no
crescimento e estrutura da planta (Figura 1A). Podemos também observar que o crescimento e
desenvolvimento induzidos pelo NH4" estdo indubitavelmente ligados a alterag6es no equilibrio
hormonal. E importante ressaltar que nossa pesquisa relaciona como a falta de percepcéo do
etileno pode promover melhor tolerancia a toxicidade por NH4*.Os resultados de nosso estudo
ndo mostram indicios de toxicidade por NH4* no Nr (Figura 1B), houve uma redugdo no
crescimento que nédo afetou a produtividade (Figura 2B) em comparagdo com o WT.

A supressdo do crescimento e produtividade em espécies sensiveis ao NHa4™ pode ser
grave e, por essa razdo, tentar promover a reducdo da toxicidade por NH4* é de grande
importancia em ambientes agricolas e naturais. A presenca de NO3z™ pode ajudar a aliviar a
toxicidade por NH4" por meio de sua capacidade de reducdo, moderando o fluxo diferencial de
C entre raizes e brotos, e melhorando o fluxo de elétrons entre os fotossistemas | e 11 (Carrasco-
Gil et al., 2012). Essa influéncia do NOs™ foi notavel em certos pardmetros estudados, como
Fv/IFm, ETR e A (Figuras 3A, 3B e 3C). Nas concentragdes de 100% de NOgz" e fornecimento
combinado de NH4* e NOgz", foi promovida uma eficiéncia fotoquimica estavel. Além disso, foi
demonstrado que no mutante Nr em relacdo a essas fontes de N, ndo ocorre distirbio
fotossintético, ao contrario do que ocorreu com WT, que foi severamente afetado quando

assimilava concentracdes de 100% de NH4*. A melhor assimilacdo de N na presenca de NOz™ é
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apoiada por varios estudos (Goyal et al.,, 1982; Ota e Yamamoto, 1989) e pode ser
mecanicamente explicada pela indugdo do NO3™ na via GS-GOGAT, especificamente localizada
nos proplastidios das raizes (Redinbaugh e Campbell, 1993).

Os resultados anteriores mostram que as plantas do genotipo WT afetadas por
concentracGes de 100% de NH4" sofreram fotoinibigdo de PSI|I. Isso ocorre porque, apos sofrer
danos em seus 6rgdos de assimilacdo de luz, elas ndo conseguiram regenerar seus tecidos e
restaurar seu estado fotoquimico. De acordo com Tikkanen et al., (2014), a fotoinibicdo de PSII
ocorre apenas se a taxa de danos exceder a taxa de reparacao. Os valores de gP, E e EUA
seguem 0 mesmo padrdo de preferéncia pelo NOs™ como Unica fonte de N (Tabela 3). Ao
mesmo tempo, observa-se uma inclinacdo por parte do Nr em ser mais eficiente
fotossinteticamente em comparacdo com WT. O estado dos fotossistemas esta diretamente
relacionado com o equilibrio gasoso, ambos influenciam na disponibilidade de fotoassimilados.

A quantificacdo de amido (Figura 4A) mostra que existem niveis mais altos quando as
plantas absorvem NOs™ como Unica fonte de N. Isso pode estar relacionado ao fato de que os
niveis de acucares produzidos durante a fotossintese (Figura 4B; Tabela 3) foram amplamente
redistribuidos para outros 6rgdos, enquanto o restante foi armazenado na forma de amido. Além
disso, 0 aumento no contetdo de amido indica que o NOs™ interfere diretamente na atividade
fotossintética, de modo que, em condigdes favoraveis, ocorre um excesso desse fotoassimilado,
permitindo seu armazenamento. A interacdo entre o etileno e 0 N também pode aumentar a
sintese de aminoacidos e proteinas (Kaack e Pedersen, 2014). Nosso estudo mostrou um
aumento nos teores de proteinas e aminoacidos (Figuras 4C e 4D) em plantas crescidas apenas
em NOgz, indicando uma maior eficiéncia por parte do mutante Nr em metabolizar mais NOz
em relagdo ao WT. A fonte de NH4", apesar de ter facilidade de metabolizagdo sem gerar gasto
energético, mostrou-se significativamente inferior as outras fontes avaliadas.

Os teores de clorofila a e b, principais pigmentos das folhas, foram afetados quando as
plantas receberam concentracdes de 100% de NHi" (Tabela 3). Os resultados mais
significativos foram observados nos tratamentos de 100% de NO3™ e dose combinada de ambas
as fontes de N. As plantas Nr mostraram um aumento notavel nos teores de carotenoides, que
podem estar atuando como agentes fotoprotetores. Esses resultados séo justificados pelo estudo
realizado por Coulombier et al. (2020), onde mencionam que as fontes de N tém influéncia na
biossintese de carotenoides, 0 que corresponderia a uma maior capacidade antioxidante.

O acumulo de NH4" é o marcador metabdlico mais comum de estresse por N (Liu et al.

2020). De acordo com o contetdo de biomassa (Figura 2C) e clorofila total (Tabela 3), reflete-
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se que as plantas Nr tém uma tendéncia a ndo apresentar estresse quando as demandas de
nitrogénio sdo supridas por meio de uma Unica fonte de N (NOs"). As concentracdes de N em
alguns segmentos das plantas (Figura 5) suportam no entendimento do fluxo de distribuicéo e
particdo de cada fonte de N avaliada. Observou-se uma maior acumulacdo nos 6rgdos aéreos
nos tratamentos controle e 100% de NOs™ (Figuras 5A e 5B). O NH4" se acumula, na maioria
das espécies, preferencialmente nas células da raiz para evitar danos ao aparato fotossintético
(Esteban et al. 2016). As concentracdes de 100% de NH4" refletiram uma acumulagéo superior
em comparagdo com as outras fontes estudadas (Figura 5C).

As maiores concentragdes de NO3z™ foram encontradas nas folhas, sugerindo que este
orgdo é preferencial para o armazenamento de NOs  (Figura 5A). Alves et al., (2016)
concluiram que, no arroz, as folhas atuam como locais preferenciais de armazenamento de N.
De acordo com Crawford e Glass et al. (1998), o excesso de absor¢cdo de NOs™ pela planta pode
ser armazenado no vacuolo, servindo como fonte de N mineral quando as concentragdes sao
baixas no solo. As concentra¢des enddgenas estdo relacionadas com os resultados apresentados
anteriormente. Existe uma assimilacdo diferenciada entre as fontes de N (Figura 6), onde o
NOs" predominou em ambos 0s genétipos em comparacdo ao NH4*. Além disso, as respostas
das plantas Nr foram significativas, mostrando uma melhor tolerancia ao NH4" como Unica
fonte de N (Figura 6B). Apesar das implicacdes adversas, essas plantas conseguiram se adaptar
a condicdes estressantes, exibindo parametros de crescimento e produtividade maiores do que

0 gendtipo WT.
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7. CONCLUSOES

Com nosso estudo foi possivel compreender, em nivel de metabolismo e
crescimento/producéo de plantas, as relagGes existentes entre as diferentes fontes inorganicas
de N e o metabolismo do etileno. Os dois gen6tipos avaliados nédo diferiram quanto ao melhor
desenvolvimento no cultivo em meio com NOs’, e mostraram preferéncia por esta fonte em
relacdo ao NHa.*. O papel desempenhado pela reducéo da percepcao do etileno foi evidenciado
em muitos processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas. Ficou demonstrado ainda que
existem muitas lacunas de conhecimento a serem exploradas em relacdo as interacGes
hormonais e aos processos de nutricdo mineral das plantas. Sao necessarios mais estudos que
relacionem as estratégias de absorcdo de N e as caracteristicas enddgenas das plantas; desse
modo os processos fisioldgicos e nutricionais podem ser explicados e compreendidos de
maneira mais precisa, servindo assim de base para o desenvolvimento de tecnologias na area

de fertilidade e producéo de plantas.
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