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RESUMO

O Brasil tem 58% de seu territério ocupado por latossolo e argissolo, caracterizados por ser
solos profundos, com alto intemperismo, elevada acidez, baixa disponibilidade de nutrientes, e,
frequentemente, alta saturacdo de aluminio. Apesar de bem adaptadas a baixa disponibilidade
de nutrientes, a vegetacdo nativa desse tipo de solo é capaz de responder positivamente a
adubacdo, apresentando maior taxa de crescimento e acimulo de biomassa. Estudos vém
demostrando que algumas dessas espécies apresentam adaptacdes a alta disponibilidade de
aluminio no solo, com estratégias de tolerancia a esse metal, sendo algumas classificadas como
hiperacumuladoras de aluminio. Dessa forma, é plausivel considerar a importancia de estudar
as alteraces fisioldgicas e de crescimento de espécies nativas a diferentes condicGes
nutricionais, como é o caso do nitrogénio, bem como a capacidade dessas espécies em tolerar
altas concentracGes de aluminio. Dessa forma, esse trabalho se propds a avaliar as respostas de
plantas jovens de Zeyheria tuberculosa, uma espécie nativa de Cerrado e com alto potencial de
uso na recuperacao de areas degradadas, cultivadas em diferentes doses e fontes de adubagédo
nitrogenada (nitrica e/ou amoniacal) e sob diferentes niveis de aluminio. Para isso, foram
realizados dois experimentos com o propdsito de: avaliar niveis adequados de nitrogénio,
fornecidos exclusivamente com NO3, para o desenvolvimento de mudas de Z. tuberculosa e;
analisar a interacdo de diferentes proporc¢des de aluminio sobre o metabolismo do nitrogénio
em plantas jovens de Z. tuberculosa. Os experimentos foram montados em casa de vegetacéo e
as mudas com cerca de 90 dias de idade foram submetidas, por mais 60 dias, aos diferentes
tratamentos como mostrado a seguir: Experimento 1: diferentes concentracfes de nitrogénio
nitrico (2; 4; 8; 12; 16mM de NO3); Experimento 2: diferentes propor¢des de NO3/NH; (100/0;
75/25; 50/50; 25/75; 0/100) e concentracfes de aluminio (0; 600 e 1200 uM). Em todos os
experimentos foram feitas analises biométricas e bioquimicas em folhas e raizes das mudas. Os
experimentos foram realizados em delineamento em blocos casualizado (DBC) e os dados
foram submetidos a regressdo e analise de variancia, com médias comparadas pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software R® através da plataforma
RStudio. Os resultados aqui obtidos demonstram que niveis de nitrogénio acima de 10mM
configuram consumo de luxo para Z. tuberculosa e que o metabolismo do nitrogénio, carbono
e antioxidante é alterado sob baixa disponibilidade de nitrogénio. Os maiores valores de
crescimento de Z. tuberculosa foram observados quando essa espécie foi fertilizada com fontes
mistas de nitrogénio, com maior desempenho sob proporcdo de 50/50. Fontes mistas de
nitrogénio também contribuiram para que a espécie em estudo mantivesse o funcionamento do
metabolismo de carbono, nitrogénio e homeostase redox sob a presenca de aluminio. Os
resultados obtidos nesse trabalho sdo importantes para fundamentar estratégias de producéo de
mudas de Z. tuberculosa e sua introducdo em ambientes naturais utilizando-se de uma adubacéo
nitrogenada adequada com diferentes fontes de nitrogénio, inclusive podendo mitigar os efeitos
do aluminio sobre o crescimento dessas plantas.

Palavras-chave: Adubacédo nitrogenada; Nitrato redutase; Solos acidos; Glutamina sintetase;
Glutamato sintase; Glutamato desidrogenase; Ipé-felpudo.



ABSTRACT

Brazil has 58% of its territory occupied by latosol and argisol, characterized by being deep
soils, with high weathering, high acidity, low availability of nutrients, and, often, high
aluminum saturation. Despite being well adapted to low nutrient availability, native vegetation
of this type of soil is capable of responding positively to fertilization, showing higher growth
rates and biomass accumulation. Studies have demonstrated that some of these species have
adaptations to deal with the high availability of aluminum in the soil, with tolerance strategies
to this metal, with some options being aluminum hyperaccumulators. Therefore, it is plausible
to consider the importance of studying the physiological and growth modulations of native
species under different nutritional conditions, as is the case with nitrition, as well as the ability
of these species to tolerate high concentrations of aluminum. Thus, this work aimed to evaluate
the responses of young plants of Zeyheria tuberculosa, a species native to the Cerrado and with
high potential for use in the recovery of degraded areas, cultivated in different doses and sources
of nitrogen fertilizer (nitric and/or ammonia) and under different levels of aluminum. To this
end, two experiments were carried out with the objective of: evaluating the best level of
nitrogen, supplied exclusively with nitrate, for the development of Z. tuberculosa seedlings and;
analyze the interaction of different proportions of aluminum on nitrogen metabolism in young
Z. tuberculosa plants. The experiments were set up in a greenhouse and seedlings around 90
days old were subjected, for another 60 days, to different treatments as shown below:
Experiment 1: different concentrations of nitric nitrogen (2; 4; 8; 12 and 16mM of NO3);
Experiment 2: different proportions of NO3/NH, (100/0; 75/25; 50/50; 25/75; 0/100) and
aluminum concentrations (0; 600 and 1200 uM). In all experiments, biometric and biochemical
analyzes were carried out on leaves and roots of the seedlings. The experiments were carried
out in a randomized block design (DBC) and the data were subjected to regression and analysis
of variance, with means compared by Scott-Knott’s test at 5% probability level, using the R®
software through the RStudio platform. The results obtained here demonstrate that nitrogen
levels above 10mM constitute luxury consumption for Z. tuberculosa and that nitrogen, carbon
and antioxidant metabolism are altered under low nitrogen availability. The highest growth
values of Z. tuberculosa were observed when this species was fertilized with mixed sources of
nitrogen, with greater performance in a 50/50 ratio. Mixed sources of nitrogen were also
developed so that the species under study could maintain the functioning of carbon, nitrogen
metabolism and redox homeostasis under the presence of aluminum. The results obtained in
this work are important for fundamental strategies for the production of Z. tuberculosa seedlings
and their introduction into natural environments using adequate nitrogen fertilization with
different sources of nitrogen, which can also mitigate the effects of aluminum on the growth of
these plants.

Keywords: Nitrogen fertilizer; Nitrate reductase; Acidic soils; Glutamine synthetase;
Glutamate synthase; Glutamate dehydrogenase; Ipe-felpudo.



INDICADORES DE IMPACTO

A pesquisa sobre o impacto do aluminio no metabolismo do nitrogénio em Zeyheria
tuberculosa oferece contribuigdes ambientais, sociais e econdmicas importantes.
Ambientalmente, o estudo revela como plantas nativas interagem com o aluminio em solos
acidos, prejudiciais a muitas espécies vegetais. A capacidade de Z. tuberculosa tolerar e,
potencialmente, acumular aluminio sugere estratégias de uso de plantas nativas para reduzir
esse metal em solos, promovendo a recuperacdo de areas degradadas e a restauracdo de
ecossistemas, melhorando a qualidade do solo e a biodiversidade. Socialmente, as descobertas
desse estudo beneficiam populagdes locais em areas rurais e agricolas enfrentando degradacao
e problemas de fertilidade do solo. O uso de Z. tuberculosa no reflorestamento pode melhorar
a qualidade de vida dessas comunidades, criando ambientes mais saudaveis e produtivos e
conservando recursos naturais e Servigos ecossistémicos como controle da erosdo,
armazenamento de carbono e preservacéao da biodiversidade. Economicamente, a pesquisa pode
reduzir os custos de recuperacdo de terras e aumentar a produtividade agricola em regides
afetadas por solos &cidos, com alta disponibilidade de aluminio e baixa disponibilidade de
nutrientes como o nitrogénio. Precisa-se destacar que os dados obtidos sobre a influéncia
positiva do aluminio sobre a enzima GOGAT é uma contribui¢do inédita e relevante para a
ciéncia, uma vez que nenhum estudo prévio demonstrou essa interacao direta. 1sso abre novas
perspectivas para pesquisas focadas nessa interacdo especifica. Além disso, insights sobre o
manejo de nutrientes e adubacdo podem melhorar as praticas agricolas, otimizando o uso de
recursos e reduzindo custos com fertilizantes. O desenvolvimento de tecnologias para
recuperacdo e melhoramento do solo pode abrir novas possibilidades para a agricultura
sustentavel, impulsionando a economia local e regional de maneira equilibrada e
ecologicamente responsavel. A pesquisa, portanto, avanca o conhecimento cientifico e se
conecta a solugdes praticas para problemas ambientais e socioeconémicos, com potencial de
melhorar tanto a qualidade ambiental quanto a qualidade social das comunidades por ela
alcancadas.



IMPACT INDICATORS

Research on the effects of aluminum on nitrogen metabolism in Zeyheria tuberculosa provides
valuable contributions to environmental, social, and economic domains. From an environmental
perspective, the study elucidates the interaction between native plants and aluminum in acidic
soils, which are harmful to many plant species. The ability of Z. tuberculosa to tolerate and
potentially accumulate aluminum offers promising strategies for utilizing native plants to
mitigate aluminum contamination in soils. This could aid in the rehabilitation of degraded areas,
restoration of ecosystems, enhancement of soil quality, and preservation of biodiversity.
Socially, the findings of this research hold significance for rural and agricultural communities
that face soil degradation and fertility challenges. The implementation of Z. tuberculosa in
reforestation initiatives can improve the living conditions of these communities by fostering
healthier and more productive environments. Furthermore, it can contribute to the conservation
of natural resources and ecosystem services, such as erosion control, carbon sequestration, and
biodiversity preservation. Economically, this research may lead to a reduction in the costs of
land reclamation and an increase in agricultural productivity in regions affected by acidic soils
with high aluminum content and nutrient deficiencies, particularly nitrogen. It is also
noteworthy that the discovery of aluminum's positive influence on the GOGAT enzyme
represents a novel and significant contribution to scientific knowledge, as no prior studies have
demonstrated this direct interaction. This finding opens new avenues for research focused on
this specific biochemical relationship. Additionally, insights into nutrient management and
fertilization practices derived from this research have the potential to enhance agricultural
practices by optimizing resource utilization and reducing fertilizer expenses. The development
of technologies for soil restoration and improvement may provide new opportunities for
sustainable agriculture, fostering economic growth in a manner that is both ecologically
balanced and socially responsible. In conclusion, this research not only advances scientific
understanding but also presents practical solutions to environmental and socio-economic
challenges, offering the potential to improve both the environmental sustainability and social
well-being of affected communities.
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1. INTRODUCAO

A relacdo entre a qualidade do solo e a elevada diversidade vegetal ainda é um tema
controverso. Enquanto alguns pesquisadores atrelam a abundéncia de espécies de uma regido a
solos intemperizados, com baixa disponibilidade de nutrientes (LALIBERTE et al. 2013;
RODRIGUES et al., 2018), outros defendem que a riqueza de espécies vegetais esta mais
associada a solos férteis (LIU et al., 2021; SADEGHINIA.; KARGAR; DE LA RIVA, 2023).
Todavia, quando se trata de areas degradas, o solo geralmente se encontra em avancado estado
de desequilibrio (ZHANG et al., 2019b). Havendo assim, uma necessidade de acelerar o
processo de revegetacdo por meio de adubacdo, e retornando, dentro do que é possivel, as
condicdes ideais daquele ambiente (JAQUETTI et al., 2021; JAQUETTI et al., 2022). A réapida
retomada da vegetacdo e seu estabelecimento no ambiente favorece a chegada de novas espécies
e 0 aumento da diversidade vegetal que, por sua vez, pode favorecer o aumento do status
nutricional naquele ambiente (DYBZINSKI et al., 2008; SCHMIDT; VELDKAMP; CORRE,
2015; HEYDARI et al., 2020).

Processos metabolicos como absorcdo e assimilacdo de nitrogénio sdo fundamentais
para o estabelecimento e crescimento de uma planta no ambiente (WANG et al. 2020; VIEIRA
et al., 2021). O metabolismo do nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo do
carbono e ambos sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas. A limitacdo
de nitrogénio pode afetar o acimulo de biomassa nas plantas, mesmo quando essas estdo
expostas a elevadas concentraces de CO2 (REICH et al., 2006; REICH e HOBBIE, 2013).
Nota-se na literatura que, em espécies de sistemas naturais, ainda € comum a caréncia de
informac@es basicas sobre os metabolismos do nitrogénio e carbono e suas relagdes nas folhas
e nas raizes, bem como as formas de transporte dos compostos nitrogenados assimilados nestes
6rgaos.

Diferentes espécies vegetais apresentam preferéncia diferencial na forma de nitrogénio
absorvida, todavia a maioria das espécies absorvem e assimilam melhor o nitrogénio na forma
de nitrato (NO3) (CHEN et al., 2020; YANG et al., 2022; DUAN et al., 2023). Espécies que
absorvem o nitrogénio na forma do amonio (NH;) podem levar a acidificacdo do solo pela
liberacdo de fons H* durante o transporte do NH; (ESTEBAN et al., 2016). Enquanto, espécies
que absorvem NOgz, além de transportar ions H* para dentro da planta, também leva a liberagéo
de ions OH" para a rizosfera, elevando seu 0 pH (NEINA, 2019).

A via de reducdo de NO3 a NHj ¢ catalisada pelas enzimas nitrato redutase (NR, EC
1.6.6.1) e nitrito redutase (NiR, EC 1.7.7.1) no citosol e plastidios, respectivamente (DANIEL-
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VEDELE; KRAPP e KAISER, 2010). A metabolizacdo do NH} em aminoéacidos é realizada,
principalmente, pelas enzimas glutamina sintetase (GS, EC 6.3.1.2) e glutamato sintase
(GOGAT, EC 1.4.7.1) (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). A atividade das enzimas
envolvidas no metabolismo do nitrogénio pode sofrer influéncias de diversos fatores intrinsecos
(espécie e idade da planta), quanto extrinseco (estresses bidtico e abidtico) (ALT; DOYLE e
MALLADI, 2017; ASHRAF et al., 2018). A forma de nitrogénio que é absorvida pela planta
tem papel fundamental na atividade das enzimas responsaveis por metabolizar esse nutriente
(YAO et al., 2011).

As alteracdes do pH do solo em decorréncia da fertilizagdo com nitrogénio podem variar
de acordo com os tipos de ecossistema, taxa de adi¢cdo de nitrogénio, quais fontes de nitrogénio
sdo utilizadas e duracdo de exposicdo (TIAN e NIU, 2015). Ainda no contexto de baixo pH do
solo, outro fator que influencia no estabelecimento de plantas em solos acidos € a
disponibilidade de aluminio. Esse elemento é o metal mais abundante e o terceiro elemento
mais abundante na crosta terrestre, porém sua disponibilidade para as plantas esta associada a
acidez do solo (YANG et al., 2015a; BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). Muitas plantas,
em especial as de florestas boreais e tropicais, apresentam mecanismos de resisténcia a esse
metal, seja por tolerancia ou exclusdo (BRUNNER e SPERISEN, 2013). Algumas especies, por
serem adaptadas a presenca desse elemento no solo, necessita dele para que seu metabolismo
primario funcione corretamente (KAUR et al., 2015; SUN et al., 2020; KAUR et al., 2023).
Todavia, ainda sdo necessarios mais estudos para compreender melhor como, de fato, esses
mecanismos funcionam.

Nesse contexto, espécies tropicais, a exemplo de Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau
ex Verl (Bignoniaceae), sdo objeto de estudo interessantes, uma vez que, apresentam
caracteristicas ruderais, se desenvolvendo com facilidade em solos degradados
(MARTINELLI; MORAES, 2013). Além de se tratar de uma espécie com potencial para ser
utilizada em recuperacéo de areas, a sua madeira é muito utilizada na construcdo civil e alguns
estudos tém demonstrado o potencial farmacolédgico dessa espécie atuando como cicatrizante e
antibacteriano (MARTINELLI; MORAES, 2013; SARMENTO et al., 2014; SILVA et al.,
2015). Contudo, estudos visando compreender processos relacionadas a nutricdo de Z.
tuberculosa ainda sdo inexistentes.

Dessa forma, esse trabalho possui relevancia para a fundamentacdo teorica sobre a
vegetacdo nativa do Brasil, uma vez que visa gerar informacdes sobre a nutri¢ao e tolerancia ao
aluminio em uma espécie nativa ainda pouco estudada do ponto de vista da sua fisiologia,

nutricdo e metabolismo mineral. Buscou-se também esclarecer como a adubacéo nitrogenada



12

pode atuar no desenvolvimento inicial de Z. tuberculosa e como a interagéo entre diferentes
fontes de nitrogénio e o aluminio pode afetar o crescimento dessa espécie. Compreender esses
processos € importante para tracar estratégias mais eficientes para a recuperacdo da vegetacao,
qgue vem aumentando gradativamente, visando mitigar os danos causados por todas as
atividades antrdopicas que geram perda na cobertura vegetal nativa e alteracdes nas
caracteristicas edafocliméticas nos diferentes ambientes naturais.

Sendo assim, esse trabalho propds caracterizar 0s processos enzimaticos de assimilacao
do nitrato e amo6nio em plantas jovens de Z. tuberculosa cultivadas em diferentes concentracdes
e fontes de nitrogénio (nitrica e/ou amoniacal) e sob diferentes niveis de aluminio, bem como
os efeitos desses processos sobre a sintese de carboidratos e o sistema antioxidante dessa
espécie. Assim, buscando elucidar o padrdo de funcionamento das enzimas envolvidas na
assimilacdo do nitrogénio nessa espécie, bem como esclarecer como o aluminio disponivel na

rizosfera pode afetar a agdo dessas enzimas.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Metabolismo do nitrogénio

O nitrogénio € um dos mais importantes nutrientes para o crescimento e reproducdo das
plantas, sendo absorvido, principalmente, na sua forma nitrica (NO3) e amoniacal (NHJ).
Todavia, o N2 é a principal forma do nitrogénio presente na biosfera, necessitando ser fixado
em nitrogénio amoniacal, através da agdo da nitrogenase, para posterior absorcdo pelas plantas
(HOFFMAN et al., 2014). O NH; produzido nesse processo pode ser oxidado a hidroxilamina,
nitrito e nitrato pelo processo de nitrificacdo, realizado por bactérias oxidantes de amonio e
bactérias oxidantes de nitrito (HAYATSU; KANAKO; SAITO, 2008). Todavia, a raiz pode
liberar exsudados influenciando o potencial redox e alterando a atividade e densidade das
populagcdes microbianas na rizosfera que, por sua vez podem interconverter as formas de
nitrogénio do solo, incluindo aquelas derivadas de fertilizantes (XU; FAN; MILLER, 2012).

Além da fixacdo do N2 e da oxidacdo do NHZ, ha também um processo denominado
desnitrificacdo, onde o nitrato é convertido a nitrito, 6xido nitrico, oxido nitroso, chegando
novamente ao N2. Essas reagdes ocorrem mediante a acdo de bactérias e fungos presente no
solo (HAYATSU; KANAKO; SAITO, 2008). Sabe-se que exsudados das raizes podem
melhorar a eficiéncia da utilizacdo do nitrogénio influenciando o potencial redox e alterando a
atividade e densidade das populagBes microbianas na rizosfera que, por sua vez podem
interconverter as formas de nitrogénio do solo, incluindo aquelas derivadas de fertilizantes (XU;

FAN; MILLER, 2012). Tal dindmica torna fundamental estudos que busquem reproduzir as
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variacOes das fontes nitrogenadas no solo e seus impactos na absor¢cdo e otimizacdo de
nitrogénio pelas plantas. E imperativo investigar os efeitos dessas dinamicas sobre a absor¢éo
e translocacao de elementos poluentes pelas plantas.

Quanto a absorcdo do nitrogénio mineral, as plantas possuem transportadores
especificos que regulam a captacdo desse elemento. A captagdo de NO3 do solo é mediada por
transportadores de nitrato de baixa afinidade (NRT1 - sistemas de baixa afinidade) e alta
afinidade (NRT2 - sistemas de alta afinidade) (FAN et al., 2017). Enquanto que, para o
transporte e homeostase de NH; nas plantas, existem os sistemas saturaveis de alta afinidade
(transportadores de amdnio — AMTS) e 0s ndo saturdveis de baixa afinidade (aquaporinas ou
canais de cations) (BERTL e KALDENHOFF, 2007, PANTOJA, 2012, KIRSCHT et al., 2016).
Além da absorcao de nitrogénio inorganico, folhas senescentes também se tornam importantes
fontes de nitrogénio, reciclando esse nutriente e o realocando para outros érgdos das plantas.
Raizes e folhas em desenvolvimento sdo os principais drenos de nitrogénio durante a fase
vegetativa, enquanto na fase reprodutiva, as flores, frutos e sementes s@o os principais drenos
do nitrogénio assimilado (WHITE et al., 2016).

As enzimas envolvidas na assimilagdo do NO3 e NHZ atuam de diferentes formas a
depender da planta e das condi¢cdes do ambiente. A redugdo do NO3 pela atividade da nitrato
redutase (NR) no citoplasma das células vegetais pode acontecer nas folhas, raizes ou nesses
dois 6rgdos das plantas (YONEYAMA; SUZUKI 2019). J& a incorporacdo do NH} a
aminoacidos pela glutamina sintetase (GS) pode ocorrer no citoplasma, cloroplastos e
mitocondrias das células vegetais a depender da origem do NH}, estadio de desenvolvimento e
condi¢cdes ambientais a que a planta se encontra (MASAKAZU T. et al., 2004; LINKA,;
WEBER, 2005; SINGH; GHOSH, 2013).

Juntamente a GS, a Glutamato sintase (GOGAT) compde o ciclo GS-GOGAT atuando
nos cloroplastos em tecidos fotossintetizantes ou em plastidios em tecidos néo
fotossintetizantes, transferindo o agrupamento amina da glutamina produzida pela GS para uma
molécula de a-cetoglutarato formando assim duas moléculas de glutamato (MASCLAUX-
DAUBRESSE et al., 2010). Também é sugerido que a GOGAT dependente de Ferredoxina,
assim como a glutamina sintetase cloroplastidica (GSz), é direcionada duplamente para 0s
cloroplastos e mitocondrias (JAMAI et al., 2009). Outra importante enzima envolvida na
assimilacdo do nitrogénio, principalmente quando a planta esta exposta a condigdes de estresse,
é a glutamato desidrogenase (GDH, EC 1.4.1.2), presente em cloroplastos, mitocondrias e

citoplasma. Essa enzima atua principalmente na via de desaminagéo do glutamato. Porém, sob
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altas concentraces de NH, essa enzima pode atuar incorporando o NH} livre diretamente ao
a-cetoglutarato, produzindo glutamato (ZHI et al., 2020).

Embora muito tenha se pesquisado sobre a relagdo do NO3 e NH} na nutricdo de plantas,
0s resultados obtidos se diferenciam muito a depender da espécie, idade da planta, 6rgdo de
interesse, concentracdes de NO3 e NH utilizadas e condicOes ambientais (YAO et al., 2011;
BRITTO e KRONZUCKER, 2013; ARNOLD; SAJITZ-HERMSTEIN e NIKOLOSKI, 2015;
ZHANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2018b). Estudos mostram que plantas adaptadas a solos
acidos apresentam uma maior facilidade em absorver NH; quando comparadas as demais
plantas (HAWKINS e ROBBINS, 2010; WANG et al., 2016). Além disso, a forma adequada
de nitrogénio pode amenizar efeitos deletérios provocadas por estresse abiotico (CARVALHO,
2015). Ademais, a forma de nitrogénio absorvida pode modular o perfil metabdlico da planta,
alterando principalmente os teores de carboidratos e compostos nitrogenados por meio da
modificacdo na atividade das enzimas envolvidas na sintese desses metabolitos (YIN et al.,
2020).

Conhecer a razdo adequada NO3 /NH; no fornecimento de nitrogénio, além de atuar na
tolerancia da planta a intemperes ambientais, também é um importante aspecto para a regulacéo
do metabolismo de carboidratos (SKELODOWSKA et al., 2015; YANG et al.,, 2015,
CARVALHO et al., 2018). O metabolismo de carboidratos e sua conexdo com a absor¢éao e
metabolismo de nitrogénio também é um importante fator na resposta da planta a mudancas
ambientais. Em Dipteryx alata VVog. exposta a baixa disponibilidade hidrica, o metabolismo do
nitrogénio juntamente com o metabolismo do carbono foi modificado levando ao aumento de
aminoéacidos e promovendo o equilibrio no metabolismo C/N, bem como a manutencdo da
homeostase energética dessa espécie, melhorando seu desempenho para lidar com o déficit
hidrico (VIEIRA et al., 2021).

Em condigdes ambientais ideais, o fornecimento de NH; pode elevar a fotorrespiragéo
de planta Cz, diminuindo a assimilacdo de carbono (CARNEIRO, 2014). Todavia, sob
condicbes ambientais adversas, como elevada concentracdo de CO2 atmosférico, o
fornecimento de NHj eleva a concentragdo de CO intercelular e cloroplastidica, aumentando
o fluxo de elétrons para a fotossintese, reduzindo a fotorrespiragdo e aliviando a inibig¢do da
fotossintese (WANG et al., 2020). Em Arabidopsis submetida a diferentes fontes de nitrogénio
e exposta a contaminacdo por cadmio, a translocacdo desse metal foi diminuida
significativamente em plantas nutridas com NH; como Unica fonte de nitrogénio, levando-se a
considerar a fertilizagdo com nitrogénio como estratégia para diminuir os riscos do cadmio a
salde humana (VAZQUEZ et al., 2020).
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O status de nitrogénio adequado na planta favorece seus demais processos metabdlicos,
sendo fundamental para a sintese de proteinas, pigmentos fotossintéticos, &cidos nucleicos,
aminoéacidos, dentre outros (SCHULZE et al., 2019). Todavia, um fornecimento desbalanceado
de nitrogénio no ambiente pode gerar danos ambientais, como desbalanco nutricional
(HUANG; ZHOU; LIU, 2012), eutrofizagao dos corpos d’agua (GAO; ZHANG, 2010; SAVCI,
2012) e acidificacdo do solo (YANG et al., 2018; HAO et al., 2020).

Uma grande parcela dos estudos que visam compreender os processos envolvidos na
absorcéo de nitrogénio é voltada, principalmente, para plantas cultivadas com valor econémico
(ALT et al., 2017; DIER et al., 2018; RAVAZZOLO et al., 2020; YIN et al., 2020). Porém,
podemos perceber que a variagdo nas fontes de nitrogénio utilizadas na nutricdo das plantas

pode atuar no melhor aproveitamento desse nutriente e diminuir custos na adubacéo.
2.2 Aluminio no sistema solo-plantas

O aluminio é o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre e, dentre os metais,
ele se encontra em maior quantidade (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). Apesar das altas
concentra¢fes de aluminio no solo, esse elemento ndo é essencial para as plantas e sua
disponibilidade depende do pH do solo, se tornando mais disponivel quando em pH acido
(YANG et al., 2015a). E importante ressaltar que 30% de todo o solo do planeta apresenta
elevada acidez, sendo, portanto, caracterizado pela deficiéncia de nutrientes e por toxicidade
por aluminio e outros metais (UEXKULL e MUTERT, 1995). Solos &4cidos estéo localizados,
principalmente, nas regides boreais e tropicos umidos. No entanto, a biodiversidade e a alta
producdo de biomassa das florestas localizadas nessas regides (Florestas tropicais e boreais)
(MOTAVALLI et al., 1995; ZINKO et al., 2006) indicam que suas plantas ndo sdo afetadas
pela toxicidade por aluminio.

Muitas espécies de plantas sdo nativas de solos acidos com alta disponibilidade aluminio
e desenvolveram adaptacOes para sobreviver na presenca desse metal. Sdo conhecidas duas
principais formas que as plantas utilizam para lidar com o aluminio disponivel no solo, a
exclusdo e a tolerancia (BRUNNER e SPERISEN, 2013). Plantas que utilizam a via de exclusédo
do aluminio possuem diversos mecanismos que evitam a entrada desse metal no simplasto da
planta. Ao passo que, plantas que sdo classificadas como tolerantes ao aluminio, apresentam
mecanismos que permitem a planta lidar com esse metal ja no simplasto, sem sofrer grandes
danos no seu crescimento e producéo (WEI et al., 2021).

Os mecanismos de exclusdo dependem da liberagdo de ligantes que quelam e

desintoxicam o aluminio externamente ou limitam sua captacao no citosol (YANG et al., 2019).
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Alguns &cidos organicos como citrato, oxalato e malato atuam como quelantes do aluminio,
sendo exsudados pelas raizes das plantas e formando complexos estaveis ndo toxicos com o
aluminio presente na rizosfera (CHEN et al., 2010; YANG et al., 2013). Algumas plantas
também agem aumentando o pH da rizosfera através do influxo de H*, levando a diminuicéo
das formas de aluminio disponiveis ao redor da raiz (QING et al., 2018). Uma outra forma de
exclusdo do aluminio que vem sendo pesquisado é por meio da metilacdo da pectina, uma vez
que espécies resistentes a presenca do aluminio apresentam um maior grau de metilacdo da
pectina, impedindo sua ligacdo ao aluminio na forma AI** (SCHMOHL et al., 2000; SUN et
al., 2016).

Ja as vias de tolerancia ao aluminio incluem aquelas que quelam o AI¥* no simplasto
das células da raiz, com subsequente transporte e sequestro em partes menos sensiveis da planta
e compartimentos subcelulares (MA et al., 1997; CHEN et al., 2015). Os acidos organicos,
juntamente com compostos fendlicos, também séo fatores importantes nessa via de tolerancia
ao aluminio, uma vez que essas moléculas se ligam ao aluminio presente no citosol, formando
complexos menos tdxicos que sdo transportados pelo corpo da planta e armazenados em
compartimentos menos susceptiveis a toxicidade por esse metal (ZHANG et al., 2016; FU et
al., 2020). Outra forma que as plantas utilizam para tolerar a presenca do aluminio é a ativacao
de vias metabdlicas, como o metabolismo antioxidante, para superar os efeitos toxicos desse
metal sobre o metabolismo primério da planta (GUO et al., 2018; YU et al., 2019). Além disso,
diversas plantas de regides tropicais apresentam a caracteristica de absorver e armazenar altas
concentracdes de aluminio na parte aérea, sendo classificadas como hiperacumuladoras de
aluminio quando apresentam teores desse metal superior a 1000 mg-Kg de massa seca (CHEN
et al., 2008; SOUZA et al., 2015).

Uma vez que a planta ndo apresenta 0s mecanismos necessarios para excluir ou tolerar
o0 aluminio, ocorrem sérios danos na sua estrutura e metabolismo (DE ALMEIDA et al., 2015;
BRESSAN et al., 2020). Os mecanismos de toxicidade por aluminio envolvem danos na parede
e na membrana celular, por meio da modificacdo de suas estruturas. Tais modificagdes leva a
perturbacdo no transporte de ions e desequilibrio nutricional na planta (ZHANG et al., 2017).
O aluminio no interior da planta aumenta a rigidez da parede celular através da reticulacdo de
pectinas e reduz a replicacido do DNA devido ao aumento da rigidez da dupla hélice (BLAMEY,
2001). Plantas sensiveis ao aluminio apresentam diminui¢cdo no crescimento de suas raizes
decorrente da interferéncia na divisdo celular na regido apical da raiz principal e lateral
(JASKOWIAK et al., 2018; ZHANG et al., 2018c).



17

Alguns estudos tém demonstrado que, a depender das concentragdes de aluminio
utilizadas, esse metal pode atuar como um fator benéfico sobre o crescimento, defesa e
metabolismo das plantas (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). O aluminio também pode
induzir a expressdo ou atividade de proteinas de transporte, alterando o potencial de membrana
e o fluxo de prétons que promove os fluxos de nutrientes nas plantas (ZHANG et al., 2017).
Outra agdo benéfica do aluminio sobre as plantas &€ como possivel fator de prote¢do da planta
contra patégenos, gerando um acumulo de peroxido de hidrogénio (H202) que ativa a resposta
sistémica adquirida em funcdo do acido salicilico e do éxido nitrico (ARASIMOWICZ-
JELONEK et al., 2014).

Os estudos visando esclarecer os efeitos do aluminio sobre o crescimento e metabolismo
de espécies nativas adaptadas a solos ricos em aluminio ainda sdo incipientes. Ha também que
se destacar que acbes antropicas como emissdes industriais (NAIK et al., 2002), emissdes
veiculares (FORNARO e GUTZ, 2003), queima de biomassa (COELHO et al., 2011), emissoes
de usinas termelétricas (MIGLIAVACCA et al., 2004) dentre outras, podem atuar no aumento
da acidez do solo, que consequentemente pode levar a maior disponibilidade de aluminio,
expondo a vegetacao nativa a condi¢fes extremas que excedem seus mecanismos de tolerancia.
2.3 Interacdo entre nitrogénio e aluminio em plantas

A presenca de altas concentrac@es de aluminio no solo pode alterar diversos processos
fisiologicos, celulares, moleculares e morfol6gicos das plantas (SINGH et al., 2017). Uma
dessas alteracBes esta na forma preferencial de absorcéo de nitrogénio pelas plantas, uma vez
que, geralmente, plantas adaptadas a solos acidos e com elevado teor de aluminio disponivel
tendem a absorver melhor o NHJ, enquanto que, plantas de solos mais alcalinos absorvem
melhor o NO3 (MCCAIN e DAVIES, 1983; TAYLOR e FOY, 1985; ZHAO et al., 2013). Para
além disso, a presenca de aluminio no meio parece modular a fonte preferencial de nitrogénio
pelas plantas, fazendo com que plantas que antes absorviam maiores teores de NO3 passem a
absorver maiores teores de NHf (BURNHAM et al., 2017).

Estudos tem demonstrado que a presenca do aluminio na rizosfera inibe a absorcéo de
NO3 e isso pode estar relacionado a inibigcdo na atividade de transportadores especificos do
NO3 (DURIEUX et al., 1993; BURNHAM et al., 2017). Todavia, Rufty et al. (1995)
observaram que o efeito do aluminio sobre a absor¢cdo do NO3 ¢é dependente da concentragdo
desse metal a qual a planta foi exposta, havendo aumento da absor¢cdo de NO3 sob baixas

concentragfes do aluminio e decréscimo na absorgédo sob altas concentragdes.
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Uma gama de trabalhos vem demostrando as mais diversas interagdes do aluminio sobre
a absorcdo do NH} (HAI et al., 1989; FLEMING, 1983; MORITA et al., 1998; PAL'OVE-
BALANG; MISTRIK, 2007; PAL'OVE-BALANG; ZELINOVA, 2013). De forma geral, a
interacdo negativa do aluminio sobre a absor¢do do NH; é menor do que a exercida sobre a
absorcdo do NO3 e, acredita-se que essa diminuicéo na absorcdo do NH; ocorra devido a um
aumento no potencial elétrico positivo da superficie das células nas raizes (ZHAO; SHEN,
2018).

As diferentes fontes de nitrogénio podem atuar como mitigadoras do estresse causado
pelo aluminio em plantas. Por exemplo, o NO3 pode agir como regulador na resisténcia de
plantas ao aluminio por meio elevacao da sintese e exsudacao de citrato pelas raizes, atuando
na excluséo do aluminio do simplasto das células (WANG et al., 2023). Uma outra via possivel
do NO3 atuar na resisténcia de plantas ao aluminio € através da alcalinizacdo da rizosfera
durante a sua absorcéo pela raiz, tornando o aluminio menos disponivel para a planta (FANG
etal., 2016).

Apesar dos estudos apontando o efeito mitigador do NO3 sobre os danos causados pelo
aluminio em plantas, diversos estudos tém demostrado que a tolerancia de plantas a esse metal
esta intrinsicamente relacionada a nutricgdo amoniacal (RORISON, 1985; OSAKI,
WATANABE; TADANO, 1998; ANTUNES; NUNES, 2008; ZHAO et al., 2013; ZHAO;
SHEN, 2013). E que essa tolerancia pode ser resultado da sintese de compostos oriundos do
metabolismo do nitrogénio (ZHAO; SHEN, 2013). O fornecimento de NH} ainda pode
aumentar a tolerancia das plantas ao aluminio devido a menor adsorcdo desse metal na parede
celular de raizes devido sua competicdo com o NH; (ZHAO; SHEN; SUN, 2009; CHEN et al.,
2010).

O aluminio pode afetar também a atividade das enzimas que assimilam o nitrogénio nas
plantas. O efeito desse metal sobre a atividade da NR parece ser indireto e mais relacionado a
absorcdo do NO3. O aluminio ao afetar negativamente a absor¢do do NO3 faz com que, a baixa
disponibilidade de substrato leve a menor atividade da NR (RUFTY et al., 1995). Uma vez que,
menor disponibilidade de NO3 no interior das células vegetais pode inibir a transcri¢do do gene
da NR, bem como desestabilizar os mRNAs da mesma (FERRARIO et al., 1995). Entretanto,
Cambraia et al. (1989) observou que o aluminio adicionado a solug¢éo nutritiva ou & mistura
reacional inibiu diretamente a atividade de NR de forma diferencial entre folha e raiz de sorgo.

A atividade da GS é negativamente afetada pelo aluminio em diversas espécies vegetais
(PURCINO et al., 2003; BALESTRASSE; GALLEGO; TOMARO, 2006; MISHRA; DUBEY,
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2011; PAL'OVE-BALANG; MISTRIK, 2011). Todavia, alguns estudos tém demonstrado que,
o0 aluminio quando complexado ao &cido nitrilotriacético também pode atuar como um ativador
da GS em plantas, agindo de forma semelhante ao magnésio, porém, sem o substituir
(KERTESZ et al., 2002; PECSVARADI et al., 2009). Esses dados podem indicar que o
aluminio quando complexado com compostos organicos pode atuar positivamente sobre a
atividade da GS em plantas.

Em estudo realizado com soja foi observado que o aluminio em baixas concentragdes
(50 uM) aumentou a atividade da GOGAT. Porém, a atividade dessa enzima decresceu quando
submetida a concentracdo de 500 uM de aluminio, coincidindo com o aumento na atividade da
GDH (BALESTRASSE; GALLEGO; TOMARO, 2006). Em plantas o efeito do aluminio
sobre a GDH parece ser complexa, uma vez que em arroz, a atividade de aminacao dessa enzima
foi estimulada sob a presenca de aluminio no meio de cultivo, enquanto a atividade de
desaminacdo diminuiu (MISHRA; DUBEY, 2011).

Apesar dos estudos supracitados sobre a interacdo do aluminio com o nitrogénio em
plantas, informacdes sobre como esse metal atua na absorcéo e assimilacdo do nitrogénio em
espécies arboreas nativas do Brasil sdo escassas. Dessa forma, hd uma necessidade de mais
estudos para avaliar se diferentes fontes de nitrogénio, como NO3 e NHj, podem mitigar

possiveis estresses causados pelo aluminio nessas plantas.
2.4  Zeyheria tuberculosa

A familia boténica Bignoniaceae apresenta expressiva diversidade de espécies no Brasil,
porém o género Zeyheria é representado por apenas duas espécies: Zeyheria montana Mart. e
Zeyheria tuberculosa. Essa ultima possui distribuicdo restrita a apenas dois paises da América
do Sul (Brasil e Bolivia) e esta presente nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (FIGURA 1) (MARTINELLI; MORAES, 2013). Possui habito arboreo, podendo
alcancar de 6 a 35 m de altura, e comportamento semideciduo. E uma espécie hermafrodita com
flores que variam da cor amarela a creme, com manchas vermelhas, e dispostas em
inflorescéncia em tirso terminal. Os frutos dessa espécie sdo do tipo capsula orbicular, achatada,
lenhosa, deiscente, cobertos por uma densa camada de pelos e externamente muricada. Cada
fruto pode produzir de 56 a 150 sementes aladas, achatadas, com 4 a 6,2 cm de diametro, envolta
numa asa celuldsica fina, com nicleo cordiforme, branco-amarelado e felpudo (CARVALHO,
2005).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo de Zeyheria tuberculosa no Brasil.
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A floragdo de Z. tuberculosa ocorre entre outubro e janeiro, podendo ter grandes
variacOes devido a localizacdo de ocorréncia (CARVALHO, 2005; SOUZA et al., 2017). Os

individuos dessa espécie sdo auto-incompativeis, necessitanto de um vetor para transferéncia

27°0'S

de pdlen entre os individuos. Z. tuberculosa apresenta atributos associados a melitofilia, sendo
polinizadas por abelhas do género Bombus (SOUZA et al., 2017). A sindrome de dispersdo de
sementes dessa espécie € do tipo anemocoria, ou seja, seus didsporos sdo dispersos pelo vento
podendo ultrapassar até 100 m de distancia da planta-méde (CARVALHO, 2005).

A faixa 6tima de temperatura para germinagéo de sementes de Z. tuberculosa é entre 25
a 30° C e suas sementes sdo sensiveis ao estresse salino, porém ndo ao déficit hidrico. Uma
capacidade de campo de 65% do substrato é adequada para o crescimento inicial de mudas
dessa espécie (MEDEIROS et al., 2023). O pH também é um fator limitante para a germinacao
e estabelecimento de plantulas dessa espécie, apresentando melhores resultados em condicdes
de pH &cido na faixa de 4,7 e 6,7 (FERREIRA et al., 2023).

Os individuos de Z. tuberculosa possuem madeira de 6tima qualidade, utilizada na

construcao civil e na fabricacédo de cercas e ferramentas, além de suas sementes possuirem valor
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comercial (MARTINELLI; MORAES, 2013). Alguns estudos vém demostrando que essa
espécie também possui propriedades cicatrizantes (SARMENTO et al., 2014) e antibacteriana
(RAMOS et al., 2012; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2015), demonstrando potencial para
uso farmacologico.

Devido a sua alta taxa de sobrevivéncia quando plantadas em &reas degradadas, Z.
tuberculosa possui potencial para uso em programas de recuperacdo dessas areas (VIANA et
al., 2019). Em sistema silvipastoris, Z. tuberculosa se mostrou como uma possivel fonte de
nutrientes, em especial nitrogénio, potassio e calcio. Além disso, essa espécie produz um
elevado volume de serrapilheira, aumentando a quantidade de matéria organica e diminuindo a
disponibilidade de aluminio e a acidez das camadas mais superficiais do solo (REIS et al.,
2010). Ademais, devido ao alto indice de sobrevivéncia e incremento médio anual em didxido
de carbono de Z. tuberculosa, essa espécie se mostra promissora para plantios de restauracéo e
neutralizacdo de carbono em projetos para mitigar mudangas climaticas (ALBUQUERQUE et
al., 2022). Essa espécie também apresenta alta capacidade de se recuperar da seca, 0 que apoia
0 seu potencial papel em futuro uso para reflorestamento em decorréncia das alteracdes
climaticas (YAAKOBI et al., 2023).

Além disso, a inclusdo de Z. tuberculosa na lista de espécies classificadas como em risco
de extingdo devido a sua elevada exploracdo (MARTINELLI; MORAES, 2013) fomenta a
necessidade de desenvolver estudos que visem compreender as necessidades nutricionais e
quais os possiveis fatores estressores que possam prejudicar seu desenvolvimento. Para que,
assim, se possa desenvolver técnicas de manejo adequado para producdo de mudas e obter

melhores resultados na sua propagacéo.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo de sementes e produc¢do de mudas

Essa pesquisa foi dividida em dois experimentos: o experimento 1 consistiu em avaliar
diferentes concentracdes de nitrogénio (2; 4; 8; 12; 16mM N-NO3); enquanto que, no
experimento 2 foram estudadas diferentes proporcdes de NO3/NH; (100/0; 75/25; 50/50; 25/75;
0/100), com base na dose mais eficiente para o crescimento de Z. tuberculosa observada no
experimento 1, e diferentes doses de aluminio (0; 600 e 1200 pM).

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Setor de Fisiologia Vegetal
na Universidade Federal de Lavras (UFLA). O clima de Lavras é do tipo Cwa, segundo a
classificacdo climatica de Koppen, caracterizando-se como um clima temperado chuvoso

(mesotérmico) com inverno seco e verdo chuvoso (DANTAS et al.,, 2007). A radiacdo
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fotossinteticamente ativa (PAR) dentro da casa de vegetacao utilizada no periodo experimental
foi de 321,91 pmol, equivalente a cerca de 30% da radiag&o externa. Os dados de temperatura
ambiental durante a execucdo dos dois experimentos em casa de vegetacao foram obtidos no
site do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), na estacdo meteoroldgica de Lavras-MG
(83687), e estdo apresentados na Figura 2. A estacdo meteoroldgica da qual os dados foram
coletados fica cerca de 200 m de distancia da casa de vegetagdo em que o trabalho foi executado.

Figura 2 — Flutuacbes na temperatura ambiental maxima, média e minima em Lavras no
periodo de execucdo do experimento 1 e 2. Dados no site do INMET.
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Fonte: A autora (2023)

Para a producdo das mudas, frutos de Z. tuberculosa foram coletados de matrizes, em
campo, no municipio de Nepomuceno-MG em agosto de 2020. Os frutos entdo, foram postos
para secar espalhados em bandejas e mantidos em ambientes com circulacdo de ar, porém sem
incidéncia de luz solar direta. Posteriormente, os frutos foram expostos a pleno sol, por cerca
de dois dias, até sua completa deiscéncia. As sementes foram extraidas manualmente e
armazenadas em geladeira até a semeadura.

As sementes foram beneficiadas manualmente com a extracdo das alas e semeadas em
vasos de cinco litros contendo areia lavada. Apds dois meses de desenvolvimento, foi feito o
desbaste nos vasos mantendo duas mudas por vaso, buscando manter a uniformidade entre os
individuos.

Nos 30 dias seguintes, as mudas utilizadas no experimento 2 passaram por um periodo
de aclimatacéo, recebendo concentragdes crescentes da solucdo nutritiva, a qual continha todos
0S macro e micronutrientes, iniciando com ¥ da forc¢a, durante sete dias, %2 forca por mais sete

dias e forca completa pelos 16 dias seguintes. Enquanto que as mudas para o0 experimento 1
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receberam essas mesmas proporc¢des de solucdo nutritiva, porém correspondendo as diferentes
concentragdes de nitrogénio de cada tratamento. Apds esse periodo de aclimatacdo ao sistema
de cultivo, as mudas foram submetidas aos tratamentos referentes a cada experimento.

As tabelas com os volumes utilizados para elaboracdo das solugbes nutritivas do

experimento 1 e 2 estdo apresentadas nos APENDICE A e APENDICE B, respectivamente.

3.2 Experimento 1: Efeito de diferentes concentracbes de nitrogénio nitrico sobre o
crescimento inicial e nos metabolismos do nitrogénio, carbono e antioxidante em Z.

tuberculosa

3.2.1 Preparo de soluc@es nutritivas

As concentragBes de cada macro e micronutriente, em ppm (mg-L™?), das solucdes
estoque utilizadas nesse experimento seguiram as recomendacdes de Bolle-Jones (1957) com
modificacdes, por ser mais indicada no cultivo de espécies arboreas (VIEIRA et al., 2017). Os
sais utilizados nesse experimento foram: KH2PO4; Ca(NOz3)2-4H20; K2SO4; MgSOs-7H20;
FeClz6H20/Na,EDTA; H3BO3; MnSOs4-H20; ZnSO4-7H20; CuSO4-5H.0 — 9,45 mM;
Na:Mo04-2H20 (85% Mo03); CaSO4 e KNO3 nas concentragdes de acordo com a Tabela 1.

Os tratamentos desse primeiro experimento consistiram em diferentes niveis de
nitrogénio presentes nas solugcdes nutritivas, tendo 0 NO3 como fonte Unica de nitrogénio (N-
NO3). As concentracdes de nitrogénio utilizadas foram: 2 mM, 4 mM, 8 mM, 12 mM e 16 mM
de N-NO; (DELU-FILHO, 1994).

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizado (DBC), com 5
tratamentos (concentracbes de N-NO53), constituidos por 5 repeticdes composta por 4 plantas
distribuidas em 2 vasos.

O pH da solucéo foi ajustado para pH 6,5, com solugio de NaOH ou HCI 1 mol.L™2, por
esse ser considerado ideal para o desenvolvimento das plantas mantendo os macro e
micronutrientes disponiveis (MALAVOLTA, 1980; FERREIRA et al., 2023). Quinzenalmente
a areia dos vasos foi lavada e posteriormente irrigada com novas solugdes, evitando assim, o
acumulo de sais na areia e visando manter a concentracdo adequada de nutrientes no meio de
cultivo. Para manter uma disponibilidade hidrica adequada as plantas, diariamente eram
adicionados 200 mL de agua deionizada com pH igual ao da solugdo nutritiva nos pratos em
gue 0s vasos estavam acomodados.

A coleta foi realizada apds 60 dias de cultivo das mudas nos diferentes tratamentos.
Amostras de folhas e raizes foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer

-80 para a realizacdo das analises com base na matéria fresca. Quanto as analises que utilizam
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matéria seca, as amostras foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 65°C até peso
constante. As amostras foram pesadas para obtencdo da massa seca e em seguida foram moidas
em moinho do tipo Willey e armazenadas em tubos plasticos em temperatura ambiente.

Tabela 1 — Concentracgdes dos nutrientes utilizados em cada tratamento. SNC - soluc¢éo nutritiva

completa.
Tratamentos
Nutrientes 2mM 4 mM 8 mM 12 mM 16 mM
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Nitrogénio 28 56 112 168 224
Fosforo 31 31 31 31 31
Potassio 117 152 195 273 351
Calcio 95 98 128 168 160
Magnésio 33 43 61 61 90
Enxofre 120 120 120 120 120
Boro 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Cobre 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Cloro 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Ferro 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Manganés 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Molibdénio 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Zinco 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Fonte: A autora (2023)
3.2.2 Andlises biométricas

Ao fim do experimento foram medidas a altura das plantas e comprimento radicular,
utilizando-se uma régua graduada. A area foliar foi estimado a partir 20 discos de 1cm de
diametro, evitando a nervura principal, dos quais foi realizada a relacdo da area doliar especifica
(Af/PF) com o total de folhas de duas plantas. Para a medic&o do didmetro do caule foi utilizado
um paquimetro digital. A massa seca da parte aérea e da raiz foi obtida através da secagem das
amostras em estufa a 65°C com ventilacdo forcada até atingir peso constante. As medidas de

alocagédo de biomassa foram mensuradas através da razao raiz/parte aérea.
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3.2.3 Quantificacdo de nitrogénio total

Para a determinagdo dos teores de nitrogénio total foi utilizado o método de Kjeldahl.
Para realizar a digestdo foi pesado 0,1 g de amostra de folha e raizes moidas e transferidas para
tubos de digestdo Kjeldahl. A esse material foram adicionados 1,89 de uma mistura (5:1) de
K2SO4 e CuSOs, e posteriormente adicionaram-se 3 ml de acido sulfirico lentamente. O
material foi levado para bloco digestor ao qual foi submetido a um aumento gradual de
temperatura, partindo da temperatura ambiente e aumentado 50°C a cada 30 minutos até
alcancar a temperatura final de 350°C. As amostras foram mantidas nessa temperatura final até
sua completa digestdo, caracterizada pela obtencdo de um liquido transllcido levemente
esverdeado. Posteriormente, foi feita a destilacdo, adicionando lentamente 10 mL de NaOH 13
M e a titulacdo com HCI 0,07143 M, com auxilio de uma bureta, até mudanca de cor (coloracédo
verde para rosa). O volume gasto de HCI foi equivalente a porcentagem de nitrogénio na
amostra (MALAVOLTA, VITTI e OLIVEIRA 1997).

3.2.4 Extracdo e quantificacdo de aminoéacidos e proteinas totais

A extracdo de aminoéacidos foi feita a partir da massa seca de folhas completamente
expandidas e raizes pela homogeneizacao de 0,2 g de massa seca em 5 mL de tampé&o fosfato
de potéssio 100 mM (pH 7,0), seguido de banho-maria por 30 minutos a 40°C. Posteriormente,
a solucdo homogeneizada foi centrifugada a 5000g, por 10 minutos e o sobrenadante foi
coletado. Foi utilizado o extrato da quantificacdo das enzimas do metabolismo do nitrogénio
para a quantificacdo de proteinas totais. Para a quantificacdo de aminoacidos foi utilizado o
método de ninhidrina, proposto por Yemm e Coccking (1955). Enquanto que a quantificacdo

de proteinas foi realizada segundo Bradford (1976).

3.25 Enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio

Para a obtengdo do extrato para andlise da atividade das enzimas do metabolismo do
nitrogénio em folhas e raizes de Z. tuberculosa foi pesado 1,25 g de massa fresca (MF), que
posteriormente foi macerada em nitrogénio liquido e 10% de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Em seguida, foram adicionados 5 mL da solucdo de incubacdo composta por tampao fosfato
100 mM (pH 7,5), 1,4-ditiotreitol (DTT) 2mM, fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) 1 mM
e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 5 mM. Em seguida o meio de extracdo foi
centrifugado a 16000 g durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em
tubo falcon em freezer -80°C. Todas as analises enzimaticas aqui descritas foram feitas em

triplicada.
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A andlise da atividade da NR in vitro foi realizada segundo o método proposto por
Berges e Harrison (1995). Em microplacas de leituras UV de pogos de 180 uL foi adicionado
14 pL do extrato enzimatico seguido da adi¢do de 154 uL. do meio de incubacdo composto por
tampaéo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5) e KNO3 10 mM. Em seguida, o meio foi incubado
em banho-maria a 30°C por 3 minutos. Apos a incubacdo, utilizando uma pipeta multicanal,
foram adicionados 12 uL da solugcdo de B-NADH 3 mM a placa. Em seguida foi realizada a
leitura da placa a 340 nm, a cada um minuto, durante 10 min. A oxida¢do do B-NADH leva ao
decréscimo na absorbancia gerando uma curva que sera usada para estimar a atividade
enzimatica. Atividade das enzimas foi expressa em umol de NADH-mint-g"t MF. O coeficiente
de extingdo molar foi 6,22 mM™.cm™,

A atividade da GS foi avaliada como proposto por Ratajczack et al. (1981). Em um
eppendorf de 2 mL, foi adicionada uma aliquota de 75 pL do extrato bruto juntamente com 175
ML de um meio reacional contendo 50 pL de tampéo tris-HCI 500 mM (pH 7,5), 25 pL de
mercaptoetanol 100 mM; 12,5 pL de MgSO4-7H.0 400 mM; 37,5 pL de cloridrato de
hidroxilamina (NH2OHCI) 100 mM; 25 pL de glutamato monossédico 500 mM e 25 pL de
ATP 100 mM. A mistura foi incubada a 30°C por 30 minutos. Apds o periodo de incubacédo, a
reacdo foi paralisada pela adicao de 250 pL de uma solugdo composta de cloreto férrico (FeCls)
370 mM, &cido cloridrico 670 mM e acido tricloroacético (TCA) 200 mM. Apos a paralisacdo
da reacdo, a solugédo foi centrifugada a 16000 g por 5 minutos a 4°C e o quelato Fe-L-
glutamilyhidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotdmetro a 540 nm e a
atividade enzimatica expressa em pumol de GHA.gt MF.min%.

A atividade da NADH-GOGAT foi determinada segundo Groat e Vance (1981) em que
uma aliquota de 14 pL do extrato enzimatico foi adicionado a 156 pL do meio de incubacéo
composto por tampao de tris-HCI 70 mM (pH 7,8), 2-oxoglutarato 9 mM e L-glutamina 9 mM.
Essa mistura foi mantida em incubacgéo a 30°C por cinco minutos e a reacdo foi iniciada com a
adicdo de 10 pL de B-NADH 3,6 mM. A leitura foi realizada a 340 nm a cada um minuto
durante 10 minutos.

Quanto a atividade da GDH foi determinada em uma aliquota de 14 pL seguida da
adicdo do meio de incubag¢do composto por tris-HCI 100 mM (pH 7,8), 2-oxoglutarato10 mM,
de CaCl24 mM e sulfato de aménio ((NH4)2SO4) 100 mM. Apos trés minutos de incubagéo a
30°C, a reacdo foi iniciada com a adic¢éo de 10 uL de B-NADH 3,6 mM (GROAT; VANCE,
1981). A leitura foi realizada a 340 nm a cada um minuto durante 10 minutos. Os resultados
das anélises da NADH-GOGAT e GDH foram analisados de forma semelhante a atividade da
NR pela oxidagdo do B-NADH.
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3.2.6 Determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos

A quantificacdo dos pigmentos fotossintetizantes seguiu 0 método proposto por
Lichthenthaler e Buschmann (2001), em que foi macerado 0,1 g de folha completamente
expandida em acetona 80% e em seguida filtrado. O volume foi padronizado para 10 mL
seguindo, entdo, para a leitura em espectofotdmetro nas absorvancias 470, 646,8 e 663,2nm,
correspondendo aos pigmentos carotenoides, clorofila b e clorofila a, respectivamente. A partir
dos valores obtidos, foi calculada a concentragdo de cada pigmento (ug-g* MF), conforme as
equacoes a seguir:

Clorofilaa = 12,25 Aee32— 2,79 Assss

Clorofilab = 21,50 Asss8— 5,10 Acs32

Clorofilas totais = 7,15 Ass32 + 18,71 Acas s

Carotendides (xantofilas + carotenos) = (1000 As70 — 1,82 Ca — 85,02 Cb)/198

3.2.7 Avaliacdo de paramentos fotossintéticos

Utilizando o MultispeQ conectado a plataforma PhotosynQ (KUHLGERT et al. 2016),
foram avaliadas a fluorescéncia inicial da clorofila a (F0’), fluorescéncia maxima da clorofila
a (Fm’) e eficiéncia quantica do fotossistema II obtida pela razdo Fv’/Fm’ (sendo a
fluorescéncia varidvel (Fv’) obtida pela diferenca entre FO’ € Fm’). Também foram avaliadas a
taxa de fluxo de prétons que passam através da ATP sintase (gH™), taxa de transporte de elétrons
(ETR) e o quenching ndo fotoquimico tedrico (NPQt). As medicdes foram realizadas na
presenca de luz, no segundo par de folhas completamente expandidas, entre 8 e 10 horas da
manhd, antes da coleta do experimento. A radiacdo fotossintéticamente ativa (PAR) no interior

da casa de vegetagdo avaliada no dia das medig¢des foi de 321,91 umol de fotons-m2-s2.

3.2.8 Quantificacdo de carboidratos solGveis e amido

A extracdo utilizada para quantificacdo dos carboidratos soltveis foi 0 mesmo protocolo
para quantificagdo de aminoacidos, j& descrito anteriormente. Para a quantificacdo de aclcares
sollveis totais (AST), foi utilizado o método da Antrona (YEMM e WILLIS, 1954). Nesse
método uma aliquota de 1 mL do extrato é adicionada a 2 mL da solucéo reagente composta
por 20 mL de &cido sulfarico concentrado vertido a 40 mg de antrona diluida em 1 mL de agua
deionizada. Essa mistura de extrato das amostras com a solugéo reagente é mantida em banho-
maria a 100°C por trés minutos. Apds o completo resfriamento é feita a leitura das amostras a
620 nm em espectrofotdmetro. A quantificacdo foi realizada, com base na curva padréo de

glicose com concentragGes conhecidas.
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O teor de acgucares redutores (AR) foi avaliado por meio do método DNS, descrito por
Miller (1959). Uma aliquota de 0,75 mL do extrato bruto foi adicionada a 0,5 mL do reagente
DNS composto por 50 mL de hidréxido de sodio 2 M, 2,5 g de acido dinitrosalicilico e 75 g de
tartarato de sodio e potassio diluidos em 250 mL de 4gua deionizada. Essa mistura foi colocada
em banho-maria a 100°C por cinco minutos. Apos o completo resfriamento em temperatura
ambiente, foram adicionados 3,75 mL de agua deionizada e realizada a leitura a 540 nm em
espectrofotbmetro. A quantificacdo foi realizada, com base na curva padrdo de glicose com
concentracdes conhecidas.

O pellet resultante do processo de extracao dos carboidratos soltveis foi ressuspendido
com 4 mL do tampdo acetato de potassio 200 mM (pH 4,8). Foi adicionado 1 mL da solucéo
da enzima amiloglucosidase (1 mg da enzima por 1 mL de tampao acetato de potassio 200 mM
pH 4,8), que em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria a 40°C por 2 horas e
centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em
tubos falcon. O amido foi quantificado pelo método da antrona (YEMM e WILLIS, 1954) ja

descrito anteriormente.

3.29 Sistema antioxidante

Para a extragdo das enzimas do sistema antioxidantes, foram maceradas 0,2 g de material
fresco de folhas e raizes de Z. tuberculosa em nitrogénio liquido. Em seguida foi adicionado
1,5 mL do tampao de extragdo composto por 375 pL de tampao fosfato de potassio 400 mM
(pH 7,8), 15 pL de EDTA 10 mM, 75 uL de acido ascorbico 200 mM, e 1035 pL de agua
deionizada. O extrato foi centrifugado a 13000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80°C durante o periodo das andlises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nas analises enzimaticas da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX) (BIEMELT; KEETMAN e ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do
azul de nitrotetrazélio (NBT), seguindo o método de Giannopolitis e Ries (1977). O meio de
incubacédo foi composto por fosfato de potassio 50 mM pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1
UM, NBT 75 uM e riboflavina 2 pM. A placa com o mix de amostra e meio de reagdo (branco
ndo contem amostra) recebeu iluminagdo por 7 minutos em uma caixa com seu interior forrado
com papel aluminio e uma lampada fluorescente de 15W. As leituras foram realizadas a 560

nm e o célculo da enzima foi feito segundo a equacgéo a seguir:

A560 amostra com extrato enzimatico-A560 controle sem enzima

% de inibiciom .
o de 1n1b1gao A560 controle sem enzima
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Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT nas condigdes do ensaio.

A atividade da CAT foi avaliada seguindo o método de Havir e McHale (1987). Aliquota
de 9 uL do extrato enzimatico foi adicionada a 162 pL do meio de incubagdo composto por 90
pL de tampdo fosfato de potéssio 200 mM pH 7,0 e 72 uL de &gua deionizada, seguido de
incubacdo a 30°C por trés minutos. Em seguida foi adicionado 9 uL de peroxido de hidrogénio
250 mM e a atividade enzimatica foi determinada pelo decréscimo na absorbancia, devido ao
consumo de perédxido de hidrogénio, em leituras a 240 nm, durante trés minutos a cada 15
segundos.

Quanto a atividade da APX, uma aliquota de 9 pL do extrato enzimatico foi adicionada
a 162 pL de tampao de reacdo (previamente incubado em banho-maria a 30°C), composto por
90 pL de fosfato de potassio 200 mM pH 7,0, 9 pL de acido ascérbico 10 mM e ao final foi
adicionado o0 9 pL de perdxido de hidrogénio 4 mM. A atividade enzimatica foi determinada
através do acompanhamento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos,
por trés minutos (NAKANO; ASADA, 1981).

Para a analise do peroxido de hidrogénio (H20.), foi obtido um extrato a partir da
macerac¢do de 0,2 g de matéria fresca em nitrogénio liquido com PVPP, homogeneizados em
1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12000 g por 15 minutos a
4°C. O H20: foi determinado medindo a absorbancia a 390 nm em um meio de reacdo, contendo
45 pL de tampdo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 90 pL iodeto de potéassio 1 M
(VELIKOVA et al., 2000). A quantificacdo foi realizada, com base na curva padrédo de peroxido
de hidrogénio com concentragdes conhecidas.

3.2.10 Anélise estatistica

A normalidade dos residuos foi analisada segundo o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade da variancia seguindo o teste de oneillmathews, ambos os testes a 5% de
significancia. Os dados foram considerados normais e homogéneos e, portanto, os dados de
nitrogénio total foram submetidos a regressao e os demais dados foram submetidos a analise de
variancia com médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico R® na plataforma RStudio. Os graficos foram construidos
utilizando o programa Systat SigmaPlot Verséo 15.
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3.3 Experimento 2: Influéncia do aluminio e diferentes proporc¢des de nitrato e aménio no
desenvolvimento inicial e nos metabolismos do nitrogénio, do carbono, antioxidante

em Z. tuberculosa

331 Implementagéo do experimento 2

Os tratamentos nesse segundo experimento consistiram no cultivo das mudas em
diferentes proporcdes de NO3/NH;, nas proporcdes de 100/0; 75/25; 50/50; 25/75 e 0/100, essas
proporcdes foram estabelecidas com base em 10 mM de nitrogénio, e suas interagdes com as
proporcdes de 0, 600 e 1200 uM de AI**. A escolha da concentragdo de nitrogénio para esse
experimento foi feita a partir das analises de crescimento do primeiro experimento. O segundo
experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizado (DBC) em esquema fatorial
duplo 5x3 (5 proporcdes NO3 /NH} e 3 concentragdes de AI**), com 5 repeticdes composta por
4 plantas distribuidas em 2 vasos.

As demais concentragdes de macro e micronutriente, em ppm (mg L), das solucdes
estoque utilizadas nesse experimento foram baseadas nas recomendag6es de Bolle-Jones (1957)
com modificacBes (TABELA 2). As solucbes estoques utilizadas nesse experimento foram
compostas pelos seguintes sais: KH2PO4; Ca(NO3)2-4H20; K2SOs; MgSO4.7H20; (NH4)2S04;
FeCl36H20/Na,EDTA); H3BO3; MnSQO4-H,0; ZnS0O4-7H20; CuSOa4-5H20; NaoMoO4-2H,0
(85% M003); CaS04 e Al2(SOa)s. O pH da solucéo foi ajustado para pH 4,5, com solugéo de
NaOH ou HCI 1 mol.L, visando manter o aluminio em sua forma disponivel para absorgio

pelas plantas.



Tabela 2 — Concentragdes dos nutrientes em mg/L utilizados nos tratamentos do experimento 2.
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100/0 75125 50/50 25/75 0/100
) NO3/NH; NO3/NH; NO3/NH, NO3/NH; NO3/NH;
Nutrientes
Al 600AI  1200Al | OAl 600AI  1200Al | OAl 600AI  1200Al | O0Al 600AI  1200Al | O0Al 600AI  1200Al
(mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) |(mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Nitrogénio 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140
Fosforo 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31
Potassio 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117 117
Calcio 200 200 200 150 150 150 100 100 100 45 45 45 80 80 80
Magnésio 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Enxofre 63 92 121 98 105 134 143 172 201 183 210 241 287 316 335
Boro 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Cobre 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Cloro 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Ferro 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Manganés 0,5 0,5 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Molibdénio | 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Zinco 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Aluminio 0 16,19 32,38 0 16,19 32,38 0 16,19 32,38 0 16,19 32,38 0 16,19 32,38

Fonte: Da autora (2023)
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As mudas que foram utilizadas nesse experimento foram semeadas logo apos a coleta
do experimento 1 e o processo de aclimatacdo seguiu 0 mesmo protocolo aqui ja mencionado
no experimento anterior. As analises realizadas nesse experimento foram as mesmas do
experimento anterior, exceto as analises dos parametros fotossintético e comprimento da raiz.

Além das analises ja descritas anteriormente, foram avaliados 0s parametros a seguir.

3.3.2 Quantificacao de fosforo (P) e aluminio (Al)

O material (folha e raiz) para quantificacdo de P e Al foi obtido a partir da digestéo
nitroperclorica segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). Foram adicionados 4 mL de &cido
nitrico (HNO3) e 2 mL de &cido perclérico (HCLO,), seguido de repouso por duas horas. Em
seguida o material foi levado para bloco digestor com temperatura controlada para aumento
gradual de quatro temperaturas (60, 90, 110 e 200°C) em capela. Apo6s finalizado a digestéo e
0 material estar em temperatura ambiente, adicionaram-se 50 mL de agua deionizada a cada
tudo. O contetdo da digestéo foi utilizado para determinar os teores de P e Al por espectrometria
de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), da marca Spectro, modelo
Blue (Alemanha), com correcdo de fundo. Os pardmetros de operacdo e do sistema de
introdugdo da amostra foram conforme indicacdo do fabricante. O gés utilizado foi o argdnio
com pureza maior do que 99,99%. O software Smart Analyser Vision foi empregado para a

obtencdo e processamento dos dados gerados.

3.3.3 Quantificacdo de nitrato e amonio

O NOj3 foi determinado utilizando matéria seca de folhas e raizes pelo método descrito
por Cataldo et al. (1975). A preparacdo do extrato consistiu na homogeneizagdo de 100 mg de
material vegetal em 10 mL de &gua deionizada. Os tubos foram levados a banho-maria a 45°C
por 60 minutos e, em seguida, foram centrifugados a 5000g por 15 minutos. Uma aliquota de
50 uL do sobrenadante foi adicionado a 200 uL do reagente sulfo-salicilico (&cido salicilico 5%
p/v em H2SO4 concentrado) agitando-se cada tubo. Decorridos 20 minutos, em temperatura
ambiente, foram adicionados 4,75 mL de NaOH 2 M, lentamente, em cada amostra. Apds
resfriamento a temperatura ambiente, os tubos foram agitados novamente e a leitura foi
realizada em absorbancia a 410 nm.

O extrato para a determinacdo do NH} foi obtido colocando-se 60 mg de material fresco
em 1,5 mL de agua ultrapura. As amostras foram incubadas a 80°C, em banho-maria, por 10
minutos e, em seguida, centrifugados a 4000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante de

cada amostra foi mantido sempre em gelo durante as analises. Para a quantificacdo do NHJ,
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100 pL do reagente I (Fenol 0,1 M + nitroprussiato de sodio 170 uM) e 100 pL do reagente |1
(hidroxido de sodio 0,125 M + fosfato de sodio dibasico 0,15 M + hipoclorito de sédio — 3%
Cl,) foram adicionados a 20 pL. da amostra. Em seguida os tubos foram mantidos em banho-
maria a 37°C por 60 minutos. Apos as amostras atingirem a temperatura ambiente foram feitas
as leituras a 625 nm (MCCULLOUGH, 1967).

3.34 Quantificacdo de prolina

Para a quantificacéo de prolina foi utilizado o método descrito por Bates (1973), em que
0,1 g de folha ou raizes de Z. tuberculosa moidos foi homogeneizado em 5 mL de &cido
sulfosalicilico 3% (p/v). Esse material foi mantido em agitacdo constante, em temperatura
ambiente, por 60 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos.
Uma aliquota de 1 mL do extrato foi homogeneizada em 1 mL de solucdo de ninhidrina (2,5 ¢
de ninhidrina diluido em 40 mL de &cido fosférico 6 M e 60 mL de &cido acético glacial) e 1
mL de &cido acético glacial puro. As amostras foram mantidas em banho-maria a 100°C por 60
minutos. Apds esse periodo de incubacdo, as amostras foram resfriadas em gelo e levadas a
leitura em espectrofotdbmetro a 520 nm. Os dados foram submetidos a uma curva padrédo

composta por concentragdes de prolina conhecidas.

3.35 Avaliacdo da peroxidacao lipidica

Para avaliar a peroxidacdo lipidica em folhas e raizes de Z. tuberculosa, utilizou-se o
protocolo descrito por Freitas-Silva, Castro e Campos da Silva (2021). Para a realizagdo dessa
analise, 90 mg de folhas ou raizes frescas maceradas em nitrogénio liquido e 10% de PVPP e
homogeneizadas em 1,2 mL de reagente composto por 20% (p/v) de acido tricloroacético e
0,5% (p/v) de acido tiobarbitdrico (TBA+TCA). Em seguida as amostras foram aquecidas a
95°C por 30 min, refrigeradas por 15 min em gelo e centrifugadas a 10000 g por 15 minutos. O
complexo de MDA+TBA formado na reacdo foi medida através de leitura em
espectrofotbmetro em absorbancia especifica a 532 nm e inespecifica a 600 nm, sendo a
absorbancia inespecifica subtraida da especifica. A quantidade de MDA foi calculada a partir

de um coeficiente de extingdo de 155 mM*.cm™.

3.3.6 Anélise estatistica
A normalidade dos residuos foi analisada segundo o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade da variancia seguindo o teste de oneillmathews, ambos os testes a 5% de
significancia. Os dados foram considerados normais e homogéneos e, portanto, as interacdes

entre os fatores foram submetidas a analise de variancia com médias comparadas pelo Teste de
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Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico R® na plataforma

RStudio. Os graficos foram construidos utilizando o programa Systat SigmaPlot Verséo 15.
4, RESULTADOS

4.1 Efeito de diferentes concentracgdes de nitrogénio sobre o crescimento inicial e nos

metabolismos do nitrogénio, carbono e antioxidante em Z. tuberculosa

Anélises biométricas
O suprimento de nitrogénio até o nivel étimo para Z. tuberculosa (8mM N-NO3) causou
um aumento na massa seca das folhas e diminuicdo nos valores de massa seca da raiz e razao

de massa raiz/folha (FIGURA 3).

Figura 3 — Massa seca em folhas e raizes e razdo raiz/folha em plantas jovens de Z. tuberculosa sob
diferentes concentraces de N-NO3 . Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05).
As barras verticais correspondem ao erro padréo.
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O aumento no suprimento de nitrogénio também levou a maior altura da planta até a
concentracdo de 12mM N-NOj3 (FIGURA 4A). Seguido de um decréscimo significativo de 10%
no tratamento de 16mM N-NOj3 em relacéo ao tratamento de 12mM N-NOj3. Com relagéo ao
comprimento da raiz, houve um acréscimo gradual até o tratamento de 8mM N-NO3. Enquanto
nos tratamentos de 12mM e 16mM N-NOj3 esses valores decresceram significativamente.
(FIGURA 4A).

Menor suprimento de nitrogénio as plantas levou a menores valores para o diametro do
caule e area foliar (FIGURA 4B). A area foliar em mudas expostas a 2mM e 4mM N-NO;3 foi

29,8% menor em relacdo aos demais tratamentos com maior disponibilidade de nitrogénio
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(FIGURA 4B). Enquanto observou-se um aumento no diametro do caule das mudas a partir do
tratamento com 12mM N-NO;3 (FIGURA 4B).

Figura 4 — Altura da planta, comprimento da raiz, didmetro do caule e area foliar de plantas jovens de
Z. tuberculosa sob diferentes concentragdes de N-NO3. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo teste de
Scott-Knott (P< 0,05). As barras verticais correspondem ao erro padrdo.
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Compostos nitrogenados e enzimas de assimila¢ao do nitrogénio

O teor de nitrogénio total nas raizes e folhas de Z. tuberculosa foi crescente até o
tratamento de 12mM N-NOj3 onde apresentou seu ponto critico de absor¢do de nitrogénio
(FIGURA 5). No entanto, a diferenca entre os valores obtidos em 8mM e 12mM foi de apenas
12,5% e 9,75% nas folhas e raizes, respectivamente. Indicando que uma concentracéo

intermedidria entre esses pontos ja resultaria em absorcdo ideal de nitrogénio para o
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desenvolvimento inicial dessa espécie. E importante ressaltar que, sob a concentragio de 16mM
de N-NO;3, observou-se uma tendéncia de queda no acimulo de nitrogénio total em folhas e
raizes das plantas em estudo.

Assim como os niveis de nitrogénio total, os valores de aminoacidos totais aumentaram
nos tratamentos com maior disponibilidade de nitrogénio, apresentando um aumento de 46,88%
e 57,4% no tratamento de 16mM N-NO3 quando comparado ao tratamento de 2mM N-NO3 nas
folhas e raizes, respectivamente (FIGURA 6a). Quantos aos niveis de proteinas totais, nas
folhas houve um aumento progressivo até o tratamento com 12mM N-NOj, seguida de
diminuigdo no tratamento sob 16mM N-NO3 (FIGURA 6b). Por outro lado, nas raizes os niveis
de proteinas totais mantiveram constantes até o tratamento 12mM N-NOj3, seguido de um
aumento de 19,55% sob o tratamento 16mM N-NO3 (FIGURA 6b).

Figura 5 — Contetdo de nitrogénio total em folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob
diferentes concentrages de N-NO3. Os pontos no gréfico representam os valores médios
(n=10) de cada tratamento e as barras verticais correspondem ao erro padrao.
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Figura 6 — Teores de aminodcidos (a) e proteinas totais (b) em folhas e raizes de plantas jovens de Z.
tuberculosa sob diferentes concentragdes de N-NO3. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo teste de
Scott-Knott (P< 0,05). As barras verticais correspondem ao erro padrao.
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A atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio apresentou padrdes
diversos (FIGURA 7). Um maior suprimento de nitrogénio levou a um aumento significativo
na atividade da NR apenas nas raizes de Z. tuberculosa. Enquanto nas folhas ndo houve
alteracdo significativa na atividade dessa enzima (FIGURA 7a). De igual modo, ndo foi
observado altera¢des significativas na atividade da GS em folhas e raizes das plantas estudadas
(FIGURA 7b). Em contrapartida, a menor atividade da GOGAT nas folhas foi observada no
tratamento 2mM N-NOj3, havendo a estabilizagdo dessa atividade a partir do tratamento 4mM
N-NO;3 (FIGURA 7c). Enquanto nas raizes esse aumento na atividade da GOGAT foi
progressivo até o tratamento de 8mM N-NO3, seguido de igual estabilizacdo (FIGURA 7c).
Né&o houve alteragdes significativas na atividade da GDH em folhas e raizes de Z. tuberculosa
sob as diferentes fontes de nitrogénio (FIGURA 7d).
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Figura 7 — Atividade das enzimas NR - nitrato redutase (a), GS - glutamina sintetase (b), GOGAT -
glutamato sintase (c) e GDH- glutamato desidrogenase (d) em folhas e raizes de plantas
jovens de Z. tuberculosa sob diferentes concentragdes de N-NO3. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo
teste de Scott-Knott (P< 0,05). As barras verticais correspondem ao erro padréo.
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Pigmentos fotossintéticos e fotoquimica

Ao analisar alguns parametros fotossintéticos de Z. tuberculosa sob as concentrages de
nitrogénio, observou-se as menores concentragdes de clorofila a sob 2mM N-NOj3 e 16mM N-
NOj nitrogénio (FIGURA 8). Enquanto os niveis de clorofila b e carotenoides ndo foram
alterados sob os diferentes teores de nitrogénio (FIGURA 8). Assim como a clorofila a, a
fluorescéncia maxima da clorofila a (Fm’) também seguiu esse mesmo padrdo, com maiores
valores nas folhas de Z. tuberculosa submetidas a 4, 8 e 12mM N-NOj3 (FIGURA 9). Por outro
lado, os menores valores da fluorescéncia inicial da clorofila a (Fo’) foram observados nos
tratamentos contendo 2 e 4mM N-NO3 (FIGURA 9a).
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Figura 8 — Teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides em folhas de plantas jovens de Z. tuberculosa
sob diferentes concentragfes de N-NOj3. Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo teste de Scott-Knott
(P< 0,05). As barras verticais correspondem ao erro padréo.
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Figura 9 — Fm’- fluorescéncia maxima da clorofila a (a), Fo’- fluorescéncia inicial da clorofila a (a),
Fv’/Fm’- eficiéncia quantica do fotossistema Il (b), NPQt - quenching ndo fotoquimico
teorico (b), gH" - taxa de fluxo de prdtons que passam através da ATP sintase (c) e ETR -
taxa de transporte de elétrons (c) em plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes
concentragdes de N-NO3. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os valores
médios (n=10) de cada tratamento comparado pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). As barras

verticais correspondem ao erro padrao.
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Figura 10 — Teor de AR — acgucares redutores (a), AST — acgucares sollveis totais (b) e amido (c) em
folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes concentrag@es de N-NO3.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os valores médios (n=10) de cada
tratamento comparado pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). As barras verticais
correspondem ao erro padréo.
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Assim como os valores de clorofila a e Fm’, a eficiéncia quantica do fotossistema II
(Fv/Fm) foi 10,6% e 14,9% menor em individuos sob os tratamentos de 2mM N-NOj e 16mM
N-NO3, respectivamente, em relacdo aos demais tratamentos (FIGURA 9b). Em contrapartida,
os valores de quenching ndo fotoquimico tedrico (NPQt) foram inversos aos valores de
Fv’/Fm’, sendo os tratamentos de 2mM N-NOj3 e 16mM N-NO3 0s que apresentaram 0s
maiores valores desse parametro (FIGURA 9b).

Seguindo o padrdo observado na maior parte dos parametros da fotoquimica, a taxa de
transporte de elétrons (ETR) pela cadeia transportadora de elétrons também foi mais elevada
nos tratamentos intermediarios de 4, 8 e 12mM N-NO3 (FIGURA 9c¢). Quantos aos valores da
taxa de fluxo de prétons que passam através da ATP sintase (gH"), esses aumentaram
gradualmente nas folhas até o tratamento de 8mM N-NO3 e comecou a decrescer conforme
aumentou a concentracdo de nitrogénio na solugéo (FIGURA 9c)

Quanto as analises de carboidratos ndo estruturais nas folhas, foi observado maiores
concentracdes de AR nos dois primeiros tratamentos que possuiam disponibilidade de
nitrogénio para as plantas, perfazendo uma diferenca média de 33% em relacdo aos demais
tratamentos (FIGURA 10a). Nas raizes ndo houve modificacOes significativas nos teores de AR
(FIGURA 10a).

Com relacdo aos AST, os teores desses aclcares nas folhas de Z. tuberculosa
decresceram progressivamente seguindo o aumento na disponibilidade de nitrogénio para as
plantas até o nivel de 8mM N-NOj3, onde houve uma estabilizacdo nos teores dessas moléculas
(FIGURA 10b). O padrdo de acumulo de AST nas raizes dessa espécie foi inverso ao observado
nas folhas, havendo aumento nos seus teores até o tratamento 8mM N-NOj3 para entdo ocorrer
uma estabilizacdo (FIGURA 10b). Com relagdo ao armazenamento de amido em folhas e raizes
de Z. tuberculosa, foi observado maiores valores para os tratamentos com menor suprimento
de nitrogénio, seguindo-se de um decréscimo gradual até o tratamento de 16mMN-NO3; em
ambos o0s 6rgdos das plantas (FIGURA 10c).

Sistema antioxidante

Assim como as demais vias metabolicas, o sistema antioxidante em Z. tuberculosa
também foi responsivo as diferentes concentragdes de nitrogénio (FIGURA 11). A atividade da
enzima superdxido dismutase (SOD) foi elevada em folhas e raizes de mudas de Z. tuberculosa
guando estas estavam submetidas a menor disponibilidade de nitrogénio. Sendo que, nas folhas
pode-se observar uma diferenca média de 13,4% na atividade dessa enzima entre os tratamentos
12mM e 16mM N-NOjzquando comparado aos tratamentos de 2mM a 8mM N-NOj (FIGURA
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11a). Quanto a atividade da SOD nas raizes de Z. tuberculosa, 0 menor valor observado foi no
tratamento de 16mM N-NOj3, correspondendo uma diferenca de 25,2% em relagdo a média dos

tratamentos de 2mM a 8mM N-NO3 (FIGURA 11a).

Figura 11 — Atividade da SOD - superdxido dismutase (a), CAT - catalase (b), APX - ascorbato
peroxidase (c) e H,O; - perdxido de hidrogénio (d) em folhas e raizes de plantas jovens de
Z. tuberculosa sob diferentes concentragbes de N-NO3. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os valores médios (n=10) de cada tratamento comparado
pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). As barras verticais correspondem ao erro padréo.
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De forma oposta a SOD, a atividade da enzima catalase (CAT) subiu significativamente

nas folhas e raizes dos tratamentos conforme houve maior suprimento nitrogénio para as
plantas, chegando a um aumento médio de 63,9% dos tratamentos de 8mM a 16mM N-NOj3 em
relacdo ao tratamento de 2mM nas folhas (FIGURA 11b). Enquanto que, nas raizes a atividade
da CAT permaneceu estavel até o tratamento com 8mM N-NOj3, havendo aumento médio de
35% nos tratamentos com 12mM e 16mM N-NO3 (FIGURA 11b).

Quanto a atividade da ascorbato peroxidase (APX), a baixa disponibilidade de
nitrogénio levou ao aumento na atividade dessa enzima tanto em folhas como em raizes, sendo
0s tratamentos de 2mM, 4mM e 8mM N-NO3 com maiores atividades e seguido de um

decréscimo de 46% e 50% no tratamento de 16mM N-NOj3 em folhas e raizes, respectivamente

(FIGURA 11c).
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Assim como o padrdo de atividade das enzimas antioxidantes, os niveis de peroxido de
hidrogénio nas folhas e raizes de Z. tuberculosa foram maiores quando as plantas foram
submetidas a baixa disponibilidade de nitrogénio (FIGURA 11d). Os niveis de peroxido de
hidrogénio nas folhas foram 15,6% maiores nos tratamentos de 2mM a 8mM N-NOj3 quando
comparados aos demais tratamentos. Enquanto que nas raizes, a maior concentracdo de
peroxido de hidrogénio foi observada no tratamento de 2mM N-NOj3 e a menor nas plantas

expostas a 16mM N-NO3, com uma diferenca de 32,3%.

4.2 Influéncia do aluminio e diferentes proporc¢oes de nitrato e aménio no
desenvolvimento inicial e nos metabolismos do nitrogénio, do carbono,

antioxidante em Z. tuberculosa

Anélises biométricas

Na auséncia de aluminio, os maiores valores de massa seca das folhas ocorreram com
fontes mistas de nitrogénio. Quando submetida ao tratamento 600puM AI**, 0 aumento no teor
de massa seca se deu progressivamente do tratamento 100/0 ao 25/75, seguido de uma queda
no tratamento 0/100. Diferentemente, o acimulo de massa seca nas folhas das plantas expostas
a1200uM AI®* foi gradual partindo do tratamento 0/100 ao 75/25 NO3 /NH}, com significativo
decréscimo no tratamento 100/0. Sob fontes Unicas de nitrogénio, a concentragdo 600uM AlI*
foi deletéria para o acimulo de massa seca nas folhas. Sob a proporgdo 75/25 NO3 /NHJ, o
efeito do aluminio sobre a producdo de massa seca foi dependente da concentracdo desse
elemento, uma vez que sob 600uM AI** houve diminuicdo na massa seca, enquanto que, sob
1200uM APP* o aluminio levou a maior produgdo de massa seca. Nas proporcdes de 50/50 e
25/75 NO3 /NHY, a exposicdo das plantas ao aluminio levou a diminuigdo da massa seca nas
folhas (FIGURA 12a).

Nas raizes, a proporg¢do de 75/25 NO3 /NHj foi a que causou o maior acimulo de massa
seca nesse 6rgdo na auséncia de aluminio. Quando submetidas ao tratamento de 600puM AI®*,
0s maiores valores de massa seca na raiz foi observado nas fontes mistas de nitrogénio.
Enquanto sob 1200uM AI®** os maiores valores nesse parametro ocorreram nas proporcdes de
100/0 e 75/25 NO3 /NH}. Em todas as propor¢des de NO3 /NHZ, a concentragdo de 600uM
AI** levou a menor teor de massa seca nas raizes, exceto na proporgdo de 50/50 NO3 /NH],
onde 0 aumento na concentracdo de aluminio foi inversamente proporcional & producéo de
massa seca (FIGURA 12b).

A razdo raiz/parte aérea, na auséncia de aluminio, foi maior na proporcdo de 75/25

NO3 /NHj. Por outro lado, sob 1200uM AI** a maior razdo raiz/parte aérea ocorreu sob NH;
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como fonte Unica de nitrogénio e 0 menor valor ocorreu sob a proporcéo 50/50 NO3 /NHZ . Na
proporgdo de 100/0 NO3 /NH} apenas a concentragdo e 600uM AI** resultou na menor razo
raiz/parte aérea. Enquanto nas proporcdes de 75/25 e 50/50 NO3 /NH} a presenca do aluminio
levou ao decréscimo desse parametro. Em contrapartida, sob 0/100 NO3/NH; a maior
concentracdo de aluminio aumentou a razéo raiz/parte aérea (FIGURA 12c).

No geral, 0 aumento na concentracdo de NH; na solucdo nutritiva levou a menores
diametros do caule, principalmente sob a concentracdo de 1200uM AI**. Nas proporgdes de
100/0 e 25/75 NO3 /NH}, a exposicdo das plantas as diferentes concentragdes de aluminio
resultou no aumento do didmetro do caule. Por outro lado, nas proporcdes de 75/50 e 0/100
NO3 /NH] apresenca do aluminio na solugdo nutritiva exerceu efeito negativo sobre o diametro
do caule dessa espécie (FIGURA 12d).

Analisando o efeito das diferentes proporcdes de NO3 /NHJ sobre a altura da parte
aérea, pode-se perceber um maior crescimento das mudas de Z. tuberculosa tratadas com a
proporcdo 50/50, independe da concentracdo de aluminio na solucdo nutritiva. Quando foi
avaliado o efeito do aluminio em cada propor¢do de NO3 /NH7 separadamente, foi observado
que na maioria das proporcoes de NO3 /NH} o aluminio exerceu um efeito negativo sobre o
crescimento da parte aérea, excerto na proporcédo de 50/50 NO3 /NHS (FIGURA 12¢).

Quando ndo expostas ao aluminio, a area foliar das plantas foi em média 32% maior nas
proporcdes de 50/50 e 25/75 em relacdo as demais proporc¢des. J& sob o tratamento de 600uM
A% apenas a proporgéo de 25/75 resultou no aumento da area foliar dessa espécie. Enquanto,
quando submetidas ao tratamento de 1200uM AI®* todas as proporgbes de NO3/NHF
mantiveram a area foliar iguais, exceto no tratamento em que o NH} foi a Unica fonte de
nitrogénio. Com relagdo ao efeito do aluminio em cada proporcdo de NO3/NHj, pode-se
observar que nas propor¢des de 50/50 e 25/75 a presenca desse metal diminuiu a area foliar das
plantas avaliadas (FIGURA 12f).
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Figura 12 — Valores de massa seca das folhas (a), massa seca da raiz (b), razdo massa seca raiz/folha (c),
didmetro do caule (d), altura da planta (e) e area foliar (f) de plantas jovens de Z.
tuberculosa sob diferentes propor¢des de NO3/NH;F e doses de aluminio. Letras
mailsculas indicam diferencas significativas entre as proporcoes de NO3 /NHJ, e letras
mindsculas mostram diferencas significativas entre as doses de aluminio com base na
média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padrao representado no

apice das barras.
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Acumulo de nitrato, amonio e nitrogénio total em folhas e raizes de Z. tuberculosa
O teor de NO3, no geral, diminuiu proporcionalmente conforme as concentragdes de

NOj3 foram diminuindo na solugéo nutritiva em folhas de Z. tuberculosa, principalmente sob as
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concentracdes de 0 e 600uM AIP*. A presenca de aluminio aumentou a concentragio de NO3
nas folhas sob as proporcdes de nitrogénio 75/25 e 25/75 sob 600uM APR* e 1200uM AP,
respectivamente (FIGURA 13a). Nas raizes, os niveis de NO3 também diminuiram
gradativamente conforme a propor¢do NO3 /NH foi reduzida em cada tratamento. Porém, sob
a proporcao 100/0, a concentragio de 600uM AIP* resultou em um maior acimulo de NO3 nas
raizes dessa espécie (FIGURA 13b).

O acumulo de NH7 nas folhas de Z. tuberculosa também foi progressivo seguindo o
aumento na concentracdo de NHZ nas solugOes nutritivas. As plantas que receberam NH; como
Unica fonte de nitrogénio apresentaram um aumento significativo em relacdo as demais
proporgdes NO3 /NHJ . A concentragdo de 600uM Al®* associada a proporgdo 75/25 NO3 /NH}
levou a diminuicdo de NH; nas folhas. Enquanto, em plantas que NH; como Unica fonte de
nitrogénio foi associado a presenca do aluminio houve um aumento de NH; nas folhas em
comparacao as plantas que receberam essa mesma fonte de nitrogénio e ndo foram submetidas
a contaminacdo com aluminio (FIGURA 13c). Nas raizes a presenca do NH7 foi
significativamente maior nas proporcoes de 25/75 e 0/100 de NO3 /NH; . Podendo-se observar
uma diminuigdo no acimulo de NHj} nas raizes das plantas que receberam 100/0 de NO3 /NH}
e foram expostas ao aluminio (FIGURA 13d).

Os teores de nitrogénio total ndo diferiram nas folhas das plantas submetidas as
diferentes concentracGes de aluminio. Todavia, as plantas que foram tratadas com maiores
propor¢des NO3 /NH7 apresentaram menor acimulo de nitrogénio em suas folhas (FIGURA
13e). O padrdo de menor acumulo de nitrogénio nos tratamentos com maior disponibilidade de
NO3 em relagdo ao NH; também foi observado nas raizes. J& a agdo do aluminio nesse érgéo
diferiu das folhas, pois sob a propor¢do de 100/0 de NO3 /NH} a concentracdo de 600uM Al*
levou ao maior acumulo desse nutriente nas raizes. Ja nas proporcdes de 50/50 e 0/100 de
NO3 /NH} ambas as concentragdes de aluminio utilizadas levaram ao aumento de nitrogénio
nas raizes, sendo esse aumento mais proeminente na concentracdo de 600uM AI** sob NH}

como fonte Unica de nitrogénio (FIGURA 13f).



48

Figura 13 — Teores de nitrato (a e b), aménio (c e d) e nitrogénio total (e e f) em folhas e raizes de plantas
jovens de Z. tuberculosa sob diferentes proporcdes de NO3 /NHJ e doses de aluminio.
Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre as propor¢des de NO3 /NH, e
letras minusculas mostram diferencas significativas entre as doses de aluminio com base
na média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padréo representado
no apice das barras.
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Teor de aminoé&cidos e proteinas em folhas e raizes de Z. tuberculosa
As diferentes proporgdes de NO3 /NH} afetaram a sintese de aminoacidos nas plantas

de Z. tuberculosa. Houve maior acumulo de aminoacidos nas folhas das plantas sob maior
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concentracdo de NHZ em relacdo ao NO3. Porém, quando associado a concentracédo de 600M
AlI¥*, os teores de aminoéacidos diminuiram nos tratamentos de 50/50 e 25/75 NO3 /NHj.
Enquanto que, sob NH; como fonte Gnica de nitrogénio, 0 aumento nas doses de aluminio levou
ao aumento no acumulo de aminoacidos nas folhas (FIGURA 14a). Nas raizes, houve um
aumento significativo nos teores de aminoacidos em resposta a maior disponibilidade de NH7
nos tratamentos. A presenca do aluminio elevou o nivel de aminoacidos nas raizes a partir do

tratamento 50/50 NO3 /NH; (FIGURA 14b).

Figura 14 — Teores de amino&cidos (a e b) e proteinas totais (c e d) em folhas e raizes de plantas jovens
de Z. tuberculosa sob diferentes proporcdes de NO3 /NHZ e doses de aluminio. Letras
maitsculas indicam diferencas significativas entre as proporcdes de NO3 /NHY, e letras
mindsculas mostram diferengas significativas entre as doses de aluminio com base na
média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padréo representado no

apice das barras.
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O acumulo de proteinas totais em folhas de Z. tuberculosa foi alto na auséncia de
aluminio sob 100/0, 75/25 e 25/75 NO3 /NH}. No geral, a presenca do aluminio levou ao maior
acimulo de proteinas nas folhas em todas as proporcoes de NO3 /NH}. Exceto na proporgdo
75/25 NO3 /NH}, onde a concentragdo de 1200uM AI* levou ao decréscimo de proteinas e na

proporcdo de 25/75 NO3 /NHJ, em que ndo houve diferenca entre os diferentes tratamentos
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com aluminio (FIGURA 14c). Nas raizes, o teor de proteinas totais subiu gradativamente
seguindo 0 aumento na concentracdo de NH; nos tratamentos. Alguns tratamentos submetidos
a contaminacao por aluminio resultaram na diminuicao nos teores de proteinas nas raizes de Z.
tuberculosa, como o observado na propor¢do de 75/25 NO3 /NH; sob 600puM Al e na
proporcdo 50/50 NO3 /NH} sob 1200uM AI**. Em contrapartida, sob a proporgédo de 25/75
NO3 /NH} o efeito da dose 1200uM AI®* foi positiva sobre o acimulo de proteinas (FIGURA
14d).

Atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio em folhas e raizes de Z.
tuberculosa

A menor atividade da enzima NR em folhas de Z. tuberculosa foi observada nas
proporgdes 75/25 e 0/100 NO3 /NHJ. Exceto quando as plantas foram submetidas a 600uM
AI**, em que apenas a proporcio de 75/25 resultou em uma diminuicdo na atividade dessa
enzima. Com relacdo ao efeito do aluminio sobre a atividade da NR em cada proporgdo de
NO3 /NHJ, nas propor¢des 75/25, 50/50 e 0/100 NO3 /NH} esse metal exerceu um efeito
deletério sobre a NR. Por outro lado, na proporcéo de 25/75 NO3 /NH}, a presenca do aluminio
na solucdo nutritiva levou ao aumento na atividade da NR (FIGURA 15a).

Nas raizes, a menor atividade da NR ocorreu nas proporc¢des de 25/75 e 0/100 em todas
as concentracGes de aluminio. Porém, na proporc¢do de 75/25 também foi observado uma menor
atividade dessa enzima na auséncia de aluminio. Sob fonte Unica de nitrogénio com NO3, o
aluminio exerceu um efeito negativo sobre a atividade da NR. Porém nas proporcdes de 75/25
e 50/50 NO3 /NH} o efeito do aluminio foi benéfico para a atividade dessa enzima, com
aumento de 48,9% e 41,3%, respectivamente, sob a concentracio de 1200uM AI* em relacéo
aos tratamentos sem aluminio nessas mesmas proporcdes de NO3 /NH} (FIGURA 15b).

Quanto a atividade da GS, em folhas a acdo dessa enzima foi maior na proporcdo de
25/75 NO3 /NH} naauséncia de aluminio. Sob a concentragio de 600uM AI** a maior atividade
dessa enzima ocorreu nas proporcoes de 75/25 e 50/50 NO3 /NH}, enquanto na concentragéo
de 1200uM AIP* o tratamento com NO3 como Unica fonte de nitrogénio apresentou a maior
atividade da GS. Sob maiores concentracGes de NO3, diferentes doses de aluminio tiveram
efeito positivo na atividade da GS, havendo aumento na sua atividade sob as 1200uM AI®* e
600uM AIP* nas proporcdes de 100/0 e 75/25 NO3 /NH}, respectivamente. Por outro lado,
quando as plantas estavam sob maior concentragdo de NHJ, a dose de 600puM Al afetou
negativamente a atividade da GS (FIGURA 15c).
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Nas raizes, maiores concentracdes de NH; levaram ao aumento gradual na atividade da
GS sob todas as doses de aluminio. Nas proporcgdes de 100/0 e 50/50 NO3 /NH] a presenca do
aluminio na solucdo nutritiva levou ao aumento na atividade da GS. Por outro lado, sob 75/25
e 25/75 NO3 /NH}, o efeito do aluminio sobre a atividade dessa enzima foi negativo (FIGURA
15d).

Figura 15 — Atividade da NR - nitrato redutase (a e b) e GS - glutamina sintetase (c e d) em folhas e
raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes proporgdes de NO3 /NHZ e doses
de aluminio. Letras mailsculas indicam diferengas significativas entre as proporcdes de
NO3/NHj, e letras minGsculas mostram diferencgas significativas entre as doses de
aluminio com base na média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro
padrdo representado no &pice das barras.
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A atividade da GOGAT nas folhas de Z. tuberculosa aumentou gradualmente seguindo
0 aumento na concentragdo do NH}, principalmente sob 1200uM AI®*. Os tratamentos com
aluminio levaram ao aumento na atividade da GOGAT nas proporg¢des de 75/25, 50/50 e 0/100
NO3 /NH}, sendo 0 aumento mais proeminente observado na concentragio 1200uM AI®* sob

NH; como fonte Unica de nitrogénio (FIGURA 16a).
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Figura 16 — Atividade da NADH-GOGAT - glutamato sintase dependente de NADH (a e b) e GDH -
glutamato desidrogenase (c e d) em folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob
diferentes proporcdes de NO3/NHZ e doses de aluminio. Letras mailsculas indicam
diferencas significativas entre as proporcoes de NO3 /NH, e letras mintsculas mostram
diferencas significativas entre as doses de aluminio com base na média (n=10) comparada
pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padrao representado no apice das barras.
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A proporcdo de NO3 /NH} em que houve, no geral, a menor atividade da GOGAT nas
raizes das plantas sob 75/25 NO3 /NH7. Em todas as propor¢des de NO3 /NH} a presenca do
aluminio teve efeito positivo na atividade da GOGAT, exceto sob 25/75 NO3 /NH; (FIGURA
16b).

Nas folhas de Z. tuberculosa, a atividade da GDH né&o diferiu entre as diferentes
proporcdes de NO3 /NH7 na auséncia de aluminio. Porém, sob as diferentes concentragdes de
aluminio e alta concentracdo de NH, a atividade da GDH foi estimulada. Nas proporcdes de

25/75 e 0/100 NO3 /NHj, a presenca do aluminio induziu a maior atividade da GDH (FIGURA
16¢).
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Nas raizes, o comportamento na atividade da GDH foi variado. Na auséncia de aluminio,
a atividade dessa enzima foi maior na proporgédo de 25/75 NO3 /NH} e menor sob 50/50
NO3z /NH}. Sob a concentracdo de 600uM AI®*, a proporgdo de 50/50 NO3 /NH} levou a
decréscimo na atividade da GDH. Enquanto que, sob 1200uM AI**, houve alta atividade dessa
enzima nas plantas que receberam NH;} como fonte Unica de nitrogénio e as menores atividades
foram observadas sob as proporcdes de 75/25 e 25/75 NO3 /NH}. A Unica propor¢do de
NO3 /NHZ em que foi observado efeito deletério do aluminio sobre a atividade da GDH foi em
25/75 NO3 /NH;} (FIGURA 16d).

Metabolismo do carbono em Z. tuberculosa

Avaliando os teores de pigmentos fotossintéticos, foi observado, no geral, um acimulo
de carotenoides, clorofila a e clorofila b nas folhas de Z. tuberculosa sob as proporcdes
intermediarias de NO3 /NH7 (FIGURA 17). Na auséncia de aluminio, o teor de carotenoide foi
menor em plantas que receberam o NO3 como fonte Unica de nitrogénio. Sob a concentragédo
de 600uM AI®*, as proporcdes de 100/0 e 0/100 de NO3 /NH levaram ao menor aciimulo de
carotenoides. Por outro lado, os maiores teores desse pigmento em folhas de plantas tratadas
com 1200uM Al ocorreu nas proporgdes de 75/25 e 50/50 NO3 /NHZ. Sob NO3 como fonte
Unica de nitrogénio, a concentracdo de 1200uM AI** levou ao aumento de carotenoides. Por
outro lado, quando o NH} foi a fonte de nitrogénio na solucédo nutritiva, o efeito do aluminio
em ambas as concentracgdes foi negativa sobre o teor de carotenoides (FIGURA 17a).

Na auséncia de aluminio, o maior teor de clorofila b foi observado nas plantas nutridas
com 50/50 NO3 /NH . Quando exposta a concentracdo de 600uM AI®*, as proporcdes de 75/25
e 50/50 NO3 /NHj7 foram as que levaram ao maior acimulo desse pigmento. Enquanto que na
concentragdo maxima de aluminio utilizada, as proporgdes de 75/25 e 25/75 NO3 /NH; foram
as que mais acumularam clorofila b. Sob maiores propor¢6es de NO3 em relagdo ao NH; ambas
concentracOes de aluminio resultaram no aumento do teor de clorofila b. No entanto, quando a
proporcdo de 50/50 NO3 /NH] foi utilizada, a presenca de aluminio na solugéo nutritiva agiu
negativamente sobre a 0 acimulo desse pigmento (FIGURA 17b).

O teor de clorofila a nas folhas de Z. tuberculosa seguiu um padrdo de aumento até a
proporcdo de 50/50 NO3/NHF, havendo um decréscimo nas proporcées com maiores
concentracdes de NHS. Nas proporcdes com maior disponibilidade de NO3 (100/0 e 75/25
NO3 /NH}), a presenca do aluminio levou ao aumento de clorofila a nas folhas da espécie em
estudo (FIGURA 17c).
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Em complemento aos resultados obtidos com as anélises dos pigmentos fotossintéticos,
também foram analisados os teores de agUcares redutores (AR), acucares sollveis totais (AST)
e amido (FIGURA 18). A maior concentracdo de AR nas folhas de Z. tuberculosa na auséncia
de aluminio foi observada sob a proporcéo 25/75 NO3 /NH; . Quando submetida a concentracgéo
600uM AI*, os maiores valores obtidos foram nas proporcdes 75/25 e 50/50 NO3 /NHj.
Enquanto sob 1200uM AI®*, o teor de AR aumentou gradualmente até chegar a maior
concentragdo observada sob 0/100 NO3 /NH;. Sob NO3 como fonte Unica de nitrogénio, a
concentracio de 600uM AI®* levou & diminuicdo nos teores de AR nas folhas. Todavia, nas
proporgdes de 75/025 e 50/50 NO3 /NHJ, a concentracdo de 600uM AI** levou ao aumento na
concentragdo de AR. Quando nutridos com 75/25 NO3 /NHj as concentragdes de aluminio
utilizadas levaram a diminuicdo no acimulo de AR. Enquanto, sob NH; como Unica fonte de
nitrogénio, os valores de AR aumento sob a concentracdo de 1200puM AI** (FIGURA 18a).

Nas raizes de Z. tuberculosa, 0 NO3 como fonte Unica de nitrogénio foi responsavel
pelo menor teor de AR na auséncia de aluminio ou sob a concentracido 600uM AI®*. Ja na
concentragdo de 1200uM AIP* e proporgéo de 25/75 NO3 /NH] houve o maior teor de AR. Na
propor¢do de 100/0 NO3 /NHJ a adicdo de aluminio levou ao aumento do AR nas raizes. Por
outro lado, adicdo de aluminio as proporgoes de 75/25, 50/50 e 0/100 NO3 /NHJ levaram a
diminuicdo nos teores desses agUcares. Enquanto, sob a proporcdo de 25/75 NO3 /NH] a
concentracéo de 600uM AI* levou a diminuicio no teor de AR nas raizes (FIGURA 18b).
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Figura 17 — Teores de carotenoides (a), clorofila a (b) e clorofila b (c) em folhas de plantas jovens de Z.
tuberculosa sob diferentes propor¢des de NO3/NH;F e doses de aluminio. Letras
mailsculas indicam diferencas significativas entre as propor¢des de NO3 /NHY, e letras
minUsculas mostram diferencas significativas entre as doses de aluminio com base na
média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padrdo representado no

apice das barras.
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Os teores de AST aumentaram em folhas de Z. tuberculosa na auséncia de aluminio,
quando houve diminuicdo nas proporgdes NO3 /NHZ. Porém, sob NHZ como fonte Unica de

nitrogénio houve queda no teor de AST nas folhas dessa espécie. Quando submetidas a
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concentracéo de 600uM Al 0 aumento nos niveis de AST seguiu a diminuigdo nas proporgdes
de NO3 /NH] até o tratamento 50/50, a partir do qual houve um decréscimo até o tratamento
0/100 NO3 /NH}. Sob a concentragdo de 1200uM AI**, os teores de AST flutuaram entre as
diferentes proporcoes de NO3 /NHJ, havendo os maiores valores nos tratamentos 50/50 e 0/100
NO3 /NH} (FIGURA 18c). Sob as proporcoes de 100/0, 50/50 e 0/100 NO3 /NH, a presenca
do aluminio levou ao aumento nos niveis de AST nas folhas. Por outro lado, na proporcao de
25/75 o efeito do aluminio sobre o teor de AST foi negativo (FIGURA 18c).

Nas raizes de Z. tuberculosa, em todas as concentracdes de aluminio, 0 aumento na
disponibilidade de NH} levou ao maior acimulo de AST. Sob todas as propor¢des de
NO3 /NHJ, a presenca do aluminio resultou no maior acimulo de AST nas raizes, exceto sob a
proporcao de 25/75 onde o tratamento com 600uM Al®* levou a diminuigio nos teores desses
acucares (FIGURA 18d).

Na auséncia de aluminio, 0 aumento na concentragdo de NH; na solugdo nutritiva levou
a menores niveis de amido em folhas de Z. tuberculosa. Quando expostas a 600uM AI**, os
niveis de amido aumentaram na proporg¢do de 25/75 NO3 /NHZ . Enquanto, o maior valor para
essa molécula sob a concentragdo de 1200uM AI** foi observado no tratamento com 75/25
NO3 /NHj. Nas propor¢des de100/0 e 50/50, a concentracdo de 600uM AI** levou a diminuigo
no teor amido nas folhas. Enquanto, nos tratamentos 75/25 e 25/75 NO3 /NHJ, o aumento na

concentracdo de aluminio resultou no maior acimulo de amido (FIGURA 18e).



57

Figura 18 — Teor de AR - agUcares redutores (a e b), AST - agucares solUveis totais (a e d) e amido (e e
f) em folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes proporcbes de
NO3 /NHj e doses de aluminio. Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre
as proporgdes de NO3 /NHJ, e letras mintsculas mostram diferencas significativas entre as
doses de aluminio com base na média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05).
Erro padrdo representado no apice das barras.
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Com relacdo ao teor de amido nas raizes, as plantas que ndo foram submetidas a
contaminag&o por aluminio tiveram um aumento gradual no teor de amido do tratamento 75/25
a0 0/100. Quando expostas ao tratamento de 1200uM AI**, 0 aumento no teor de amido se deu

a partir do tratamento de 100/0 até o 50/50, seguido de decréscimo e estabilizacdo a partir do
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tratamento 25/75. Sob a concentracdo 1200uM AI**, o menor teor de amido observado em
raizes de Z. tuberculosa foi na propor¢do de 50/50 e a maior em 0/100. No tratamento com
100/0, a concentra¢do de 600uM AI** levou ao decréscimo no teor de amido. Ja sob 75/25,
50/50 e 25/75, o efeito do aluminio em diferentes doses foi positivo sobre o acimulo de amido.
Enquanto, na proporcdo de 0/100 a concentragdo de 600uM AI** levou a uma diminuicdo de
25,9% e a dose de 1200uM Al®* elevou em 34,8% o teor de amido em relagdo a concentracio
ao tratamento sem aluminio (FIGURA 18f).

Sistema antioxidante

O sistema antioxidante em Z. tuberculosa também foi estudado e os resultados
demonstram que os tratamentos empregados nesse trabalho afetaram a homeostase redox dessa
espéecie (FIGURAS 19 e 20). Nos tratamentos que ndo possuiam aluminio ou que receberam
1200uM AI**, o teor de prolina foi maior nas folhas de plantas que receberam NO3 como fonte
Unica de nitrogénio. Ja sob 600uM AI®*, ndo houve diferenca entre as proporgdes de NOz /NH} .
Em plantas que receberam NO3 como fonte Unica de nitrogénio, a propor¢io de 600uM Al
levou a diminuicdo do teor de prolina nas folhas. Enquanto, na proporcéo de 25/75 NO3 /NH7
concentracio de1200uM AIP* levou ao aumento desse metabdlito nas plantas (FIGURA 19a).
Nas raizes, 0 aumento na concentracdo de NH; na solugdo nutritiva levou a maiores teores de
prolina, independente do tratamento com aluminio. Porém, sob as proporcdes de 50/50 a 0/100
o efeito desse metal gerou uma diminuicdo nos teores de prolina (19b).

As maiores concentragdes de H.O; nas folhas de Z. tuberculosa sob OuM e 600uM AP
foram observadas na proporcdo de 0/100 NO3/NHZ, enquanto os menores teores dessa
molécula sob 600uM Al foram observadas nas proporcdes de 100/0 e 25/75. Na proporcéo de
100/0 o tratamento com 600uM AI** levou diminui¢do do H202 nas folhas. Por outro lado, sob
0/100, a concentracdo de 1200uM AI** que levou a diminuicdo no teor dessa molécula nesse
6rgdo (FIGURA 19c).

A maior proporcdo de NHZ em relagdo ao NO3 na solucdo nutritiva elevou o teor de
H202 nas raizes de Z. tuberculosa. Na proporcio de 25/75 o tratamento com 600uM Al®* foi
responsavel elevar em 37% a concentracdo de H2O nas raizes dessa espécie em relagéo as
plantas livres de aluminio. Por outro lado, na proporcao de 0/100 o aumento do H20- s6 foi
observado sob o tratamento com 1200uM APP* (FIGURA 19d).

Figura 19 — Teores de prolina (a e b), H.O; - peroxido de hidrogénio (c e d) e MDA-malondialdeido (e
e f) em folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes proporcGes de
NO3 /NH;} e doses de aluminio. Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre
as proporc¢des de NO3 /NHJ, e letras mintsculas mostram diferencas significativas entre as
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doses de aluminio com base na média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05).
Erro padrao representado no apice das barras.
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N&o houve alteracdes significativas na peroxidacao lipidica das folhas de Z. tuberculosa

expostas a diferentes proporcdes de NO3/NHJ na auséncia de aluminio. Todavia, sob a
concentragdo de 600uM AI®*, foi observado um aumento na peroxidacio lipidica nas plantas
submetidas as proporcoes de 100/0 e 50/50 NO3 /NHJ. Quando as plantas foram expostas a

1200uM AI**, a proporgéo de 0/100 apresentou um aumento de 62% em relagéo as proporcdes
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de 100/0 e 50/50 NO3 /NH]} que apresentaram os menores niveis de peroxidacéo lipidica nas
folhas. Na proporcdo de 100/0 NO3 /NHJ o aluminio atenuou a peroxidacao lipidica, enquanto
na propor¢do de 0/100 NO3/NH7 o efeito desse metal levou ao aumento de MDA,
evidenciando uma maior peroxidacao lipidica (FIGURA 19e).

O aumento na disponibilidade do NHJ resultou numa elevacdo significativa da
peroxidacao lipidica nas raizes de Z. tuberculosa a partir da proporcao de 50/50 para todas as
concentragdes de aluminio utilizadas. Sob diferentes proporgdes de NO3 /NHJ, o aluminio foi
responsavel por elevar os niveis de peroxidacdo lipidica nas raizes (FIGURA 19f). Importante
ressaltar que os niveis de peroxidacdo lipidica foram mais acentuados nas raizes da espécie em
estudo, quando comparado as folhas, nas proporcoes de 50/50, 25/75 e 0/100 NO3 /NHJ .

Em folhas de Z. tuberculosa, maiores disponibilidade de NHZ na solucdo nutritiva
afetou negativamente a atividade da enzima SOD em todas as concentracdes de aluminio
estudadas. Nos tratamentos que receberam fontes de nitrogénio mista de NO3 e NHf, o
aluminio afetou negativamente a atividade da SOD nas folhas dessa espécie (FIGURA 20a).

A atividade da SOD nas raizes seguiu um padrdo oposto ao observado nas folhas. O
aumento no teor de NH; na solucdo nutritiva levou a maior atividade dessa enzima nas raizes.
Analisando o efeito do aluminio em cada proporcéo de NO3 /NHZ, sob o fornecimento misto
de NO3 e NHj, esse metal afetou negativamente a atividade da SOD nas raizes da espécie me
estudo (FIGURA 20b)

No geral a atividade da CAT foi mais alta nas folhas de Z. tuberculosa submetidas aos
tratamentos com maiores propor¢Ges de NO3. Nas propor¢cdes de 100/0, 75/25 e 25/75
NO3/NHf, o aluminio teve um efeito negativo sobre a atividade da CAT. Todavia, as
proporgdes de 50/50 e 0/100 NO3 /NHZ, a presenga do aluminio na solugdo nutritiva aumentou
a atividade da CAT nas folhas (FIGURA 20c).
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Figura 20 — Atividade da SOD - superoxido dismutase (a e b), CAT - catalase (c e d) e APX - ascorbato
peroxidase (e e f) em folhas e raizes de plantas jovens de Z. tuberculosa sob diferentes
propor¢cdes de NO3/NHS e doses de aluminio. Letras mailsculas indicam diferencas
significativas entre as proporcoes de NO3 /NHJ, e letras minUsculas mostram diferencas
significativas entre as doses de aluminio com base na média (n=10) comparada pelo teste
de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padréo representado no &pice das barras.
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Nas raizes de Z. tuberculosa, na auséncia de aluminio na solugédo nutritiva, houve um

CAT (nmol H,0,'min™-¢g" MF) ~ SOD (U SOD min™-g" MF)

APX (nmol H,0, min"-g"' MF)

aumento de 52% na atividade da CAT em plantas submetidas a proporcéo de 75/25 NO3 /NH7

quando comparadas as demais. Enquanto, sob o tratamento de 1200uM AI**, a maior atividade
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dessa enzima ocorreu nas propor¢des 100/0 e 75/25 NO3 /NH;}. Quando as plantas foram
submetidas a maior concentracéo de aluminio, a atividade da CAT em suas raizes foi 46% maior
na proporcdo de 25/75 em relacéo as demais proporgoes de NO3 /NH} . A presenca do aluminio
nas proporc¢des de 100/0, 25/75 e 0/100 NO3 /NH;} foi positiva para a atividade da CAT nas
raizes. Por outro lado, sob as proporcdes de 75/25 e 50/50 NO3 /NHJ, a presenca desse metal
diminuiu a atividade da CAT nas raizes da espécie em estudo (FIGURA 20d).

Nas folhas de Z. tuberculosa foi observado um padréo crescente na atividade da APX
conforme houve aumento nas concentracdes de NHF nos tratamentos sob todas as
concentracOes de aluminio utilizadas. Sob NO3 como fonte Unica de nitrogénio presenga do
aluminio foi deletéria para a atividade da APX. J& sob as proporcfes de 50/50 e 25/75
NO3 /NHJ o efeito desse metal foi positivo para a atividade dessa enzima (FIGURA 20e).

O efeito das proporcdes de NO3 /NHJ sobre a atividade da APX nas raizes foi mais
complexo que nas folhas. Nas plantas que ndo foram tratadas com aluminio, as maiores
atividades dessas enzimas ocorreram nas proporc¢des de 50/50 e 0/100 NO3 /NH;. Ja sob as
concentracdes de 600 e 1200uM AI**, as maiores atividades da ascorbato peroxidase foram
observadas nas propor¢des de 100/0 e 25/75 NO3 /NH, respectivamente. Nas propor¢des com
maiores teores de NO3 (100/0 e 75/25 NO3 /NHJ), a concentracio de 600puM Al exerceu
efeito positivo sobre a atividade da ascorbato peroxidase. Enquanto sob as proporcdes de 50/50
e 0/100 NO3 /NHj, ambas as concentracdes de aluminio foram deletérias para a atividade dessa
enzima. Na proporcio de 25/75 NO3 /NH; a concentragdo 1200uM AI®* elevou a atividade
dessa enzima em 40% em relacdo as plantas nutridas com a mesma propor¢do na auséncia de
aluminio (FIGURA 20f).

Acumulo de aluminio e fosforo em folhas e raizes de Z. tuberculosa

O acumulo de aluminio nas folhas de Z. tuberculosa foi significativamente maior apenas
nos tratamentos contendo NH; como Unica fonte de nitrogénio sob 600 e 1200uM Al®*
Todavia, as plantas nutridas apenas com NO3 ou NH; apresentaram aciimulo de aluminio em
suas folhas quando expostas a esse metal (FIGURA 21a). Com relagdo ao acimulo de aluminio
nas raizes, as proporcoes de NO3 /NH7 que levaram aos maiores acimulos desse metal foram
75/25 e 25/75 NO3 /NH; quando expostas a 600uM Al**. Enquanto, sob 1200uM Al®*, os
maiores teores de aluminio foram observados sob as propor¢6es de 75/25, 50/50 e 25/75 de
NO3 /NH;} (FIGURA 21b).



63

Figura 21 — Teores de aluminio (a e b) e fésforo (c e d) em folhas e raizes de plantas jovens de Z.
tuberculosa sob diferentes propor¢des de NO3/NH;F e doses de aluminio. Letras
mailsculas indicam diferencas significativas entre as propor¢des de NO3 /NHY, e letras
minUsculas mostram diferencas significativas entre as doses de aluminio com base na
média (n=10) comparada pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Erro padrdo representado no
apice das barras.
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A presenca do aluminio na solucdo nutritiva afetou a absorcdo de fosforo por Z.
tuberculosa sob todas as fontes de nitrogénio. Houve diminuicdo no teor de fésforo nas folhas
das plantas nutridas com as proporcdes intermediarias de 75/25 e 25/75 NO3 /NH e expostas
a 600uM AP* (FIGURA 21c). A concentragdo de 1200uM AI®* teve o maior efeito sobre
acumulo desse nutriente, mantendo os niveis de fosforo baixo nas folhas em todas as diferentes
proporcdes de NO3 /NH7 (FIGURA 21c). Nas raizes das plantas livres de aluminio, o aumento
na propor¢do de NH; atuou levando a maior absorcdo de fosforo. O teor de fésforo também foi
afetado principalmente pela maior concentracdo de aluminio em todas as propor¢des de
NO3 /NH], exceto nas propor¢des de 25/75 e 0/100 NO3 /NHZ onde o efeito negativo do
aluminio sobre a absorcdo de fosforo ja pdde ser observado a partir da concentracdo de 600uM
Al (FIGURA 21d).
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5. DISCUSSAO

Manter o balango carbono/nitrogénio é fundamental para o funcionamento metabdlico
da planta (ZHENG, 2009), e o estabelecimento de uma dose adequada de nitrogénio para
plantas, além de evitar gastos financeiros desnecessarios, é fundamental para manter esse
equilibrio. No caso de espécies com foco na recuperacao de &reas degradas, ter esse cuidado se
mostra ainda mais importante, uma vez que o manejo adequado do nitrogénio no solo é
fundamental para que as plantas acumulem biomassa e, dessa forma, possam mitigar os efeitos
da alta disponibilidade de CO2 na atmosfera através do sequestro de carbono (OREN et al.
2001; WIEDER et al. 2015; WANG et al. 2017a). Nesse estudo foi observado que em Z.
tuberculosa exposta a maiores teores de nitrogénio, os valores de biomassa nas folhas em
relacdo a raiz foram maiores (FIGURA 3).

Assim como o teor de biomassa, 0 crescimento priméario e secundario do caule e o
comprimento da raiz foi diferencialmente afetado pela baixa disponibilidade de nitrogénio ou
fatores que alteram sua absorcdo e assimilacdo (FIGURA 4a,b) (FAGERIA e BALIGAR,
2001). Enguanto houve aumento na parte aérea de Z. tuberculosa em resposta ao aumento na
disponibilidade de nitrogénio na solucdo nutritiva, 0 comprimento da raiz diminuiu sob maiores
doses de nitrogénio. Menor disponibilidade de nitrogénio induz o crescimento ndo sé da raiz
principal, mas também das raizes laterais, aumentando assim, a area de absorcao de nitrogénio
pela planta (ZHANG; FORDE, 2000). Ademais, 0 NO3 é reportado como uma molécula
sinalizadora através da geragdo de assinatura de Ca?* estimulando o crescimento da raiz em
Arabidopsis (LIU et al., 2017). O maior investimento no crescimento das raizes nas plantas
causa um desbalango na reparticdo de fotoassimilados e, consequentemente, um menor
crescimento da parte area das plantas (CASTRO MARIN et al., 2011; GAUDINIR et al., 2018).

A maior area foliar em Z. tuberculosa sob maiores disponibilidades de nitrogénio
(FIGURA 4b) é condizente com resultados ja observados em outros estudos com espécies
arbéreas (BRIX; EBELL, 1969; VOSE, 1988; MEIER; LEUSCHNER, 2008). A relacdo entre
nitrogénio e area foliar é explicada pela influéncia desse nutriente sobre a fotossintese de plantas
(REICH e WALTERS, 1994; REICH et al., 1995; PRSA et al., 2007; LEWIS; FLEMING,
2016; ZHANG, ZHANG; WEN, 2018). Condicdes de baixa ou alta concentracéo de nitrogénio
podem, respectivamente, aumentar ou diminuir a propor¢é@o de nitrogénio entre os sistemas ndo
fotossintéticos e fotossintéticos, diminuindo assim a eficiéncia do uso de nitrogénio
fotossintético e a capacidade fotossintética (QIANG et al., 2023).

A partir das andlises realizadas em Z. tuberculosa submetidas a diferentes concentragoes

de nitrogénio, percebeu-se que, acima de uma concentracdo de 10 mM N-NOz", essa espécie
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ndo apresenta ganho significativo no seu crescimento. Espécies com caracteristicas pioneiras,
como no caso de Z. tuberculosa, apresentam altos teores foliares de nitrogénio, bem como uma
alta capacidade de resposta ao aumento na disponibilidade de nitrogénio no solo (AIDAR et al.,
2003), o que foi observado nesse estudo. Porém, a eficiéncia de uso do nitrogénio, bem como
pardmetros fotossintéticos, pode diminuir com o aumento excessivo no fornecimento de
nitrogénio a planta (QIANG et al., 2023). Esse fenémeno foi observado em mudas de Z.
tuberculosa fertilizadas com 16 mM N-NOs’, que apresentaram leve diminui¢do nos teores de
nitrogénio total e nos parametros fotossintéticos.

O baixo teor de nitrogénio observado nas folhas e raizes de Z. tuberculosa no
experimento 1 refletiu em menores teores de aminoécidos nessa espécie, principalmente sob 0s
tratamentos de 2 e 4mM N-NOs". Importante ressaltar que, as diferentes disponibilidades de
NO3 modulam diferencialmente os transportadores de NO3 de baixa e alta afinidade e essa
regulacao afeta os niveis de nitrogénio que serdo absorvidos e assimilados pela planta (WANG
et al., 2009; IQBAL et al., 2019).

O NO3 regula, ndo s6 os seus transportadores, como também a atividade da NR, enzima
responsavel pela primeira reacdo de reducdo do NO3 na planta (YANAGISAWA, 2014;
YONEYAMA; SUZUKI, 2019). No experimento 1, plantas de Z. tuberculosa que receberam
maiores concentracdes de nitrogénio fornecido em forma de nitrato apresentaram maior
atividade da NR em suas raizes. Todavia essa mesma resposta ndo foi observada em folhas
dessa espécie. Esses dados indicam que, sob baixa disponibilidade de NO3, sua assimila¢éo por
Z. tuberculosa ocorre igualmente em folhas e raizes. Porém sob alta oferta de NO3, sua
assimilacdo ocorre preferencialmente nas raizes.

Algumas plantas tendem transportar o NO3 da raiz para parte aérea quando a atividade
da NR nesse primeiro 6rgdo ndo consegue assimilar todo NO3 absorvido (ANDREWS, 1986).
Os dados aqui obtidos também indicam que sob as condi¢des ambientais, principalmente
variacdo da temperatura (FIGURA 2), a qual os individuos de Z. tuberculosa foram submetidos
no primeiro experimento, a raiz parece ser o 6rgao preferencial para assimilagcdo de nitrogénio.
Essa maior atividade da NR pelas raizes dessa espécie ndo foi observada nas plantas do segundo
experimento, mesmo quando supridas apenas com NO3, indicando que mudancas nas condi¢oes
ambientais, em particular a temperatura, pode alterar o sitio preferencial de reducdo do NO3
em Z. tuberculosa.

Diferentemente da NR, ndo houve diferengas na atividade da GS entre os tratamentos

do experimento 1. E conhecido que condicbes de estresse modula a expressdo de genes que
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codificam a GS: (citos6lica), aumentando a sintese e atividade dessa enzima nas plantas (LI et
al. 2016; JI et al. 2019). Sendo assim, a manutencdo na atividade dessa enzima em Z.
tuberculosa sob baixa disponibilidade de nitrogénio em relagdo as plantas que receberam maior
concentracdo de nitrogénio pode ser resultado de uma elevada demanda na reassimilacdo de
nitrogénio proveniente do catabolismo de aminoacidos e proteinas. Uma vez que, a glutamina
é a forma preferencial para a translocacao de nitrogénio nas plantas (PRINSI; ESPEN, 2015).

O aumento na atividade da GOGAT nas folhas e raizes de Z. tuberculosa é condizente
com a maior atividade da NR, uma vez que a atividade da primeira esta intimamente relacionada
asegunda (RUIZ et al., 1998; RUIZ et al., 1999). A maior atividade da GOGAT nas folhas em
relacdo as raizes quando Z. tuberculosa foi exposta a maior disponibilidade de nitrogénio pode
estar relacionado a uma maior sintese de aminoacidos por essa espécie quando exposta a
condicdes favoraveis de oferta de nitrogénio. A alocacdo e armazenamento de nitrogénio nas
plantas na forma de aminoacidos livres sob condicGes favoraveis pode ser uma estratégia
eficiente para a sintese de proteinas conferindo as plantas uma rapida capacidade de
ajustamento metabolico (ZHAO et al., 2021).

Maior desempenho dos parametros fotossintéticos como teor de clorofila a, Fm’,
Fv’/Fm’, gH" e ETR sob niveis intermediarios de nitrogénio fornecido a Z. tuberculosa, podem
ser explicados pela intrinseca relacdo desses parametros com nivel ideal de nitrogénio dentro
da folha. O déficit ou excesso no fornecimento de nitrogénio pode diminuir a alocacdo desse
nutriente para o aparato fotossintético envolvido na coleta de luz, alocando-o para a formacéo
de tecido foliar, proteinas estruturais e aumentando os niveis de nitrogénio nao diretamente
envolvidos na fotossintese (QIANG et al., 2023).

De modo geral, os teores de agUcares nas folhas e raizes das mudas de Z. tuberculosa
diminuiram conforme os niveis de nitrogénio aumentava na solucdo nutritiva. Distarbios na
disponibilidade de nitrogénio afeta o metabolismo do carbono por meio de regulacdo génica
que interage com o balango carbono/nitrogénio nas plantas (DONG et al., 2019). Baixa
disponibilidade de nitrogénio, principalmente quando fornecido na forma de NO3, leva a uma
regulacdo negativa do metabolismo do nitrogénio e das vias relacionadas a respiracao vegetal
culminando no acimulo de carboidratos (SCHLUTER et al., 2012; LI et al., 2023). Logo, 0
maior teor de carboidratos como AR, AST e amido em plantas jovens de Z. tuberculosa sob
menor teor de nitrogénio decorreu da regulacdo negativa sobre genes e enzimas envolvidos no
metabolismo de carboidratos e menor incorporacdo de nitrogénio em carboidratos, que é

reforgado pela diminuigdo no teor de amino&cidos.
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A deficiéncia de nitrogénio tem um impacto marcante na homeostase redox, o que leva
a uma alta producgdo e acimulo de espécies reativas de oxigénio (ASAD et al., 2023). Menores
concentracdes de nitrogénio levou a maior atividade da SOD em folhas e raizes de Z.
tuberculosa e, concomitantemente a maiores teores de H>O.. Em resposta ao aumento nos
teores de H2O2, houve uma maior atividade da APX nessa espécie. A elevada atividade da APX
em folhas e raizes de Z. tuberculosa sob baixa disponibilidade de nitrogénio pode ser devido a
maior afinidade dessa enzima ao H>O: e, consequentemente, sua maior eficiéncia em degradar
essa molécula, evitando seus possiveis danos as células (SOFO et al., 2015; ANJUM et al.,
2016; LI, 2023).

Conforme a concentracdo de nitrogénio foi aumentando na solugdo nutritiva, a
atividade da APX diminuiu e a atividade da CAT aumentou indicando que, sob baixa producéo
de H202, a fungdo dessa segunda enzima esta mais relacionada a manutengdo da homeostase
redox da espécie em estudo através da via peroxidatica. Além da atividade da CAT estar
limitada principalmente aos peroxissomos e mitocondrias, a via de atividade dessa enzima
também é dependente das concentra¢fes de H202, podendo atuar numa via peroxidatica sob
baixas concentracdes de H»O», ou de forma catalitica quando a planta produz elevadas
concentragOes de H202 (ANJUM et al., 2016).

Nos resultados do segundo experimento percebeu-se que, na auséncia de aluminio ou
sob NO3 e NHZ como fonte Gnica de nitrogénio ndo houve diferenca entre no acimulo de
massa seca em Z. tuberculosa. Por outro lado, sob fontes mistas de NO3 e NH7 (75/25, 50/50
e 25/75) a massa seca acumulada em folhas se manteve igual, enquanto nas raizes houve uma
maior producdo de biomassa nas plantas fertilizadas com 75/25, levando a uma maior razao
raiz/parte aérea nesse tratamento (FIGURA 12). O maior acimulo de massa seca nas plantas
nutridas com fontes mistas de nitrogénio pode estar associado a maior sintese de pigmentos
fotossintéticos e, possivelmente, a maior incorporacao de carbono pela planta (QIANG et al.,
2023).

A toxicidade por aluminio pode diminuir a eficiéncia do uso do nitrogénio em até 60%,
consequentemente, afetando o acimulo de massa seca em plantas (BORGES et al., 2020). Sob
fontes Unicas de NO3 ou NHa, a dose de 600 pM AI** diminuiu a massa seca em folhas e raizes
de Z. tuberculosa. Por outro lado, sob fontes combinadas de diferentes proporgdes de NO3 e
NHa4, 0 acumulo de biomassa nessa espécie variou sob as diferentes concentracdes de aluminio,
havendo aumento da massa seca nas plantas nutridas com 75/25 e submetidas a 1200 pM AIPP*
(FIGURA 12). Isso indica que, as diferentes fontes de nitrogénio podem interagir com esse

metal, modulando seus efeitos sobre o crescimento da planta.
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Com relacdo ao crescimento de Z. tuberculosa submetida a fontes isoladas de
nitrogénio, o Gnico parametro de crescimento que diferiu entre NO3 e NH] foi razéo raiz/parte
aérea e altura da planta, havendo diminuicdo desses parametros sob a fertilizacdo com NH].
No geral, a proporcédo de 50/50 resultou em maiores valores de crescimento principalmente com
relagdo a altura da planta, area foliar e didmetro do caule (FIGURA 12). Em estudo de meta-
anélise foi observado que, plantas nutridas com NO3 tendem a investir mais no crescimento da
parte aérea, enquanto plantas nutridas com NHJ investem mais energia para o crescimento
radicular (YAN; XU; XIA, 2019).

O maior crescimento da parte aérea sob nitrogénio fornecido na forma de NO3 pode
estar relacionado a maior demanda dessa parte da planta para a reducdo do NO3, uma vez que
sua reducdo em oOrgaos fotossintetizantes possui um menor custo energetico. Enquanto, plantas
nutridas com NH, metabolizam o nitrogénio nas raizes, demandando mais energia nesse 6rgdo
(YAN; XU; XIA, 2019). Ademais, nesse estudo foi possivel perceber uma maior atividade da
NR nas folhas de Z. tuberculosa sob nutrigdo com NO3, e maior atividade das enzimas
envolvidas na assimilacdo do NHF nas raizes quando as plantas estavam submetidas a
nitrogénio amoniacal. Indicando que a assimilacdo do nitrogénio de forma diferencial nos
6rgéos da planta em decorréncia da fonte de nitrogénio recebida. O fornecimento de NO3 /NH}
juntos a planta permite uma utilizacdo mais equilibrada dos fotoassimilados, sendo esses melhor
distribuidos entre assimilagdo de nitrogénio e crescimento vegetal (BOSCHIERO et al., 2019).

O aluminio é reportado como um elemento benéfico e até essencial para algumas
plantas, promovendo seu crescimento por meio do estimulo na absorcdo de nutrientes pela
planta, a exemplo do nitrogénio (RUFTY et al., 1995; OSAKI et al., 1997; WATANABE e
OSAKI, 2002; TABALDI et al., 2009; BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2017). Todavia, 0
aluminio também pode interferir negativamente no crescimento vegetal ao gerar perturbacées
na estrutura celular de folhas e raizes, ou ao se ligar a grupos funcionais de tecidos biolégicos,
afetando assim a absorc¢éo de nutrientes, bem como a fotossintese nas plantas (LIN et al., 2020;
LIN et al.,, 2023). A presenca do aluminio afetou, de forma diversa, os parametros de
crescimento em plantas jovens de Z. tuberculosa supridas com as diferentes fontes de
nitrogénio. Mostrando que diferentes proporcdes de NO3 /NHZ podem desencadear respostas
distintas nessa espécie quando exposta ao aluminio (FIGURA 12).

A menor area foliar em mudas de Z. tuberculosa submetidas as condi¢Bes de baixa
disponibilidade de nitrogénio, fontes Gnicas de NO3 ou NH} e exposi¢do a aluminio pode ser

resultado de uma menor alocacdo de nitrogénio para o0 aparato fotossintético que,
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consequentemente, diminui o crescimento das plantas (FIGURA 2f) (HIKOSAKA, 2004;
CECHIN; FUMIS, 2004). O efeito deletério do aluminio sobre a area foliar de Z. tuberculosa
pode estar relacionado a uma menor fixacéo de carbono decorrente da reducdo na condutancia
estomatica e menor crescimento foliar (BANHOS et al., 2016).

Na auséncia de aluminio, o teor de nitrogénio total nas folhas e raizes de plantas jovens
de Z. tuberculosa foi maior quando essas foram cultivas sob maiores teores de NH; (FIGURA
13e,f). Isso se explica pela maior absorcdo de NH; por se tratar de um processo passivo, com
menor demanda energética e uma taxa de influxo liquido maior quando comparado com o NO3
(XIAO et. al., 2022). Contrariando achados de outras pesquisas com relacdo a absor¢do de
nitrogénio por plantas expostas ao aluminio (PAL'OVE-BALANG e MISTRIK, 2007;
PAL'OVE-BALANG e ZELINOVA, 2013), a presenca desse metal elevou os teores de
nitrogénio total nas raizes de Z. tuberculosa com altas concentracdes de nitrogénio amoniacal.
O aumento de nitrogénio nas plantas sob presenca de aluminio e nutridas com NH} pode ser
decorrente da maior atividade de aminacdo da GDH junto a agdo da GS e consequente aumento
nos teores de aminoécidos (TANG et al., 2021).

Quanto aos teores de aminoacidos e proteinas, 0 aumento desses compostos
nitrogenados decorrente de maiores concentracdes de NH; na solucdo nutritiva foi melhor
percebida nas raizes Z. tuberculosa (FIGURA 14b,d). Ja na presenca do aluminio, os teores de
aminoéacidos e proteinas variaram a depender da concentracdo de aluminio presente na solucéo
nutritiva. Em plantas submetidas a altos niveis de NHZ, uma das suas estratégias para evitar a
toxicidade causada por esse cation é a elevacdo na atividade de GS e GDH, afim de incorpora-
lo rapidamente a amino&cidos e evitar seus efeitos deletérios, aumentando assim 0s compostos
nitrogenados dentro da planta (CRUZ et al., 2006; BITTSANSZKY et al., 2015). Alguns
estudos também apontam o aumento de aminodcidos livres em plantas sob estresse, mitigando
0 estresse oxidativo (KHAN et al., 2020; YANG et al., 2023). Todavia, no presente estudo, 0s
tratamentos que apresentaram maior peroxidacdo lipidica também apresentaram alto teor de
aminoacidos.

O aluminio alterou diferentemente a absor¢do de NO3 em Z. tuberculosa nas diferentes
proporcdes de NO3 /NHF (FIGURA 13a,b). Como reportado na literatura, o aluminio pode
atuar de forma sinérgica ou inibitdria na absorcédo de NO3; (DURIEUX et al., 1993; RUFTY et
al.,, 1995; BURNHAM et al.,, 2017). Em altas concentra¢cbes o aluminio pode interagir
diretamente com transportadores de NO3 inibindo a absorcdo desse anion (ZHAO; SHEN,

2018). Os resultados aqui obtidos indicam que o uso de diferentes fontes de nitrogénio pode
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mitigar os efeitos deletérios do aluminio sobre a absorc¢do de nitrogénio na forma de NO3 pelas
raizes de Z. tuberculosa.

Quanto ao NH}, esse precisa ser rapidamente incorporado a moléculas organicas para
evitar seus efeitos toxicos a planta (CRUZ et al., 2006). Logo, 0 expressivo aumento dessa
molécula em folhas de Z. tuberculosa fertilizadas com 0/100 NO3 /NH} (FIGURA 13c) pode
ser devido ao aumento da fotorrespiracdo, como também observado por Lemos et al. (1999) em
trabalho com seringueira, ou mesmo como resultado do catabolismo de compostos nitrogenados
como resposta ao efeito toxico dessa fonte de nitrogénio. Essa toxidez é evidenciada pela
elevada peroxidacao lipidica e menor crescimento desses individuos.

A presenca do aluminio agravou o acimulo de NHZ nas folhas das plantas sob essa
forma de nitrogénio, porém esse aumento poed ser resultado da maior translocagdo de aluminio
para as folhas de Z. tuberculosa. A elevacdo no teor de NH} nas folhas dessa espécie sob efeito
do aluminio pode ser devido a um aumento na fotorrespiracdo, uma vez que, esse metal pode
reduzir a condutancia estomatica e isso pode gerar uma menor concentracdo de CO2 no interior
das células vegetais levando a uma maior atividade oxigenase da Rubisco (BANHOS et al.,
2016; EISENHUT et al., 2017; GAVASSI et al., 2021).

O baixo teor de NH; nas raizes de Z. tuberculosa nas proporcdes de 100/0, 75/25 e
50/50 demonstra que a atividade da GS foi eficiente em assimilar em aminoacido os baixos
teores absorvidos de NH, evitando seu acimulo nos tecidos radicular (FIGURA 13d). Essa
hipbtese é reforcada pela maior demanda de GS nos tratamentos com maior concentracao de
NH} na solucédo nutritiva (FIGURA 15d). A elevada sintese e atividade da GS em raizes é
apontada como uma das principais caracteristicas para a tolerancia ao excesso de NH} em
plantas (ZHOU et al., 2021). A diminuicéo nos teores de NH; nas plantas nutridas apenas com
essa molécula como fonte de nitrogénio e exposta ao aluminio, ndo parece ser devido ao efeito
inibitorio desse metal sobre absor¢do do NHS (ZHAO; SHEN; SUN, 2009; CHEN et al., 2010).
Mas resultado de sua maior assimilagdo pela atividade concomitante da GS e GDH observados
nesses tratamentos.

As diferentes proporcoes de NO3 e NH utilizada nesse trabalho, resultou em diferentes
padrdes de atividade da NR (FIGURA a,b). A maior atividade da NR na auséncia do aluminio
ocorreu sob as proporc¢des de 100/0 e 50/50 tanto em folhas, como em raizes de Z. tuberculosa.
O NHJ pode atuar como um regulador negativo dos niveis de NR em plantas (KIM et al., 2018).
Porém, a inibicdo da atividade da NR pelo NHS s6 parece acontecer na proporcdo 75/25,

enquanto nas proporgdes de 25/75 e 0/100 a menor atividade dessa enzima provavelmente esta
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relacionada a baixa disponibilidade de seu substrato (ROUBY et al., 2002; KONISHI e
YANAGISAWA, 2011).

O efeito inibitorio do aluminio na atividade da NR nas folhas de Z. tuberculosa sob
75/25, 50/50 e 0/100 foi condizente com o resultado de outros trabalhos (CUPERTINO et al.,
2016; SANTOS et al. 2016). Esses dados indicam que o efeito deletério do aluminio sobre essa
enzima ndo se baseia apenas na diminuicdo da absorcdo de NO3 pela planta como o observado
por Ferrario et al. (1995), mas esse elemento parece interagir diretamente com essa enzima
(CAMBRAIA et al. 1989). Uma vez que nessas mesmas propor¢des ndo houve diferenca
significativa nos teores de NO3 entre as diferentes concentra¢Ges de aluminio sob 50/50 e 0/100
e houve aumento no teor de NO3 no tratamento com 600 uM de Al aluminio na proporcao de
75/25. Por outro lado, 0 aumento na atividade da NR nas folhas dessa espécie quando nutridas
com 25/75 sob a concentracdo de 1200 uM Al, pode indicar que alguns produtos do processo
assimilatorio do nitrogénio possa modificar a resposta dessa espécie a exposicao ao aluminio.
Estudos ja demonstraram um efeito positivo do NH; sobre a atividade da NR, indicando que a
propor¢do de NO3 /NH} pode estar mais envolvida no efeito do NH; sobre a atividade dessa
enzima (ASLAM et al., 1997; BUNGARD et al., 1999; KIM et al., 2016).

O efeito positivo do aluminio sobre a atividade da GS j& foi reportado na literatura e
esta relacionada a atuacdo do AI®* complexado se ligando & essa proteina e aumentando sua
atividade de forma semelhante ao magnésio (KERTESZ et al., 2002). A maior atividade da GS
em Z. tuberculosa parece ser um importante fator para a tolerancia em plantas estressadas por
aluminio, reassimilando rapidamente o NH; gerado pelo estresse (FIGURA 15c¢,d) (SILVEIRA
et al., 2003; TEIXEIRA e FIDALGO, 2009). Ademais, as diferentes isoformas da GS passam
por diversas alteracbes em suas atividades a depender do 6rgdo e das fontes de nitrogénio
utilizadas (BHAKTI e ESPEN, 2015).

Sob alta disponibilidade de NH}, a GDH pode atuar em algumas plantas na via de
aminacdo, juntamente com GS, incorporando NH; em a-cetoglutarato formando glutamato
(VEGA-MAS et al., 2019; TANG et al., 2021). Quanto ao aumento da GOGAT, esse parece
ser resultado da maior demanda pela acdo dessa enzima afim de metabolizar a glutamina
produzida pela alta disponibilidade de NH} e elevada atividade da GS. O aumento na atividade
da GOGAT e GDH tanto em folhas quanto nas raizes de Z. tuberculosa quando expostas a
diferentes proporcdes de NO3/NH; e ao aluminio (FIGURA 16), pode ser devido a alta
demanda dessa planta por glutamato, uma vez que esse aminoacido e seus derivados sdo mais

dindmicos em resposta a condigdes adversas para a planta (YANG et al., 2020).
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Com relagdo a sintese das clorofilas, o fornecimento de NH} levou a um maior acimulo
de clorofila a e b, quando comparado ao fornecimento isolado de NO3 as plantas de Z.
tuberculosa (FIGURA 17b,c). Esses resultados contrariam o que € postulado na literatura que
traz 0 NO3 como um regulador positivo da sintese desses pigmentos fotossintéticos, afetando
diretamente a sintese dos seus precursores (WEN et al., 2020). E indica que ndo o NO3, mas 0s
produtos de sua assimilacdo que podem estar envolvidos com a sinalizacdo da biossintese
desses pigmentos em Z. tuberculosa. Vale ressaltar que o glutamato é um importante
aminoacido precursor das clorofilas (CHIKARAISHI et al. 2005). Sendo assim, a elevada
concentracdo de aminoacidos, bem como a alta atividade da GOGAT e GDH, nos tratamentos
com elevada concentracdo de NH; sédo indicios que esses metabolitos estejam relacionados ao
aumento no teor de clorofila.

Para algumas espécies, os efeitos deletérios do aluminio sobre o metabolismo do
carbono estdo associados a diminui¢do da condutancia estomatica devido a alteragdes que esse
metal gera nos vasos condutores nas raizes das plantas (BANHOS et al., 2016). Enguanto, em
outras espécies o acumulo de carboidratos € relacionado a seu mecanismo de resisténcia
(CARCAMO-FINCHEIRA et al., 2023). Em Z. tuberculosa, a producdo de pigmentos
fotossintéticos foi afetada positivamente na presenca do aluminio para a maioria das proporcdes
de NO3 /NHJ utilizadas, com excecdo dos carotenoides sob 0/100 e da clorofila b sob 50/50
(FIGURA 17).

Quanto aos menores teores de carboidratos em folhas e raizes de plantas jovens de Z.
tuberculosa fertilizadas com maiores proporcdes de NO3 reforca a acdo deletéria dessa fonte
de nitrogénio sobre as enzimas do metabolismo do carbono (FIGURA 18) (SCHLUTER et al.,
2012). A fertilizagdo nitrogenada tendo a ureia como fonte de nitrogénio levou a alteragfes na
sintese, metabolismo e nas propriedades fisico-quimicas do amido em milheto ndo cerosos,
regulando positivamente genes que atuam na sintese de amido (WANG et al., 2024). Isso indica
que as diferentes propor¢des de NO3 /NHZ podem modular as vias de sintese de amido em Z.
tuberculosa.

Maiores concentracdes de NH; na solucdo nutritiva levaram a maiores teores de prolina
nas raizes de Z. tuberculosa independente da exposi¢do ao aluminio (Figura 19 a,b). Porém,
sob a presenca desse metal, os teores de prolina foram ainda maiores. Ja nas folhas dessa
espécie, mudancas efetivas no acimulo de prolina s6 ocorreu nas proporc¢des de 100/0 e 25/75
NO3 /NHJ, onde na primeira houve diminuicdo dessa molécula. Nas plantas submetidas a

condicBes de estresse abiotico, a prolina pode atuar como forte antioxidante fortalecendo o
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sistema antioxidante ndo enzimético (SILVA e MATOS, 2016; MALIK et al., 2021). A prolina,
assim como outros osmélitos, podem mitigar, direta ou indiretamente, os efeitos adversos do
estresse oxidativo eliminando espécies reativas de oxigénio elevando o teor de compostos
bioativos antioxidantes ou induzindo atividades enzimaticas antioxidantes (EJAZ et al., 2020).
Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram que o aumento no teor de prolina néo foi
suficiente para mitigar a peroxidagao lipidica em Z. tuberculosa.

O fornecimento de NH a Z. tuberculosa levou a maiores danos oxidativos observados
pelo aumento na peroxidacdo lipidica a partir da proporcdo 50/50, principalmente nas raizes
dessa espécie, apesar da elevada atividade das enzimas do sistema antioxidante aqui estudadas
(FIGURA 19¢,f). Esses resultados indicam que a nutricdo com NHZ levou a demasiada
producdo de EROs em Z. tuberculosa, ndo sendo suficiente 0 aumento na atividade das enzimas
do sistema antioxidante para manter a homeostase redox, indicando que essa espécie ndo se
configura como tendo preferéncia por essa fonte de nitrogénio (PODGORSKA; SZAL, 2014).

O fornecimento do NH; como fonte Unica de nitrogénio pode elevar a producdo de
anions superoxido e H2O; e, consequentemente, o acimulo de MDA nas plantas através da
diminuicdo na eficiéncia fotossintética devido ao baixo desempenho da cadeia transportadora
de elétrons no cloroplasto, resultando em excesso de energia luminosa (CHEN et al., 2023). A
menor peroxidacao lipidica nas raizes das plantas sob elevado nivel de NO3 na auséncia de
aluminio na solucdo nutritiva pode estar relacionada a fungdo protetora que essa molécula
confere as plantas (FIGURA 19f) (WEN et al., 2020). Uma via possivel da acdo do NO3 na
defesa antioxidante das plantas pode ser por meio da producao de 6xido nitrico induzida pela
atividade da NR, uma molécula apontada como reguladora positiva do sistema antioxidante das
plantas, inclusive quando essas sdo expostas ao aluminio (SUN et al., 2014; WANG et al.,
2017; ZHANG et al., 2019a).

A presenca do aluminio na solugdo nutritiva com alto nivel de NH elevou o teor de
H>O, tanto na raiz quanto na parte aérea (FIGURA 19c,d). Enquanto nas folhas, sob
fornecimento de NO3 como fonte Unica de nitrogénio a concentragio de 600 uM AI®* reduziu
a producdo de H20,. As maiores producdes de H>O foi observada nas raizes de Z. tuberculosa,
tanto sob contaminacdo com aluminio quanto pelo aumento na proporgéo de NH; sobre NO3.
Esse resultado demonstra que o sistema antioxidante na espécie em estudo € primeiramente
ativado na raiz, uma vez que esses 0rgaos sdo 0s primeiros a entrar em contato com os fatores
estressores presente no solo. Ja é conhecido que a raiz € o 6rgdo vegetal mais afetado pelo

aluminio e uma das formas deletérias desse metal sobre a raiz € por meio da elevacdo de EROs



74

na zona de transi¢do do apice radicular, afetando o alongamento desse 6rgao (JIANG et al.,
2023).

E reportado na literatura que o fornecimento de NH; as plantas pode ajudar na
homeostase redox através da ativacdo da defesa sistémica da planta, aumentando a atividade
das enzimas do sistema antioxidante (ZENG et al., 2021; DUAN et al., 2023). De fato, maiores
niveis de NHS na solucdo nutritiva levaram ao aumento na atividade da SOD nas raizes e da
APX nas folhas de Z. tuberculosa (FIGURA 20b, e). Por outro lado, sob maiores concentragdes
de NHJ, a atividade da SOD e CAT diminuiram nas folhas dessa espécie (FIGURA 20a, c). De
forma geral, o aluminio atuou como antagdnico ou benéfico sobre a atividade das enzimas
antioxidantes nas diferentes propor¢cdes NO3/NHj. Outras enzimas sdo apontadas com
responsaveis pela defesa antioxidante em plantas expostas ao aluminio, como é o caso da
glutationa S-transferase, a qual sua expressdo foi superior a da SOD e a peroxidase nao
dependente da glutationa em plantas de linho (DMITRIEV et al., 216). Diante desses resultados
é importante considerar que além das EROs, as plantas também produzem espécies reativas de
nitrogénio, carbonila e enxofre quando estdo expostas a estressores (ZHOU et al., 2022),
podendo esse também ser o caso de Z. tuberculosa sob exposicdo ao aluminio e alto teor de
NH} .

O aumento nas concentracdes de NHZ na solucdo nutritiva elevou os teores de fosforo
nas raizes de Z. tuberculosa quando ndo exposta ao aluminio e, nessas condi¢cdes essa espécie
também acumulou maiores concentracdes de nitrogénio (FIGURA 21d). O NH pode aumentar
a absorcdo do fésforo aumentando o comprimento, nimero e area de superficie da raiz da
planta. Esse cation também é capaz de manter a homeostase interna do fésforo por meio da
regulacao de genes envolvidos na captacao, transporte e equilibrio interno desse nutriente (ZHU
et al., 2022). Uma maior suplementacéo de nitrogénio ativa a absorcao de fésforo quando esse
se encontra em baixas concentracdes, indicando que as plantas priorizam a aquisi¢do de
nitrogénio em detrimento de fosforo (KUMAR; KUMAR; MOHAPATRA, 2021). Isso indica
que a maior absorcéo de fésforo pelas plantas fertilizadas com alto teor NH; esteja relacionado
a alta absorcéo de nitrogénio das mesmas.

J& é bem conhecido os efeitos deletérios do aluminio sobre a absorcao de fosforo pelas
plantas e seus danos sobre o metabolismo vegetal (CHEN; LIAO, 2016; QU et al., 2020;
KARIMAEI; POOZESH; REZAEI, 2022; FENG et al., 2023), efeito também observado nesse
estudo. Plantas jovens de Z. tuberculosa expostas ao aluminio acumularam menores teores de
fosforo em suas folhas e raizes sob todas as fontes de nitrogénio utilizadas (FIGURA 21c, d).

O aluminio pode reduzir a disponibilidade do fosforo por precipitagdo ou adsor¢do ainda na
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rizosfera (SOUZA, 1991; WANG et al., 2019; WAN et al., 2020). Porém, os estudos
relacionado aluminio e fésforo indicam que a eficiéncia do uso de fosforo pelas plantas esta
mais intimamente relacionada ao efeito desse nutriente na toxicidade do aluminio (CHEN et al.
2012).

Quanto ao aluminio, ndo houve diferenca nos teores desse elemento nas raizes das
plantas que receberam NO3 ou NH; como fonte Unica de nitrogénio entre as plantas expostas
ou ndo ao aluminio. Enquanto, nas folhas o teor de aluminio aumentou nas plantas sob fontes
isoladas de nitrogénio (FIGURA 21a, b). Esses resultados indicam que, plantas fertilizadas com
fontes Unicas de nitrogénio como NO3 ou NHJ, tem seus mecanismos de tolerancia
modificados, diminuindo a absorc¢do do aluminio, mas transportando maiores teores desse metal
para a parte aérea (BRUNNER; SPERISEN, 2013).

O NO3 pode atuar diminuindo a absorcdo do aluminio pelas plantas através da maior
liberacdo de acidos organicos pelas raizes ou alcalinizacdo da rizosfera (FANG et al., 2016;
WANG et al., 2023). Enquanto o NHj aumenta a resisténcia ao aluminio por meio de
competicdo, diminuindo a adsorcdo desse metal a parede celular (ZHAO; SHEN; SUN, 2009;
CHEN et al., 2010). O fornecimento isolado de NO3 ou NH7 a mudas de Z. tuberculosa pode
ter otimizados essas estratégias na planta, enquanto ao fornecer essas duas fontes em conjunto
0s sinais que desencadeiam essas estratégias nao foram ativados.

Os maiores teores de aluminio foram observados nas raizes de plantas que receberam
fontes mistas de nitrogénio, porém houve menor translocacéo desse metal para folhas, uma vez
que ndo houve diferenca estatistica entre os valores de aluminio acumulado nas folhas das
plantas nessa condicdo nutricional e expostas a esse metal quando comparado as nao expostas
(FIGURA 21a, b). A menor absor¢do de aluminio pelas plantas nutridas com fontes Unicas de
nitrogénio pode ter resultado em menores danos a condutancia estomatica. Uma vez que a via
de transporte desse metal para partes superiores das plantas é via xilema, uma maior
condutancia estomatica pode ter levado a maior translocacdo de aluminio (BANHOS et al.,
2016).

6. CONCLUSAO

Em Z. tuberculosa, a baixa disponibilidade de nitrogénio levou a uma maior atividade
de enzimas antioxidantes, acimulo de carboidratos nédo estruturais e elevado quenching nao
fotoquimico. As alteracBGes desses parametros levaram a menor producdo de biomassa nas
plantas e menor razao raiz/parte aérea. Por outro lado, as concentragdes utilizadas nesse estudo

a partir de 8 mM N-NO3, o metabolismo do nitrogénio e carbono tiveram uma maior atividade
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e em consequéncia as plantas apresentaram uma melhor distribuig&o do crescimento entre parte
aérea e raiz (FIGURA 21). Portanto, os resultados desse estudo demonstram que 10 mM N-
NO3 seria uma concentragdo ideal para o crescimento de plantas jovens de Z. tuberculosa.

FIGURA 21 — Esquema grafico representando uma visao geral dos resultados do experimento 1. A
direcdo apontada pelas setas representa o sentido em que houve aumento nos valores
observados por cada variavel apresentado no esquema. Chl a — clorofila a; Fm’ —
Fluorescéncia maxima da clorofila a; Fv’/Fm’ — eficiéncia quantica do fotossistema II;
gH* - taxa de fluxo de prdtons que passam através da ATP sintase e ETR - taxa de
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O fornecimento de NO3 e NH} na proporcdo 50/50, de forma geral, manteve estavel o
metabolismo de nitrogénio, carbono e antioxidante das plantas jovens de Z. tuberculosa,
refletindo na manutencdo dos seus parametros de crescimento mesmo sob a presenca de
aluminio. Apesar do aumento no acumulo de nitrogénio nas raizes de plantas expostas ao
aluminio e nutridas com a proporgdo de 50/50 NO3 /NHJ, esse metal parece néo ser essencial
ao desenvolvimento de Z. tuberculosa. Uma vez que, a adi¢ao de aluminio na solucéo nutritiva,

de modo geral, ndo levou a aumento nos parametros biométricos nas plantas (FIGURA 22).
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FIGURA 22 — Esquema grafico com uma viséo dos efeitos do aluminio sobre a atividade das enzimas
da assimilacdo do nitrogénio em Z. tuberculosa.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foi observado o padréo de acdo das enzimas envolvidas no metabolismo
do nitrogénio em Z. tuberculosa, bem como a interacdo dessas enzimas com o aluminio
disponivel narizosfera. Assim, pudemos perceber que a presenca do aluminio na rizosfera afeta
a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio. Essas informacdes séo de
extrema relevancia para a elucidacdo do metabolismo do nitrogénio em plantas nativas de
ambientes diversos, levantando novas questfes que podem guiar outros estudos nessa area.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais o aluminio
interage com os metabolismos do nitrogénio, carbono e antioxidante em Z. tuberculosa. Nesse
trabalho, sob todas as propor¢6es de NO3 /NHZ houve acimulo de aluminio nas raizes de Z.
tuberculosa superior a 1000 mg-Kg™, o que poderia levar a classificagio dessa espécie como
acumuladora de aluminio utilizando a estratégia de tolerancia interna a esse metal. Porém, para
chegar a essa conclusdo seria necessario fazer histolocalizagdo do aluminio no tecido vegetal
para validar essa hipotese. Avaliar a exsudacdo de &cidos organicos pelas raizes dessa planta
também poderia ser uma ferramenta importante para elucidar os mecanismos utilizados pela
espeécie para diminuir os danos causados por esse metal.

Conhecer melhor as plantas nativas com capacidade para absorver e acumular o

aluminio do solo é fundamental para diminuir os niveis desse elemento no solo e possibilitar,
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posteriormente, o desenvolvimento de espécies sensiveis a esse metal. Com esse estudo foram
obtidos resultados relevantes sobre os efeitos da interagéo entre nutri¢do nitrogenada e presenca
de aluminio no solo sobre o crescimento de Z. tuberculosa, podendo ser mais exploradas em
outras espécies potencialmente relevantes nesse contexto. Essas informacgdes possibilitam
tracar melhores estratégias para a conservacao da flora, melhorando a elaboracéo de projetos
de reflorestamento de areas degradadas. Bem como fornece conhecimento basico para a melhor
utilizacdo dos recursos em relacdo a adubacdo e as tomadas de decisdes para contornar as
limitacGes impostas pelo ambiente, como € o caso da elevada concentragdo de aluminio em

regides de solos &cidos.
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APENDICE

APENDICE A: Tabela de concentracdes das soluces estoque utilizadas para o preparo das
solugdes nutritivas referentes ao experimento 1.

Concentragdes N-NOj3

Solugdes estoques >mM 2mM 8mM 12mM 16mM

(mL/L) (mL/L) (mL/L) (mL/L) (mL/L)

KH2PO4 (1M) 1 1 1 1 1

Ca (NO3)2.4H20 (1M) 1 2 2 3 4

K2S04 (0,25M) 4 5,82 0 0 0

MgSO4.7H20 (1M) 1,36 18 2,52 2,52 3,7
FeCl36H20/Na,EDTA 2,924 2,924 2,924 2,924 2,924

(9mM)

H3BO; (64mM) 1 1 1 1 1

MnSO4.H,0 (9mM) 1 1 1 1 1

ZnS04.7H20 1 1 1 1 1

(9,20mM)
CuS04.5H20 (9,45m 1 1 1 1 1
M)
Na:Mo003.2H20 (85% 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

MoO:s3) (0,30mM)

CaSOs (0,25M) 5,5 2 5 5 0

KNO3 (1M) 0 0 4 6 8
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APENDICE B: Tabela das proporgces NO3/NH; utilizadas para o preparo das solucdes nutritivas do experimento 2. SNC — solu¢ao nutritiva

completa.
Proporgdes NO3/NH,
Solugdes estoque ¢ 100/0 75/25 50/50 25/75 0/100
0Al 600AI 1200A1 OAI 600AI 1200AI OAl 600AlI 1200A1 OAI 600AI 1200A1 OAl 600Al 1200Al
KH2PO4 (1 M) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ca (NO3|3/|2')4H20 T 7 5 5 5 33 8 38,5 o5 95 11 11 11 0 0 0
NHsNOs (2 M) 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K2S04 (0,25 M) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
MgSO47H.O (1 M) 1,2 12 1,2 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 1.2 1,2
(NH4)2S04 (1 M) 18 0 0 0 11 11 11 25 25 25 38 38 3,8 5 5 5
FeCls6H0/Na;EDTA 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 2.9
(9 mM)

H3BOs (64 mM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
MnSOsH.O0 O mM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ZnS0.7H0 (920 4 1 11 1 11 1 11 1 11 1

mM)
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CuS04.5H20 (9,45 m

M) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
NazMo004.2H.0 (85%
MoOs) (0,30 mM) 1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
CaSOq4 (0,25M) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 8 8
Al2(S04)3 0 0 0,3 0,6 0 0,3 0,6 0 0,3 0,6 0 0,3 0,6 0 0,3 0,6




