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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do nitrato (NO3’), aménio (NH4") e
auséncia de N nas trocas gasosas, na fotorrespiragao, nas enzimas do metabolismo
do nitrogénio e antioxidativo e na quantificagdo de aminodcidos encontrados na
seiva do xilema de plantas jovens de seringueira cultivadas em condi¢cdes normais
(sem estresse) e sob diferentes condi¢des de disponibilidade de agua e de oxigénio
no substrato. Dois experimentos foram instalados. No primeiro, as plantas foram
cultivadas com N na concentra¢do de 8mM, nas seguintes propor¢des NO3/NH,™:
8/0, 0/8 e 0/0 em solugdo nutritiva de Bolle-Jones. Apos sete meses de cultivo
nessas condigdes, avaliagdes de variaveis associadas ao processo fotossintético
(trocas gasosas, fotorrespiracdo, fluorescéncia da clorofila a e curva A/Cc) e a
quantificacdo das enzimas SOD, CAT e APX foram realizadas. No segundo
experimento, para simulagdo da baixa disponibilidade de agua (BDA) e de
oxigénio (BDO) no substrato, foram estabelecidos os seguintes tratamentos:
plantas cultivadas na presen¢a de NOjs™irrigadas a 10% e 100% da capacidade de
campo (CC)e alagadas, através da submersdo das raizes, com uma lamina d’agua
de 4cm acima da superficie da areia; plantas cultivadas na presenga NH4" irrigadas
a 10% e 100% da CC e alagadas; e plantas cultivadas na auséncia de N irrigadas
4 10% e 100% da CC e alagadas. Apos 7, 14 e 21 dias da indug¢@o dos tratamentos,
foram feitas as medidas de trocas gasosas, ¢ a quantificacdo da atividade das
enzimas GS/NADH-GOGAT/GDH e SOD/CAT/APX em folha e raiz, bem como
a quantificacdo de aminoacidos presentes na seiva do xilema. Os resultados
mostraram que o cultivo das plantas na presenca de N foi efetivo em aumentar os
processos de defesa contra a fotoinibi¢do, o que pode atenuar o estresse oxidativo
oriundo do excesso de energia. O cultivo com NH4" favoreceu o processo
fotorrespiratdrio em plantas de seringueira, acarretando em diminuicao das taxas
de assimila¢do de carbono quando comparadas as cultivadas com NOs". Além
disso, no segundo experimento, os parametros de trocas gasosas (4, gs e E) foram
fortemente diminuidos a partir do segundo dia de avaliagdo nas plantas sob déficit
hidrico. As atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT nas folhas também
foram diminuidas nesse periodo, exatamente quando se observa o aumento da
produ¢do de GABA nas plantas sob estresse, principalmente naquelas cultivadas
na presen¢a de NH4" e auséncia de N sob deficiéncia de O, e no tltimo periodo
avaliado (21 dias), em todas as plantas sob déficit hidrico. O acumulo do GABA
ocorreu nas condi¢des dos estresses hidrico e gasoso severos em plantas jovens
de seringueira.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, metabolismo do nitrogénio, fotorrespiragio,
enzimas antioxidantes, GABA, estresse hidrico.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of nitrate (NO3"), ammonium
(NH4") and N absence in gas exchange, in the photorespiration, in the enzymes of
nitrogen and antioxidant metabolisms and quantification of amino acids found in
the xylem sap of young rubber plants grown under normal conditions (no stress)
and under different conditions of availability of water and oxygen in the substrate.
Two experiments were conducted. In the first one, the plants were grown with N
at 8 mM concentration, in the following proportions NOs/NH4": 8/0, 0/8 and 0/0
in nutrient solution Bolle-Jones. After seven months, reviews of variables
associated with the photosynthetic process (gas exchange, photorespiration,
chlorophyll a fluorescence and curve A/Cc) and quantified of SOD, CAT and
APX enzymes were performed. In the second experiment, for simulation of low
water availability (LWA) and low oxygen availability (LOA) on the substrate, the
following treatments were established: plants grown in the presence of NOs
irrigated to 10% and 100% of available water capacity in the substrate, and
flooded by submerging the roots with a depth of 4cm water above the surface of
the sand; grown in the presence of NH4" irrigated at 10% and 100% of available
water capacity in the substrate and flooded plants, and plants grown in the absence
of N irrigated at 10% and 100% of available water capacity in the substrate and
flooded. After 7, 14 and 21 days of treatment induction, gas exchange
measurements, and quantified the activity of GS/NADH-GOGAT/ GDH and
SOD/CAT/APX enzymes in leaf and root were made, as well as quantification of
amino acids in the xylem sap. The results showed that the cultivation of plants in
the presence of N was effective in increasing the processes of defense against
photoinhibition, which may attenuate oxidative stress originating from the excess
energy. Farming with NH4* favored photorespiration rubber plants, resulting in
decreased rates of carbon assimilation when compared to those grown with NOs
.Moreover, in the second experiment, gas exchange parameters (A, gs and E)were
strongly decreased from the second day of evaluation in plants under water deficit
and the activities of antioxidant enzymes (SOD and CAT) in leaves were also
decreased in this period, just as we observe the increased production of GABA in
these plants under stress, especially those grown in the presence of NH4" and
absence of N under O» deficiency and at the last evaluation period (21 days) in all
plants under water deficit. The accumulation of GABA occurred in conditions of
severe water and gaseous stress in young rubber plants.

Keywords: Hevea brasiliensis, nitrogen metabolism, photorespiration,
antioxidant enzymes, GABA, water stress.



LISTA DE SIGLAS

o Inclinag@o inicial da cinética rapida da fluorescéncia

a-KG a-cetoglutarato

A Taxa de assimila¢ao liquida de CO»

AA Aminoacidos

Ac Limitacdes impostas pela atividade da Rubisco

Aj Limitacdes impostas pela taxa de transporte de elétrons

ALA Alanina

AG Asparaginase

Ap Limitagdes impostas pela utilizagdo das trioses fosfato

APX Ascorbato peroxidase

ARG Arginina

ASX Asparagina + Aspartato

AT Aminotransferases

ATP Adenosina Trifostato

A/Cc Curvas de resposta da fotossintese liquida a concentragao de CO2 no
sitio de carboxilacdo

BDA Baixa disponibilidade de agua

BDO Baixa disponibilidade de oxigénio

C Carbono

Ca Concentragdo inicial de CO; na camara

CAT Catalase

Ce Concentracdo interna de CO» no cloroplasto

CcC Capacidade de campo

Ci Concentracdo intercelular de CO»

CO; Didxido de carbono

CRF Cinética rapida da fluorescéncia

DFFFA Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
DTT Ditiotreitol

E Taxa Transpiratoria

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

ETR Taxa de transporte de elétrons

ETRmax Taxa maxima de transporte de elétrons
FR Fotorrespiragdo

FSI Fotossistema I

FSII Fotossistema II

Fv/Fm Eficiéncia fotoquimica potencial do FSII

GABA Acido y- aminobutirico
GAD Glutamato descarboxilase



GDH
GHA
GLU
GLX
Gm
GOGAT
GS

Gs
H,O
H202
HPLC
H>SOy4
Ik

J max

K.
Ko

NAD*
NADH
NADP*
NaOH
NBT
NH,*
NO
NO5
NPQ

lO2
(00
OH*
OPA
POX
PVPP
R
Rc

Rd
RN
RNi
Rubisco

Qp

Glutamato desidrogenase

Quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato

Glutamato

Glutamina + Glutamato

Condutancia mesofilica

Glutamato Sintase

Glutamina Sintetase

Condutancia Estomatica

Agua

Peréxido de Hidrogénio

Cromatografia liquida de alto desempenho

Acido sulfirico

Irradiancia minima de saturagao

Taxa de transporte elétrons

Velocidade maxima de transporte de elétrons
Constante cinética da reacdo de carboxilacdo da Rubisco
Constante cinética da reag¢do de oxigenacdo da Rubisco
Nitrogénio

Dinucledtideo de nicotinamida e adenina (forma oxidada)
Dinucledtideo de nicotinamida e adenina (forma reduzida)
Dinucledtideo de nicotinamida e adenina fosfato (forma oxidada)
Hidréxido de sédio

Azul de nitrotetrazdlio

Amonio

Oxido nitrico

Nitrato

Coeficiente de extingdo ndo fotoquimico

Pressdo parcial de O no cloroplasto

Oxigénio

Oxigénio singleto

Radical superoxido

Radical hidroxila

orto-ftaldialdeido

Peroxidase

Polivilpolipirrolidona

Respirag¢ao mitocondrial

Taxa de respiracdo mitocondrial na luz

Respiracdo medida no escuro

Redutase do Nitrato

Redutase do Nitrito

Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
Coeficiente de extingdo fotoquimico



qPii16
SER
SOD
TCA
TPU
UFLA
chax
VOmaX

1"*

Coeficiente de extingdo fotoquimico a 1116 umol fotons m?2s™!
Serina

Superdxido dismutase

Ciclo dos acidos tricarboxilicos

Utilizagao da triose fosfato

Universidade Federal de Lavras

Velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco

Velocidade maxima de oxigenagdo

Taxa de oxigenagio da Rubisco

Relagdo entre as taxas de carboxilagdo e oxigenagdo da Rubisco
Ponto de compensagao fotorrespiratorio



Figura 1

LISTADE FIGURAS

O amdnio (NH4") pode ser originado da absor¢ao direta, da redugio do
nitrato, da fotorrespiracdo, da fixagcdo biologica do N», da quebra da
ureia e por meio da atividade da asparaginase. A assimilac¢do se da pela
via GS/GOGAT e pela rota alternativa através da GDH. Abreviaturas:
RN-Redutase do Nitrato; RNi-Redutase do Nitrito; GS- Glutamina
Sintetase; GOGAT- Glutamato sintase; GDH-  Glutamato
desidrogenase; AT- Aminotransferases; AA- Aminoacidos; FR-
Fotorrespira¢do; AG- Asparaginase; a-KG- a-cetoglutarato (Autoria:
Professor Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA). .......ccccoevveennennnee. 24

CAPITULO I

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Taxa assimilatéria liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs),
taxa transpiratéria (E) e concentracdo intracelular de CO; (Ci) de
plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de nitrato (NO3),
amoénio (NH4") e na auséncia de N (0 N). Barras representam média +
desvio padrao de seis repeti¢des. Médias seguidas por letras diferentes
representa diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de
SCOtE-KINOTE. ..ttt 53

Taxa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extingdo ndo
fotoquimico (NPQ) de plantas jovens de seringueira cultivadas na
presenga de nitrato (NOs"), amo6nio (NH4") e na auséncia de N (0 N).
Barras representam média + desvio padrio de seis repeti¢des. ........ 54

Taxa fotossintética (A) em fungdo da concentragio interna de CO; no
cloroplasto (Cc) de plantas jovens de seringueira cultivadas na
presencga de Nitrato € AMONIO. .....c.evvevvirierereeieieiereneneee e 56

Fotorrespira¢do em folhas de plantas jovens de seringueira cultivadas
na presenca de nitrato (NOs’), amonio (NH4) e na auséncia de N (0
N). Barras representam média + desvio padrido de seis repeticdes.
Medias seguidas por letras diferentes representa diferenca significativa
ao nivel de p<0,05, pelo teste de Scott-Knott. ........cccoeeeecierveneenncne 57

Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX em folhas de
plantas jovens de seringueira cultivadas na presenga de nitrato (NO3),
aménio (NH4") e na auséncia de N (0 N). Barras representam média +
desvio padrao de seis repeti¢des. Medias seguidas por letras diferentes



representa diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de
SCO-KNOLE. ..ottt 58

CAPITULO I

Figura 1  Taxa assimilatéria liquida de CO, (A, pmol CO, m? s) de plantas
jovens de seringueira cultivadas na presen¢a de NOs, NHs™ e na
auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo (CC),
baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apos a indugdo do
estresse.Barras representas média + desvio padrio de quatro repetigdes

Figura2 Condutancia estomatica (gs) (A) e taxa transpiratéria (E) (B) de plantas
jovens de seringueira cultivadas na presen¢a de NOs, NH4s" ¢ na
auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo (CC),
baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apos a indugdo do
estresse. Barras representas média + desvio padrio de quatro
TEPCLICOGS .veveenvienteenteeetesitestee st eteentesetesteeseenseenseeseesaeesseenseensesseensean 82

Figura 3 Atividades das enzimas glutamina sintetase (GS) (A) e glutamato
desidrogenase (GDH) (B) em folhas de plantas jovens de seringueira
cultivadas na presenga de NOs', NH4" e na auséncia de N em trés
condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade
de 4gua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados
aos 7, 14 e 21 dias apos a inducdo do estresse. Barras representas
média + desvio padrdo de quatro repetigoes .........ovvvvvervrerreerreeenennenn 83

Figura4 Atividades das enzimas glutamina sintetase (GS) (A), glutamato sintase
(NADH-GOGAT) (B) e glutamato desidrogenase (GDH) (C) em
raizes de plantas jovens de seringueira cultivadas na presen¢a de NO3~
, NH4" e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de
campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apos
a inducglo do estresse. Barras representas média + desvio padrdo de
QUALTO TEPETIGOCS ...evveereeietientienreeeteseeeteesseeneesneesseesseeseensesnsesseesseens 84

Figura 5 Teor de nitrato na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira
cultivadas na presenca de NO3 em trés condi¢des hidricas: capacidade
de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias apos



Figura 6

a indugdo do estresse. Barras representas média + desvio padrio de
QUALTO TEPELIGOCS .vevvevretiereenreeiteeeresteesteeseesseesseeseesseebeesseessesssesseens 85

Acido y-aminobutirico (GABA) translocado na seiva do xilema (em
mg/mL) de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de
NOs7, NH4" e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade
de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias apos
A INAUGAO O ESIIESSE....eeuveenrientieiieeiieetierieete et eieeeiee st e e eee e seeenaeens 86

Figura 7 Asparagina + Aspartato (ASX) e Glutamina + Glutamato (GLX)

translocados na seiva do xilema (em mg/mL) de plantas jovens de
seringueira cultivadas na presenga de NOs", NH4" e na auséncia de N
em trés condi¢cdes hidricas: capacidade de campo (CC), baixa
disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio
(BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias ap0s a indug¢ao do estresse......87

Figura 8 Alanina, Arginina e Serina translocados na seiva do xilema (em mg/mL)

de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de NOs", NH4*
e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo
(CQC), baixa disponibilidade de 4gua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apo6s a indugdo do
ESEIESSC. .eeteieenteeute ettt ettt ettt et ste ettt et sttt et et s aeene e 88

Figura9 Somatorio dos outros aminodcidos translocados na seiva do xilema (em

mg/mL) de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de
NOs, NH4" e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade
de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias ap6s
a inducdo do estresse. Outros incluem: Glicina, Histidina, Isoleucina,
Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano,
Tirosina € ValiNa.........cccvieuieeiieiiieciiecieesie e 89

Figura 10 Atividades das enzimas antioxidantes SOD (A) e CAT (B) em folhas

de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de NO3~, NH4*
e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo
(CQC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a indugdo do
estresse. Barras representas média + desvio padrio de quatro
TEPCLICOGS .veveentieneeeeteeiiesitesteeteete et eseesteeteenseenseeseesneesseenseensesseensean 91



Figura 11 Atividades das enzimas antioxidantes, SOD (A) ¢ CAT (B) em raizes
de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de NO3~, NH4*
e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo
(CQC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a indugdo do
estresse. Barras representas média + desvio padrio de quatro
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis [(Willd. ex. Adr. Jussieu.) Muell.
Arg.]), nativa da regido Amazodnica, ¢ a Unica espécie explorada comercialmente,
que produz quantidades de latex de alta qualidade vidveis para a producdo de
borracha natural (30-50 % do volume de latex fresco) (KO; CHOW; HAN, 2003).
Essa matéria-prima ¢ utilizada para diversas finalidades, desde a producgio de
pneumaticos a materiais médico-hospitalares (ROSADO; PIRES; SANTOS,
2006).

Apesar de o Brasil ser o centro de origem da seringueira, o pais saiu da
posi¢do de exportador para importador hd mais de uma década (GONCALVES,
2002; INTERNATIONAL RUBBER STUDY GROUP, 2013). Nessa condigéo, é
de grande relevancia o empenho das comunidades cientificas e produtoras para a
expansio das areas de cultivo com essa espécie no pais. Para isso, ¢ imprescindivel
o desenvolvimento de novas tecnologias e mais estudos que envolvam os
principais aspectos fisiologicos e metabdlicos, visando gerar conhecimento que
pode vir a contribuir para maior produtividade.

A assimilagdo do nitrogénio (N) ¢ um dos fatores interessantes a ser
considerado diante da sua significancia no metabolismo vegetal (PALLARDY,
2008; LI; WANG; STEWAR, 2013) e da caréncia de informagdes bdsicas
envolvidas na assimilagio e transporte de nitrogénio e carbono (C), nessa espécie.
As diferentes formas de N (aménio - NHs" e nitrato - NOj3") afetam algumas
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas nas plantas, a exemplo de crescimento
de raizes, taxas fotossintéticas, condutiancia do mesofilo, conteido de N total e
aminoacidos livres, bem como a quantidade de agucares. Além desses fatores,
alteram a absor¢do de ions minerais, o acimulo de nutrientes nas plantas e
produzem efeitos diferentes sobre as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os

niveis de enzimas antioxidantes (LI; WANG; STEWAR, 2013).
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Poucos s@o os trabalhos encontrados na literatura sobre a dinamica do N
em plantas de seringueira. No Brasil, existem alguns estudos relacionando o
metabolismo do nitrogénio aos eventos fisioldgicos que ocorrem nessa espécie
(ALVES, 2001; COSTA NETO, 1997; DELU-FILHO et al., 1998; LEMOS,
1999; SHAN et al., 2012; CARVALHO, 2012). Entretanto, ainda precisa ser
estudada a influéncia das diferentes fontes de N nas respostas de plantas de
seringueira cultivadas em condigdes normais e, também, sob condi¢des adversas
de ambiente, visando conhecer o comportamento dessa espécie, principalmente
no cenario atual de mudancas climaticas.

Diante do exposto, neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito do NOs,
NHs" e auséncia de N nas trocas gasosas, no funcionamento do processo
fotorrespiratorio, nas enzimas do metabolismo do nitrogénio e antioxidativo e nas
formas de N transportados na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira,
cultivadas em condi¢des normais (sem estresse) e sob diferentes condigdes de

disponibilidade de agua e de oxigénio (O,) no substrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura da Seringueira

A seringueira pertence a familia Euphorbiaceae, e sua area de ocorréncia
natural abrange a Amazonia brasileira e grande parte dos paises da América do
Sul. O género Hevea, compreende onze espécies, sendo a Hevea brasiliensis a
unica cultivada e explorada comercialmente, em razdo da sua capacidade
produtiva e qualidade de latex superior as demais (SECCO, 2008).

Essa espécie ¢ também considerada “sequestradora” de carbono,
contribuindo para amenizar o “efeito estufa” (JACOVINE et al., 2006) ¢ produz
matéria-prima agricola essencial a fabrica¢@o de uma ampla variedade de produtos
industriais (automobilistica, materiais médico-hospitalares, calgados, tintas e
vernizes, etc.). Além disso, a heveicultura tem importancia socioecondmica, por
meio da geracdo de empregos, aumento da renda familiar, fixagdo do homem no
campo, bem como desenvolvimento econdmico local e regional (NASCIMENTO,
2010).

Apesar da disponibilidade de produtos sintéticos a base de petrdleo, a
borracha natural é altamente valorizada por ndo ter um substituto sintético
comparavel a sua elasticidade, resiliéncia e resisténcia a altas temperaturas (HAN
et al., 2000). Caso a demanda continue crescendo com a atual taxa, estima-se que
o mundo enfrentard um déficit na oferta de borracha natural de um milhdo de
toneladas em 2020 (COSTA et al., 2008).

Atualmente, os maiores produtores mundiais de borracha natural so
Tailandia, Indonésia, Malasia, India e Vietna, que juntos sdo responsaveis por
cerca de 80 % da produgdo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS, 2013). O Brasil é o oitavo maior produtor mundial

e dentre os estados brasileiros, Sdo Paulo, Mato Grosso, Bahia e Espirito Santo
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sd0 os responsaveis pela maior parcela dessa producdo (INTERNATIONAL
RUBBER STUDY GROUP, 2013).

O Brasil passou de principal produtor e exportador mundial, no inicio do
século XX, a importador dessa matéria-prima (BERNARDES; VEIGA;
FONSECA FILHO, 2000). Atualmente, o pais consome 320 mil toneladas de
borracha por ano e produz apenas 130 mil toneladas, tendo que importar o restante
(MINISTPERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2013). Sua contribuicdo na produgdo mundial fica em torno de 1%
(INTERNATIONAL RUBBER STUDY GROUP, 2013). Dessa forma, a
expansio da heveicultura seria uma alternativa para tentar minimizar esse déficit,
buscando a autossuficiéncia e voltando a ocupar uma posi¢do de relevancia na
producdo mundial.

As regides tradicionais de cultivo da seringueira no Brasil s3o a Amazonia
Tropical Umida, Mato Grosso e Bahia. As areas de escape, aquelas desfavoraveis
ao desenvolvimento do fungo causador do mal-das-folhas (Microcyclus ulei),
estdo localizadas nas regides Sudeste e Centro-Oeste do pais, onde a seringueira
encontrou condigdes edafoclimaticas adequadas e mio de obra especializada,
além do maior volume de capital para investimento (ROSSMANN; GAMEIRO;
PEREZ, 2006). O estado de Minas Gerais apresenta uma grande area
climaticamente favoravel ao desenvolvimento dessa cultura (CAMARGO;
MARIN; CAMARGO, 2003) e, atualmente, extrai 4,5 mil toneladas de borracha
natural por ano. A regido do Tridngulo Mineiro se destaca com a maior produgio
do Estado, em torno de 77% (SECRETARIA DE ESTADO DE
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO DE MINAS GERAIS,
2013).

Apesar do cultivo da seringueira para a extragdo da borracha ser um
negdcio altamente rentavel, um aspecto que se destaca envolvendo essa espécie ¢

a caréncia de investigacdes e de pesquisadores dedicados as pesquisas com essa
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espécie, o que ndo ocorre com as principais culturas do agronegécio mundial.
Portanto, mais estudos acerca dos principais aspectos fisioldgicos e metabolicos,
relacionados a cultura em diferentes condi¢des de ambiente sdo fundamentais,
visando aumentar o conhecimento sobre o comportamento dessa espécie e,

posteriormente, poder contribuir para a maximizagdo da sua produtividade.

2.2 Metabolismo do Nitrogénio em Seringueira

Considerado um elemento essencial as plantas, o nitrogénio € necessario
para a sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, clorofilas, acidos nucléicos,
coenzimas, além de fitohormdnios, vitaminas e alcaldoides que desempenham
importantes papéis no metabolismo vegetal. A deficiéncia desse elemento €&, apds
o estresse hidrico, a limitacdo mais comum para o desenvolvimento do vegetal
(MILLER; CRAMER, 2005; PALLARDY, 2008; LI; WANG; STEWAR, 2013).

As principais formas minerais de absor¢do de N pelas plantas sdo: amonio
(NH4") e nitrato (NO3") (LI; WANG; STEWAR, 2013), sendo que a forma nitrica
¢ a mais abundante em solos cultivados, em consequéncia do processo de
nitrificagdo por bactérias que provocam a oxida¢do do amoénio livre. Porém,
dependendo das condig¢des do solo, a forma amoniacal pode ser a mais abundante
pela inibigdo desses organismos. Em geral, plantas adaptadas a baixo pH, baixa
temperatura, solos anaerobicos e o acimulo de compostos fendlicos alelopaticos
no solo que inibem o processo de nitrificagdo, sdo as que promovem o acumulo
de NH4" e, consequentemente, sua maior absor¢do. Ja, em condi¢des de pH
elevado ¢ solos aerdbicos, 0 NO;™ é a forma predominante (MILLER; CRAMER,
2005).

O NOs nio pode ser diretamente assimilado pelas plantas até ser reduzido
a amonio, o intermedidrio central do metabolismo do N (Fig. 1). Essa reducéo ¢
catalisada por enzimas em duas etapas: a primeira ocorre no citosol através da

enzima redutase do nitrato (RN) que transforma NOs3™ em nitrito (NOy), e a
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segunda ocorre nos cloroplastos (parte aérea) e plastidios (raizes), através da
redutase do nitrito (RNi) que converte NO, a NH4" (LI; WANG; STEWAR,
2013). O NH4" produzido é, entdo, assimilado pelas enzimas glutamina sintetase
(GS), que requer ATP na reag¢do para adicionar NH4" ao glutamato (GLU),
formando glutamina (GLN), e glutamato 2-oxoglutarato aminotransferase ou
glutamato sintase (GOGAT) que transfere o N amidico da glutamina ao a-
cetoglutarato para formar duas moléculas de glutamato (LEA; MIFLIN, 2011).
Ou, ainda, pela enzima Glutamato Desidrogenase (GDH) que participa de uma
rota alternativa, realizando a catalise reversivel da aminagdo do glutamato, apesar
desta ser mais efetiva no sentido de desaminagdo (TERCE-LAFORGUE et al.,
2013; LEA; MIFLIN, 2011). Atualmente, ja se sabe que essa enzima desempenha
um papel insignificante na assimilagdo de amonio (FONTAINE et al., 2012).
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Figura 1 O amonio (NH4") pode ser originado da absorgéo direta, da redugéo do nitrato,
da fotorrespiracao, da fixacao bioldgica do N, da quebra da ureia e por meio da atividade
da asparaginase. A assimilago se da pela via GS/GOGAT e pela rota alternativa, através
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da GDH. Abreviaturas: RN-Redutase do Nitrato; RNi-Redutase do Nitrito; GS- Glutamina
Sintetase; GOGAT- Glutamato sintase; GDH- Glutamato desidrogenase; AT-
Aminotransferases; AA- Aminoacidos; FR- Fotorrespiragdo; AG- Asparaginase; o-KG-
o-cetoglutarato (Autoria: Professor Luiz Edson Mota de Oliveira — UFLA).

Depois da absor¢do pelas plantas, compostos nitrogenados organicos
simples, tais como os aminoacidos, podem ser rapidamente assimilados e
transformados em outros aminoacidos por transaminacio e desaminagdo (LI et al.,
2013) e, em seguida, em proteinas ou convertidos nos correspondentes cetoacidos
que podem fornecer esqueletos de carbono para os metabolismos do N e do C
(WANG et al., 2003).

Os aminoacidos formados nas raizes sdo exportados para a parte aérea
através do xilema, por isso a analise dos aminoacidos translocados na seiva da
uma imagem bastante confidvel do transporte de N em plantas (FISCHER et al.,
1998; OH; KATO; XU, 2008). Em seringueira, Alves (2001) mostrou que o
padrdo de translocagdo de aminoacidos no xilema de plantas jovens ¢ semelhante
a maioria das espécies arbdreas, predominando a glutamina e a arginina,
independente da fonte de N utilizada. J4, Diniz (2011), estudando bactérias
diazotrdficas associadas a plantas jovens de seringueira e sua influéncia sobre o
metabolismo do nitrogénio encontrou glutamina, acido y- aminobutirico (GABA),
aspartato, arginina, glutamato, alanina e serina como os principais aminoacidos
transportados nas plantas controle, suplementadas com 8mM de N (5SmM NO;7/
3mM NHy").

A seringueira apresenta uma questdo peculiar quanto ao metabolismo do
N, pois até o momento, através das metodologias utilizadas, in vivo e in vitro,
(COSTA NETO, 1997; DELU-FILHO; OLIVEIRA; ALVES, 1997; LEMOS et
al., 1999; ALVES, 2001; SHAN et al., 2012) ndo foi detectada a atividade da
enzima redutase do nitrato nas folhas, mas apenas no sistema radicular e no caule

de plantas jovens (DELU FILHO et al., 1998; SHAN et al., 2012; CARVALHO,
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2012), provavelmente, em decorréncia da presenca de inibidores ou por
compostos presentes no latex.

Apesar dessa peculiaridade, ja foi encontrada na seiva do xilema de
plantas jovens de seringueira, NO3 e pequenas concentragdes de NH4" sendo
translocados (ALVES, 2001; DINIZ, 2011; CARVALHO, 2012). Além disso,
adicionando NOj;™ ao meio de cultivo, ocorre aumento da atividade da GS, maior
nas folhas que nas raizes, e uma alta correlacdo entre a atividade da GS e da RN
nas raizes, sugerindo que a GS radicular depende do aménio produzido na propria
raiz, apds a redug@o pela RN. Como ndo tem sido conhecida a atividade da RN
nas folhas, os altos valores da atividade da GS, nesse 6rgdo, sugerem a presenca
de outras fontes de amonio, como o liberado durante a fotorrespiragio
(WALLSGROVE et al., 1983; DELU-FILHO; OLIVEIRA; ALVES, 1997;
LEMOS, 1999) e/ou através de outras reacdes (Fig.1).

A fotorrespiracio, também chamada de ciclo C», é o processo na qual a
Rubisco (Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase) atua como oxigenase,
catalisando a reagdo do oxigénio a ribulose-1,5-bifosfato, gerando uma molécula
de 3-fosfoglicerato e outra de 2-fosfoglicolato. Essa via metabdlica ocorre em trés
organelas: cloroplastos, peroxissomos, ¢ nas mitocondrias, onde a glicina ¢
convertida em serina, ocorrendo a liberacdo de uma molécula de CO; e outra de
NH4" (WINGLER et al., 2000), importante ponto de ligagdo entre os ciclos do C
e N. Em seringueira, o processo fotorrespiratorio parece ter grande relevancia, por
isso, precisa ser melhor estudado.

Com o avango dos recursos técnicos dos analisadores portateis de CO»,
tornou-se possivel a avaliagdo da fotorrespiragdo, a partir das medidas das trocas
gasosas. Essa técnica, apesar de possuir limitagdes em relacdo a determinagdo
exata da intensidade da fotorrespiracdo, mostrou-se bem adaptada para a
realizagdo de estudos comparativos (DURING, 1988). Além disso, por meio das

medidas de trocas gasosas, também ¢ possivel construir curvas da taxa de
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assimilagdo liquida de CO, (A), em fungdo da concentragao intercelular de CO,
(Ci) em plantas que apresentem metabolismo Cs. Essa curva (A/Ci) auxilia no
calculo das varidveis da Rubisco e da atividade fotoquimica
(BERNACCHI et al., 2001), o que permite explorar com mais detalhes o nivel
fotossintético da folha, fornecendo dados de pardmetros muito importantes
relacionados a fisiologia foliar (SHARKEY et al., 2007; PIMENTEL et al., 2011).

Para a elaboragio da curva de saturagdo do CO, ou curvas de resposta da
fotossintese liquida a concentracdo de CO, no sitio de carboxilagdo (A/Cc),
utiliza-se o modelo bioquimico desenvolvido por Farquhar, Von Caemmerer e
Berry (1980), modificado por Sharkey et al. (2007). As respostas fotossintéticas
das plantas para varia¢des das concentra¢des de carbono nos permite inferir sobre
diferentes pardmetros da fisiologia da folha (SHARKEY et al., 2007) como a
velocidade méaxima de carboxila¢do da rubisco (Vemax), velocidade maxima de
oxigenacdo (Vom), velocidade maéaxima de transporte de elétrons (Jmax),
respiragdo mitocondrial (R) e condutancia mesofilica (gm).

A fluorescéncia da clorofila a ¢ outra técnica comumente utilizada na
fisiologia vegetal e avalia a atividade do fotossistema II (FSII). Esse ¢ um método
ndo invasivo, confiavel, rapido e facilmente mensuravel, que fornece informacdes
basicas sobre o estado do aparato fotossintético (THOREN et al., 2010),
considerando aspectos funcionais ¢ estruturais. Além disso, também ¢ um
indicador mais amplo das respostas das plantas as mudangas ambientais
(MURCHIE; LAWSON, 2013). A combinagdo dessa técnica com a avaliacdo das
trocas gasosas, possibilita a compreensdo do metabolismo fotossintético,
associando as reagdes fotoquimicas e bioquimicas da fotossintese
(MARTINAZZO, 2011). Em seringueira, estudos de fluorescéncia da clorofila,
relacionando fontes nitrogenadas sdo inexistentes, portanto, ainda necessarios.

Durante o processo fotossintético, ocorrem, simultaneamente, respiragao

e fotorrespiracdo. Ambos os eventos sdo, dentre outros, fontes de producdo de



28

espécies reativas de oxigénio (EROs) (DU et al., 2001). As EROs desempenham
um papel importante na destrui¢do das membranas lipidicas das células, proteinas,
acidos nucléicos e outras macromoléculas (KE; SUN; WANG, 2003). Podem ser
produzidas em condi¢gdes normais, quando o metabolismo da planta estd em
equilibrio dinamico, ou sob condi¢des de estresse onde ocorre maior produgio
dessas EROs, e, nesse caso, as plantas necessitam de um sistema de defesa
antioxidante eficiente para evitar maiores danos ao vegetal. Os sistemas de
enzimas antioxidantes também sdo afetados pelas diferentes fontes de N (NH4" ¢
NOs’) (ZHANG et al., 2006) e influenciam de forma diferenciada no balango entre
a formacdo e a limpeza das EROs nas células (CAO; LI; ZHANG, 2003).

Diante do exposto, pdde-se verificar a influéncia do nitrogénio na
fisiologia do vegetal, e quando se trata de seringueira, muitas questdes ainda
precisam ser elucidadas e, por isso, a importancia de se conhecer a dindmica do N
na avaliacdo do comportamento fisioldgico dessa espécie nos diferentes estadios
de desenvolvimento ja utilizados no cultivo dessa espécie ¢ também em diferentes
condigdes de ambiente, especialmente quando se considera as condi¢des
climaticas estacionais e edaficas das regides com potencial para o

desenvolvimento da heveicultura (LEMOS et al., 1999).

2.3 Metabolismo do Nitrogénio sob condicdes de baixa disponibilidade de
dgua e de oxigénio

O estresse ¢ caracterizado como um desvio significativo das condicdes
otimas de desenvolvimento (LARCHER, 2000), em decorréncia de fatores
bidticos e/ou abidticos que desencadeiam um conjunto de mudangas no corpo do
vegetal. Os estresses, hidrico e gasoso, tém profundo impacto sobre os sistemas
ecoldgicos e agricolas, sendo considerados importantes fatores ambientais que
comprometem a fotossintese e, consequentemente, a produtividade das plantas

(OUKARROUM et al., 2007; MARTINAZZO et al., 2013).
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Diante de cendrios de mudangas climaticas que indicam a ocorréncia de
eventos extremos com maior frequéncia nos proximos anos e, ainda, a escassez
de 4gua doce para abastecimento, causada, principalmente, pelo aumento da
populagdo mundial, a seca tem sido o estresse ambiental mais importante que afeta
a agricultura em todo o mundo (HU; XIONG, 2014). O déficit hidrico pode
prejudicar a produtividade em graus variados, dependendo do tempo de inicio,
durac¢@o e intensidade do mesmo. Quando severo, pode resultar na suspensdo da
fotossintese, distiirbios do metabolismo ¢ na morte do vegetal (HONG-BO et al.,
2008).

O estresse por falta d’agua desencadeia uma ampla variedade de respostas
na planta, como alteracdes na expressdo génica e metabolismo celular,
diminui¢gdes nas taxas de crescimento e produtividade, em decorréncias da
redugdo do potencial hidrico das folhas, fechamento estomatico e consequente
diminuicdo das trocas gasosas, o que inibe varios processos bioquimicos e
fisioldgicos, como a fotossintese, respiracdo e absor¢do de ions (HONG-BO et al.,
2008). A restri¢do da concentragdo interna de CO, ,em razdo do fechamento dos
estomatos (QUICK et al., 1992) pode também provocar fotoinibicdo pela
diminui¢do do uso de elétrons para fotossintese (ROLAND et al., 2006), dessa
forma, o excesso de energia quimica produzido durante a fase fotoquimica pode
ser dissipado através da fotorrespiragdo, que protege o aparato fotossintético
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

A deficiéncia hidrica também diminui a absor¢do de nutrientes pela raiz e
transporte para a parte aérea, devido a restricdo da taxa de transpiragdo, o que
altera o transporte ativo e a permeabilidade da membrana (KRAMER; BOYER,
1995). Em contrapartida, algumas espécies tém desenvolvido mecanismos de
tolerancia para sobreviver a seca intensa, por meio do acumulo de osmoprotetores

e antioxidantes (HU; XIONG, 2014).
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O alagamento dos solos ¢ também um fendmeno comum, resultante,
principalmente, de solos compactados ou com deficiéncia de drenagem natural
(BRANDAO; SODEK, 2009; LANZA; ROSSI; SODEK, 2013) e, juntamente
com a salinizago dos solos, tém afetado cerca de 80 milhdes de hectares das terras
mundiais (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE, 2012). Algumas
plantas possuem tolerancia ao alagamento, e esta depende da intensidade, do tipo
de solo e duragdo do mesmo (LANZA; ROSSI; SODEK, 2013). A seringueira
parece apresentar estratégias adaptativas ao alagamento (CARVALHO, 2012),
porém, mais estudos sdo necessarios visando a elucidar as possiveis rotas
metabolicas envolvidas nesse processo.

O oxigénio (O) atmosférico se difunde muito vagarosamente em solos
inundados, de forma que sua concentragdo pode cair para valores muito baixos ou
até desaparecer dentro de poucas horas, tornando o solo hipdxico (com baixa
concentragdo de O») ou andxico (privacdo total do O»), e embora as raizes sejam
capazes de respirar anaerobicamente (fermentacgfo), se essa situacdo metabolica
continuar, ocorrerdo distirbios no metabolismo geral da planta (LARCHER,
2000; BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008).

Quando a respiragdo aerobica cessa nas raizes, ocorre queda nos niveis
de energia (ATP) e, consequentemente, hd uma reducdo na absorcdo e transporte
de ions que demandam a atividade de ATPases,, podendo ocasionar uma redugéo
nas trocas gasosas (KOZLOWSKI, 1997; LIAO; LIN, 2001), além de alteragdes
na absor¢do de macro e micro nutrientes, na particio e translocagdo de
fotoassimilados e na produc¢do de biomassa (PEZESHKI, 2001). Além disso,
plantas submetidas a hipoxia tendem a apresentar rotas metabdlicas alternativas,
como a via fermentativa e a producdo de aminodcidos, a partir do piruvato
acumulado (MIYASHITA; GOOD, 2008).

A forte interacdo entre os nutrientes e o status hidrico das plantas parece

ser fundamental para uma compreensdo mais profunda das respostas aos estresses
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(MAUREL et al., 2008). Sabe-se que as duas fontes minerais de N (NHs e NO3)
ndo sdo absorvidas pelas plantas até chegarem as areas da superficie da raiz, por
meio da interceptagdo radicular, difus@o ou fluxo de massa (BARBER, 1966), ¢
todas essas vias estdo direta ou indiretamente relacionadas a agua do solo
(escassez ou excesso), o que pode, dentre outras alteragdes, modificar a absor¢ao
dos nutrientes e, consequentemente, a fisiologia da planta.

Pesquisas recentes sugerem que o N pode regular a transpiragéo e o fluxo
de massa dos nutrientes, onde o NO3;” modula a condutancia hidraulica das raizes,
através do controle das aquaporinas e o 0xido nitrico foliar modula a condutancia
estomatica, juntamente com a regulacdo dos efeitos do pH e fitormdnios
(CRAMER; HAWKINS; VERBOOM, 2009; MATIMATI; VERBOOM;
CRAMER, 2014).

Estudos demonstram também que o nitrato melhora a tolerancia de plantas
a hipoxia, pois reduz os danos provocados pelo alagamento, embora os
mecanismos envolvidos sejam pouco conhecidos (MALAVOLTA, 1954;
BRANDAO; SODEK, 2009; LANZA; ROSSI; SODEK, 2013). Teoricamente,
esse processo ocorre uma vez que a redugdo do nitrato demanda NADH
citossélico, promovendo a regeneracio do NAD" (BRANDAO; SODEK, 2009).
Dados recentes indicam que a redug@o do nitrito, produto da reducdo do nitrato, a
oxido nitrico (NO) também seja importante na regeneragdo do NAD", e, apesar
dessas alteracdes metabdlicas contribuirem para a tolerdncia ao alagamento,
espécies diferentes mostram grandes variagdes nesse grau de tolerancia
(OLIVEIRA; SALGADO; SODEK, 2013).

A hipoxia promove a acidificagdo do citosol em decorréncia ao
decréscimo dos niveis de ATP (RICARD et al., 1994), o que inibe a produgdo das
aquaporinas, proteinas de membrana presentes nas células vegetais que facilitam
o transporte de agua e/ou pequenos solutos ou gases (MAUREL et al., 2008). Esse

fato sugere que a baixa disponibilidade de oxigénio inibe a absor¢do de agua pelas
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raizes (TOURNAIRE-ROUX et al., 2003). Uma vez inibida a produgido de
aquaporinas nas raizes, a planta acaba passando por uma situacdo de déficit
hidrico. Além disso, essa regulacdo ainda pode evitar a dilui¢ao excessiva da seiva
do xilema, apds alagamento ou a longo prazo, favorecer o acimulo de etileno que,
por sua vez, induz a diferenciac¢do de aerénquimas (TOURNAIRE-ROUX et al.,
2003; MAUREL et al., 2008).

Medigdes das trocas gasosas sdo utilizadas na quantificagio dos fluxos de
CO; e agua que ocorrem nas folhas, o que permite um melhor entendimento do
mecanismo de abertura e fechamento estomatico sob condi¢des adversas de
ambiente (ENNAHLI; EARL, 2005). Um sistema deficiente na absor¢ao de agua,
causado pelo déficit hidrico e pelo alagamento, limita a fixacdo de CO, em
decorréncia do fechamento dos estomatos, comprometendo a capacidade
fotossintética. Dessa maneira, a redu¢do do carbono pelo ciclo de Calvin é
diminuida e, consequentemente, o NADP*, que serve como aceptor de elétrons da
fotossintese. Durante a transferéncia de elétrons, quando a ferredoxina se encontra
super - reduzida, elétrons podem ser transferidos do fotossistema I (FS I) para o
oxigénio, o que leva a formacdo do radical superoxido (O>"). Esse processo
provoca mais reagdes na cadeia, gerando mais EROs, causando o estresse
oxidativo (PANDA; KHAN, 2009).

Os estresses causados pela seca e pelo alagamento do solo induz o estresse
oxidativo em diversas plantas, em que as EROs (radical superéxido [O,°], radical
hidroxila [OH®], peroxido de hidrogénio [H,O.] e oxigénio singleto ['O,]) sdo
formados. Essas espécies sdo geradas durante processos metabdlicos nos
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos, ¢ parede celular, sendo seu acimulo
potencialmente prejudicial as células da planta (JALEEL et al., 2009). Em
condigdes de estresse severo, pode ocorrer um aumento consideravel na produgéo

de EROs, o que pode levar a uma cascata de eventos que se inicia com a
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peroxidagdo de lipideos, avanga para degradacdo de membranas e morte celular
(PANDA; KHAN, 2009).

Como uma estratégia de protecdo aos danos oxidativos, as plantas
desenvolveram um complexo sistema de defesa ndo-enzimatico, composto por
carotenoides, ascorbato, glutationa, a-tocoferdis; e enzimadticos, tais como a
superoxido dismutase (SOD; 1.15.1.1)), que catalisa a rea¢do do radical
superdxido a H,O»; catalase (CAT; EC 1.11.1.6) que produz agua (H2O) e
oxigénio (O»), a partir do H,O»; e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, como a
ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) que detoxifica o H,O produzido pela
SOD e as peroxidases (POX) (JALEEL et al., 2009).

Sob deficiéncia de O, a assimilagdo do NH4" pela via GS/GOGAT torna-
se mais ativa. Essa via parece ter um papel importante no acimulo de aminodcidos
livres, especialmente Alanina (ALA) e acido y- aminobutirico (GABA), por estar
envolvida na sintese de glutamato (GLU). Como o GLU é um precursor comum
da formacdo desses compostos, ele ¢ fundamental no metabolismo de
aminoacidos (REGGIANI et al., 2000). Aumentos nos teores de ALA ¢ GABA
foram observados em plantas de seringueira sob condi¢des de deficiéncia de O
cultivadas em diferentes fontes de N (CARVALHO et al., 2013).

Em plantas sob déficit hidrico, o acumulo de aminodcidos livres ¢ um
fator significante e pode ser ocasionado pela hidrolise das proteinas (EL-TAYEB;
HASSANEIN, 2000). O aumento de aminoéacidos livres nessas condi¢des leva a
um ajuste dindmico do metabolismo do N, o que poderia contribuir para a
tolerancia da planta sob deficiéncia hidrica, por meio da diminui¢do do potencial
osmotico ou como uma reserva de nitrogénio, principalmente para a sintese de
enzimas especificas (NAVARI-IZZO et al., 1990). Dessa maneira, os danos
causados pela baixa disponibilidade de é4gua e de oxigénio podem ser

monitorados, a partir da andlise da seiva do xilema.
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A compreensdo dos processos fisioldgicos e bioquimicos alterados por
determinados tipos de estresses ¢ importante para se entender o comportamento
das plantas e os mecanismos envolvidos na tolerdncia destas. At¢ o momento,
pesquisas sobre o efeito das fontes de N e da baixa disponibilidade hidrica e de
oxigénio em plantas jovens de seringueira sdo escassas, portanto, o estudo da
dinamica do N, bem como a avalia¢do das enzimas atuantes nesse processo sao
de grande valia, especialmente quando se deseja avaliar, comparativamente, o

desempenho do vegetal em diferentes condigdes ambientais.



35

REFERENCIAS

ALVES, E. M. Reducio do nitrato, assimilacio do amonio e transporte do
nitrogénio em plantas jovens de seringueira. 2001. 57 p. Dissertacdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) -Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2001.

BAILEY-SERRES, J.; VOESENEK, L. A. C. J. Flooding stress: acclimations
and genetic diversity. Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 59, p.
313-39, 2008.

BARBER, S. A. The role of root intercept, mass flow, diffusion in regulating the
uptake of ion by plants from soil. In: INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY
AGENCY. Limiting steps in ion uptake by plants from soil. Vienna: IAEA,
1966. p. 39-45.

BERNACCH]I, C. et al. Improved temperature response functions for models of
rubisco-limited phtosynthesis. Plant, Cell and Environment, Oxford, v. 24, n.
2, p. 253-259, Feb. 2001.

BERNARDES, M. S.; VEIGA, A. S.; FONSECA FILHO, I. I. Mercado
brasileiro de borracha natural. In: BERNARDES, M. S. (Ed.). Sangria da
seringueira. Piracicaba: Editora da Esalqg, 2000. P. 365-388.

BRANDAO, A. D.; SODEK, L. Nitrate uptake and metabolism by roots of
soybean under oxygen deficiency. Brazilian Journal of Plant Physiology,
Campo dos Goytacazes, v. 21, n. 1, p. 13-23, 2009.

CAMARGO, A. P.; MARIN, F. R.; CAMARGO, M. B. P. Zoneamento
climatico da Heveicultura no Brasil. Campinas: Embrapa Monitoramento por
Satélite, 2003.

CAO, C.L.; LL, S. X.; ZHANG, Z. P. Effect of N form on the activity of
protectase and wheat yield at the vegetative and reproductive growth stage.
Chinese Journal of Soil Science, China, v. 14, n. 1, p. 294-298, 2003.

CARVALHO, P. A. et al. Compostos nitrogenados transportados na seiva do
xilema de plantas jovens de seringueira (Hevea spp) cultivadas com nitrato e/ou
amonio e sob alagamento. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE FISIOLOGIA
VEGETAL, 14., 2013, Pogos de Caldas. Anais... Pogos de Caldas: [s.n], 2013.
1 CD ROM.



36

CARVALHO, P. A. Metabolismo do Nitrogénio e Antioxidante em plantas
jovens de seringueira (Hevea spp) submetidas a baixa disponibilidade de
oxigénio e na presenca de nitrato e/ou amoénio. 2012. 77 p. Dissertacdo
(Mestrado) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2012.

COSTA NETTO, A. P. Efeito da presenca de nitrogénio exégeno (N-NOs
e/ou NH4") sobre a atividade das enzimas de assimilacio do aménio e
remobilizacido de reservas durante a germinaciio e desenvolvimento inicial
de plantas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). 1997. 44 p.
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 1997.

COSTA, L. C. et al. Mudangas climaticas e seus impactos na cultura da
seringueira em Minas Gerais. In: ALVARENGA, A de P.; CARMO, C. A. F. S.
do. (Org.). Seringueira. Vigosa: Epamig, 2008. p. 53-81.

CRAMER, M. D.; HAWKINS, H.-J.; VERBOOM, G. A. The importance of
nutritional regulation of plant water flux. Oceologia, Berlin, v. 161, n. 1, p. 15—
24, Aug. 20009.

DELU FILHO, N.; OLIVEIRA, L. E. M.; ALVES, J. D. Atividade da redutase
do nitrato em plantas jovens de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.)

otimizagdo das condi¢des de ensaio e ritmo circadiano. Revista Arvore, Vicosa,
v. 21, p. 329-336, 1997.

DELU-FILHO, N. et al. Redugdo de nitrato e assimilagio de aménio em plantas
jovens de Hevea brasiliensis cultivadas sob niveis crescentes de nitrato. Revista
Brasileira de Fisiologia Vegetal, Londrina, v. 10, n. 3, p. 185-190, 1998.

DINIZ, P. F. A. Associagdo de bactérias diazotroficas na assimilacio e
transporte de nitrogénio em plantas jovens de seringueira (Hevea spp).
2011. 253 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 2011.

DU, X. M. et al. Production and scavenging of reactive oxygen species in plants.
Chinese Journal Biotechnology, China, v. 17, n. 2, p. 121-125, Mar. 2001.

DURING, H. CO; assimilation and photorespiration of grapevines leaves:
responses to light and drought. Vitis, Siebeldingen, v. 27, p. 199-208, 1988.
EL-TAYEB, M. A.; HASSANEIN, A. M. Germination, seedling growth, some
organic solutes and peroxidase expression of different vicia faba lines as
influenced by water stress. Acta Agronomica Hungarica, Budapest, v. 48, p.
11-20, 2000.



37

ENNAHLIL S.; EARL, H. J. Physiological limitations to photosynthetic carbon
assimilation in cotton under water stress. Crop Science, Madison, v.45, n. 6, p.
2374-2382, Nov. 2005.

FARQUHAR, G. D.; VON CAEMMERER, S.; BERRY, J. A. A biochemical
modelo photosynthetic CO; assimilation in leaves of C; species. Planta, Berlin,
v. 149, n. 1, p. 78-90, 1980.

FISCHER, W. N. et al. Amino acid transport in plants. Trends in Plant
Science, London, v. 3, n. 5, p. 188- 195, 1998.

FONTAINE, J. X. et al. Characterization of a NADH-dependent glutamate
dehydrogenase mutant of Arabidopsis demonstrates the key role of this enzyme

in root carbon and nitrogen metabolism. Plant Cell, Rockville, v. 24, n. 10, p.
4044-4065, Oct. 2012.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS. Disponivel em: <http://faostat.fao.org>. Acesso em: 15 jan. 2014.

GONCALVES, P. de S. Uma histdria de sucesso: a seringueira no Estado de Sao
Paulo. O Agronomico, Campinas, v. 54, n. 1, p. 06-14, 2002.

HAN, K.-H. et al. Genes expressed in the latex of Hevea brasiliensis. Tree
Physiology, Durham, v. 20, n. 8, p. 503- 510, Apr. 2000.

HONG-BO, S. et al. Water-deficit stress-induced anatomical changes in higher
plants. Comptes Rendus Biologies, Paris, v. 331, n. 3, p. 215-225, Mar. 2008.

HU, H.; XIONG, L. Genetic engineering and breeding of drought-resistant
crops. Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 65, p. 715-741, Apr.
2014.

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE. Relatorio perspectivas
do meio ambiente mundial: estado do meio ambiente e retrospectivas politicas:
1972-2002. Brasilia: IBAMA, 2012. Disponivel em: <http://www.ibama.gov.
br>. Acesso em: 10 jan. 2014.

INTERNATIONAL RUBBER STUDY GROUP. Production and consumption
of natural rubber. Rubber industry Report, Singapore, May 2013. Disponivel
em: <http://www. rubberstudy.com>. Acesso em: 10 dez. 2013.



38

JACOVINE, L. A. G. et al. A seringueira no contexto das negociagdes sobre
mudangas climaticas globais. In: ALVARENGA, A. P.; CARMO, C. A.F. S.
(Ed.). Seqiiestro de carbono: quantificagdo em seringais de cultivo e na
vegetacdo natural. Vigosa: Embrapa Solos, 2006. p. 43-75.

JALEEL, C. A. et al. Antioxidant defense responses: physiological plasticity in
higher plants under abiotic constraints. Acta Physiologiae Plantarum,
Amsterdam, v. 31, n. 3, p. 427-436, May 2009.

KE, D. S.; SUN, G. C.; WANG, A. G. The role of reactive oxygen in ethane-
producing process by aetiolation seedlings of mung bean induced by low
temperature. Journal Plant Physiology and Molecular Biology, Oxford, v. 29,
p. 127-132,2003.

KO, J. H.; CHOW, K. S.; HAN, K. H. Transcriptome analysis reveals novel
features of the molecular events occurring in the laticifers of Hevea brasiliensis
(para rubber tree). Plant Molecular Biology, The Hague, v. 53, n. 4, p. 479—
492, Nov. 2003.

KOZLOWSKI, T. T. Responses of woody plants to flooding and salinity. Tree
Physiology, Oxford, v. 17, n. 7, p. 13-21, 1997.

KRAMER, P.J.; BOYER, J. S. Water relations of plants and soils. San Diego:
Academic, 1995.

LANZA, L. N. M.; ROSSI, S. C.; SODEK, L. Adubagio nitrogenada beneficia
soja alagada. Bragantia, Campinas, v. 72, n. 1, p. 2-9, 2013.

LARCHER, W. Ecofisiologia vegetal. Sdo Carlos: Rima, 2000.

LEA, P. J.; MIFLIN, B. J. Nitrogen assimilation and its relevance to crop
improvement. Annual Plant Reviews, Washington, v.42, p. 1-40, 2011.

LEMOS, G. B. de et al. Atividade das enzimas de assimilagio do nitrogénio em
plantas jovens de seringueira cultivadas com diferentes relagdes de nitrato e
amonio. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Londrina, v. 11, p. 113-118,
1999.

LL S. X.; WANG, Z. H.; STEWAR, B. A. Responses of crop plants to
ammonium and nitrate N. Advances in Agronomy, San Diego, v. 118, p. 205—
397,2013.



39

LIAO, C. T.; LIN, C. H. Physiological adaptation of crop plants to flooding
stress. Proceedings of the National Science Council, Taipei, v. 25, n. 3, p. 148-
157, July 2001.

MALAVOLTA, E. Studies on the nitrogenous nutrition of rice. Plant
Physiology, Washington, v. 29, n. 1, p. 98-99, Jan. 1954.

MARTINAZZO, E. G. Atividade fotossintética em plantas do género Prunus.
2011. 59 p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2011.

MARTINAZZO, E. G. et al. Atividade fotossintética em plantas de ameixeira
submetidas ao déficit hidrico e ao alagamento. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.
43,n. 1, p. 35-41, jan. 2013.

MATIMATI, 1.; VERBOOM, G. A.; CRAMER, M. D. Nitrogen regulation of
transpiration controls mass-flow acquisition of nutrientes. Journal of
Experimental Botany, Oxford, v. 65, n. 1, p. 159-168, Nov. 2014.

MAUREL, C. et al. Plant aquaporins: membrane channels with multiple
integrated functions. Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 59, p. 595-
624, 2008.

MILLER, A. J.; CRAMER, M. D. Root nitrogen acquisition and assimilation.
Plant Ecophysiology, Paranaque, v. 4, p.1-36, Mar. 2005.

MINISTPERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO.
Brasilia: Mapa, 2013.

MIYASHITA, Y.; GOOD, A. G. Contributionofthe GABA shunt tohypoxia-
inducedalanineaccumulation in roots ofArabidopsisthaliana. Plant and Cell
Physiology, Kyoto, v. 49, n. 1, p. 92—-102, 2008.

MURCHIE, E. H.; LAWSON, T. Chlorophyll fluorescence analysis: a guide to
good practice and understanding some new applications. Journalof
Experimental Botany, Oxford, v. 64, n. 13, p. 3983-3998, Oct. 2013.

NASCIMENTO, M. N. Enzimas envolvidas na hidrdlise de sacarose em
tecidos foliares e de casca e produc¢do de mudas clonais por estaquia em

seringueira. 2010. 83 p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, 2010.



40

NAVARI-IZZO, F. et al. Water stress induced changes in protein and free amino
acids in field-grown maize and sunflower. Plant Physiology and Biochemistry,
Paris, v. 28, n. 4, p. 531-537, 1990.

OH, K.; KATO, T.; XU, H. L. Transport of nitrogen assimilation in xylem
vessels of green tea plants fed with NH4N and NO3-N. Pedosphere,
Amsterdam, v. 18, n. 2, p. 222-226, Apr. 2008.

OLIVEIRA, H. C.; SALGADO, I.; SODEK, L. Involvement of nitrite in the
nitrate-mediated modulation of fermentative metabolism and nitric oxide
production of soybean roots during hypoxia. Planta, Berlin, v. 237, n. 1, p. 255-
264, Jan. 2013.

OUKARROUM, A. et al. Probing the responses of barley cultivars (Hordeum
vulgare L.) by chlorophyll a fluorescence OLKJIP under drought stress and re-
watering. Environmental and Experimental Botany, Elmsford, v. 60, n. 3, p.
438-446, July 2007.

PALLARDY, S. G. Nitrogen metabolism. In: PALLARDY, S. G. Physiology of
woody plants. 3. ed. San Diego: Elsevier, 2008. Chap. 9, p. 233-254.

PANDA, S. K.; KHAN, M. H. Growth, oxidative damage and antioxidant
responses in greengram (Vigna radiata L.) under short-term salinity stress and its
recovery. Journal of Agronomy and Crop Science, Oxford, v.195, n. 6, p.
442-454, Dec. 2009.

PEZESHKI, S. R. Wetland plant responses to soil flooding. Environmental and
Experimental Botany, Elmsford, v. 46, n. 3, p. 299-312, Dec. 2001.

PIMENTEL, C. et al. Caracteristicas fotossintéticas de Phaseolus vulgaris L.
Hoehnea, Sao Paulo, v. 38, n. 2, p. 273-279, 2011.

QUICK, W. P. et al. The effect of water stress on photosynthetic carbon

metabolism in four species under field conditions. Plant, Cell &Environment,
London, v. 15, n. 1, p. 25-35, Jan. 1992.

REGGIANI, R. et al. Anaerobic accumulation of amino acids in rice roots: role
of the glutamine synthetase/glutamane synthase cycle. Amino Acids, Wien, v.
18, p. 207-217, 2000.

RICARD, B. et al. Plant metabolism under hypoxia and anoxia. Plant
Physiology and Biochemistry, Paris, v. 32, n. 1, p. 1-10, 1994.



41

ROLAND, P. et al. Lateral diffusion of CO; from shaded to illuminated leaf
parts affects photosynthesis inside homobaric leaves. The New Phytologist,
London, v. 169, n. 4, p. 779-788, 2006.

ROSADO, P. L.; PIRES, M. D. M.; SANTOS, D. F. D. Borracha natural:
mercado externo e interno. In: ALVARENGA, A. D. P. et al.(Org.).
Seringueira: aspectos econdmicos e sociais e perspectivas para o seu
fortalecimento. Vigosa: Editora da UFV, 2006. p. 49-72.

ROSSMANN, H.; GAMEIRO, M. B. P.; PEREZ, P. A competitividade da
borracha natural no Brasil. In: GAMEIRO, A. H. (Org.). Competitividade do
agronegoécio brasileiro: textos selecionados. Santa Cruz do Rio Pardo: Editora
Viena, 2006. p. 218-235.

SANCHEZ-RODRIGUEZ, E. et al. Ammonia production and assimilation: its
importance as a tolerance mechanism during moderate water deficit in tomato
plants. Journal of Plant Physiology, Stuttgart, v. 168, n. 8, p. 816-823, May

2011.

SECCO, R. S. A botanica da seringueira [(Hevea brasiliensis (Willd. exAdr.
Jussieu) Muell.Arg.)]. In: ALVARENGA, A. P.; CARMO, C. A. F. S. (Org.).
Seringueira. Vigosa: EPAMIG, 2008. p. 3-24.

SECRETARIA DE ESTADO DE AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO DE MINAS GERALIS. Disponivel em:
<http://www.agricultura.mg.gov.br>. Acesso em: 12 dez. 2013.

SHAN, A. Y. K. V. et al. Assimilacdo metabdlica de nitrogénio em plantulas de
seringueira cultivadas com nitrato ou amdnio. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v. 47, n. 6, p. 754-762, jun. 2012.

SHARKEY, T. D. et al. Fitting photosynthetic carbon dioxide response curves
for C3 leaves. Plant, Cell &Environment, London, v. 30, n. 9, p. 1035-1040,
Sept. 2007.

TERCE-LAFORGUE, T. et al. Resolving the role of plant glutamate
dehydrogenase: ii. physiological characterization of plants overexpressing the
two enzyme subunits individually or simultaneously. Plant & Cell Physiology,
Kioto, v. 54, n. 10, p. 1635-1647, Oct. 2013.



42

THOREN, D. et al. Influence of ambient light and temperature on laser-induced
chlorophyll fluorescence measurements. European Journal of Agronomy,
Oxford, v. 32, n. 2, p. 169-176, Feb. 2010.

TOURNAIRE-ROUX, C. et al. Cytosolic pH regulates root water transport
during anoxic stress through gating of aquaporins. Nature, London, v. 425, n.
6956, p. 393-97, Sept. 2003.

WALLSGROVE, R. M.et al. Photosynthesis, photorespiration and nitrogen
metabolism. Plant, Cell & Environment, London, v. 6, n. 4, p. 301-309, June
1983.

WANG, R. et al. Microarray analysis of the nitrate response in Arabidopsis roots
and shoots reveals over one thousand rapidly responding genes and new linkages
to glucose, trehalose-6-P, iron and sulfate metabolism. Plant Physiology,
Lancaster, v. 132, n. 2, p. 556567, June 2003.

WINGLER, A. et al. Photorespiration: metabolic pathways and their role in
stress protection. Philosophical Transaction of the Royal Society, Elmsford, v.
355, n. 1402, p. 1517-1529, Oct. 2000.

ZHANG, Y. P. et al. Effects of nitrogen forms on the growth and antioxidation
enzyme activities of spinach. Life Sciences and Agriculture Experiment
Station, Orono, v. 32, n. 2, p. 139-144, 2006.



43

CAPITULO 1

FOTORRESPIRACAO E METABOLISMO ANTIOXIDATIVO EM
SERINGUEIRA CULTIVADA SOB DIFERENTES FONTES
NITROGENADAS

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo obter um melhor entendimento de como as
formas de nitrogénio (N) utilizadas no cultivo das plantas influenciam alguns
aspectos metabdlicos associados ao carbono (C) e N em seringueira. Para isso,
plantas jovens foram cultivadas na auséncia e na presen¢a de N nas formas de
nitrato (NO53") e amonio (NH4") com solugdo nutritiva de Bolle-Jones modificada,
com N na concentra¢do de 8mM nas seguintes propor¢des (NOs/NH4"): 8/0, 0/8
e 0/0. Apos 4 meses de cultivo nessas condi¢des, foram avaliadas as variaveis
associadas ao processo fotossintético (trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,
curva de CO, e fotorrespiragdo) e a atividade das enzimas antioxidantes (SOD,
CAT e APX). A taxa assimilatéria liquida de CO, (A), a taxa de transporte de
elétrons e o ponto de saturacdo de CO, foram maiores em plantas cultivadas com
NOs". Em contrapartida, as plantas cultivadas com NH4" apresentaram as menores
taxas fotossintéticas, em razao dos menores valores de Vemax, J, gm € Jmax, maior
Rd, e também a maior atividade fotorrespiratéria em relagdo as plantas tratadas
com NOj. A enzima SOD apresentou maior atividade nas folhas das plantas
cultivadas na presenca de N, sem diferenga entre as fontes nitrogenadas, e aquelas
tratadas com NOs™ apresentaram menor atividade da CAT e maior atividade da
APX. As plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio apresentaram os menores
valores de A. Portanto, foi verificado que as diferentes fontes de N avaliadas
afetaram significativamente o processo fotossintético em plantas de seringueira e
o cultivo na presenga de NH4" favoreceu o processo fotorrespiratdrio nessas
plantas.

Palavras-chave: nitrato, amonio, metabolismo do nitrogénio, fluorescéncia da
clorofila, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

This study aimed to gain a better understanding of how forms of nitrogen (N) used
in the cultivation of plants influence some metabolic aspects related to carbon (C)
and N in rubber tree. For this, young plants were grown in the absence and
presence of N in the form of nitrate (NO5") and ammonium (NH4") with nutrient
solution Bolle-Jones modified with N at a concentration of 8§ mM in the following
proportions (NOs/NH4"): 8/0, 0/8 and 0/0. After 4 months of cultivation under
these conditions, the variables associated with the photosynthetic process (gas
exchange, chlorophyll fluorescence, photorespiration and CO, curve) and activity
of antioxidant enzymes (SOD, CAT and APX) were evaluated. The net CO,
assimilation rate (A), the rate of electron transport and CO> saturation point were
higher in plants grown with NOs". On the other hand, plants grown with NH,"
showed the lowest photosynthetic rates due to lower values of Vemay, J, gm and
Jmax, higher Rd and also the higher photorespiratory activity compared to plants
treated with NO3~. The SOD enzyme showed higher activity in leaves of plants
grown in the presence of,without difference between the nitrogen sources,and
those treated with NOs showed lower CAT activity and increased activity of APX.
Plants grown in the absence of nitrogen showed the lowest values of A. Therefore,
it was found that the different N sources evaluated significantly affected the
photosynthetic process in rubber plants and the cultivation in the presence of NH4*
favored photorespiratory process in these plants.

Keywords: nitrate, ammonium, nitrogen metabolism, chlorophyll fluorescence,
antioxidant enzymes.

1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) ¢ um elemento essencial ao metabolismo das plantas e
sua deficiéncia ¢ uma das limitagdes mais comuns para o desenvolvimento vegetal
(PALLARDY, 2008). A preferéncia das plantas pela fonte de N pode variar,
conforme as pressdes seletivas e consequentes adaptacdes fisiologicas
(TERCE-LAFORGUE; GISELA; HIREL, 2004). As formas mais comuns ¢

disponiveis no solo sdo a forma nitrica (NOs) e a amoniacal (NH4"), sendo a
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primeira mais abundante e melhor assimilada pelas plantas (LEA; AZEVEDO,
2006), em consequéncia do processo de nitrificagdo por bactérias. Porém, a
depender das condigdes do solo, a forma amoniacal pode ser a mais abundante
pela inibi¢@o desses organismos (MILLER; CRAMER, 2005).

Uma vez nas folhas, sabe-se que diferentes fontes de N podem afetar
diferentemente o metabolismo vegetal. Por exemplo, o acimulo de NH4" pode
acarretar em decréscimo da fotossintese (BLACKWELL; MURRAY; LEA,
1987), enquanto que o excesso de NO; pode acarretar na formagdo de espécies
reativas, induzindo estresse oxidativo (LI; WANG; STEWAR, 2013). O
metabolismo do nitrogénio também estd intimamente interligado ao do carbono
(C), e o processo fotorrespiratorio ¢ um dos pontos de ligacdo entre estes, além de
ser uma rota metabdlica que produz continuamente espécie reativa de oxigénio.

A fotorrespiracdo ¢ um dos maiores processos metabdlicos associados
com a fotossintese (BYKOVA et al., 2014). Ocorre em trés organelas:
cloroplastos, peroxissomos ¢ mitocondrias, como consequéncia da oxigenagdo da
ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) catalisada pela ribulose-1,5-bifosfato carboxilase
/oxigenase (Rubisco), gerando uma molécula de 3-fosfoglicerato e outra de 2-
fosfoglicolato. O 2-fosfoglicolato ¢ hidrolisado a glicolato, que ¢ transportado
para o peroxissomo e oxidado a glioxilato, ocorrendo a formagdo de peréxido de
hidrogénio (H.0.), espécie reativa de oxigénio. O glioxilato é transaminado a
glicina e transportado para as mitocondrias onde € convertida em serina. Nessa
etapa, ocorre a liberagdo de uma molécula de CO, e outra de NH4", que ¢
transportada ao cloroplasto e entra no ciclo GS/GOGAT, para a formagdo de
novos aminodcidos. A serina formada na mitocondria é transportada para o
peroxissomo, onde ¢ transformada a hidroxipiruvato. Este ¢ reduzido a glicerato
e transportado de volta ao cloroplasto, onde ¢ fosforilado, dando origem a uma
molécula de 3-fosfoglicerato, que entra no ciclo de Calvin (WINGLER et al.,
2000).
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Desde o desenvolvimento dos analisadores portateis de CO», tornou-se
possivel a avaliagdo da fotorrespiracdo, a partir das medidas das trocas gasosas.
Essa técnica, apesar de possuir limitagdes quanto a determinagdo exata da
intensidade da fotorrespiragdo, mostrou -se bem adaptada para a realizacdo de
estudos comparativos (DURING, 1988).

A atividade fotossintética de uma planta que apresenta metabolismo Cs,
também pode ser avaliada mais claramente, por meio das curvas da taxa de
assimilagdo liquida de CO, (A), em funcdo da densidade de fluxo de fdtons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) e da concentracao intercelular de CO» (Ci), o
que permite um caminho para explorar com mais detalhes o nivel da atividade
fotossintética da folha (PIMENTEL et al., 2011). A modelagem da resposta da
curva A/Cc (curva de resposta da fotossintese liquida a concentragdo de CO> no
sitio de carboxilacdo) auxilia nos calculos de variaveis da cinética da Rubisco e
da atividade fotoquimica (BERNACCHI et al., 2001), fornecendo informagdes
para uma avaliagdo mais detalhada do processo fotossintético, através dos dados
de pardmetros relacionados a fisiologia foliar (SHARKEY et al., 2007;
PIMENTEL et al., 2011).

Uma outra técnica que permite obter informagdes sobre quase todos os
aspectos da atividade fotossintética ¢ o estudo da alteracdo da emissdo da
fluorescéncia da clorofila, em decorréncia, principalmente, do FSII (PANDA;
SHARMA; SARKAR, 2008). Essa ferramenta ¢ muito utilizada para avaliar o
desempenho fotossintético das plantas, principalmente por ser um método néo
invasivo, altamente sensivel ¢ de facil manuseio, e por fornecer informagdes
qualitativas e quantitativas sobre a condig¢do fisioldgica do aparato fotossintético
in vivo (BAKER, 2008; YUSUF et al., 2010).

A seringueira (Hevea brasiliensis Mull. Arg.), por ser a Unica espécie
explorada comercialmente que produz quantidades de latex de alta qualidade para

a produc¢do de borracha natural (ROSADO; PIRES; SANTOS, 2006), possui um
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grande potencial socioecondmico e ambiental. E apesar das pesquisas ja existentes
sobre o metabolismo do N com essa espécie, em especial a influéncia das fontes
de N e suas diferentes concentragdes no desenvolvimento das plantas (DELU-
FILHO; OLIVEIRA; ALVES, 1997; LEMOS et al., 1999; ALVES, 2001; DINIZ,
2011; SHAN et al., 2012), a importancia das fontes nitrogenadas sob a taxa de
assimilacdo de CO; e o processo fotorrespiratorio necessitam de uma melhor
compreensdo. Portanto, estudos que correlacionem o metabolismo do N ¢ do C
em plantas de seringueira precisam ser mais aprofundados, o que permitirdo um
melhor entendimento do comportamento fisiologico dessa espécie.

Nesse contexto, conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar o
efeito de diferentes fontes de nitrogénio (NO; e NH4") ¢ da auséncia deste, na
fotossintese, no funcionamento do processo fotorrespiratério e no metabolismo

antioxidativo de plantas jovens de seringueira.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em casa de vegetacdo do setor de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras, MG.

As sementes de seringueira foram coletadas no plantio multiclonal da
“Fazenda Gundi” no municipio de Nepomuceno — MG e no entorno do setor de
Fisiologia Vegetal da UFLA, selecionadas quanto a uniformidade de cor e
tamanho e colocadas para germinar em canteiros contendo areia lavada em agua
corrente e hipoclorito de sédio 0,5%. Ao atingirem o estadio palito, as plantulas
foram selecionadas quanto a uniformidade e transplantadas, em nimero de quatro,
para vasos de 5L, contendo areia lavada nas mesmas condi¢des descritas acima.
As plantas foram irrigadas com agua destilada por 120 dias, quando foram

induzidas aos tratamentos através da irrigacdo, uma vez por semana, com solucio
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nutritiva de Bolle-Jones (1975), modificada por Lemos (1999), com nitrogé€nio na
concentra¢do de 8 mM, na forma de nitrato (NOs’) e amonio (NH4") nas seguintes
proporgdes NOs/ NH4": 8/0, 0/8 e 0/0. A temperatura, no periodo experimental,
foi mantida entre 16°C (minima) e 32°C (maxima).

Em cada vaso, foram adicionados 1000mL da solu¢do nutritiva, cujo
excesso foi retido nos pratos colocados sob eles. A cada 24 horas, o excesso foi
retornado para os vasos, ¢ o volume ndo retido pelo substrato foi completado com
agua destilada, de modo a uniformizar o volume para todos os vasos. As solugdes
foram aplicadas em intervalos de sete dias. Esse procedimento foi realizado até
que as plantas atingissem sete meses, quando foram feitas as avaliacdes

fotossintéticas e a coleta do material para as analises bioquimicas.

2.1. Caracteristicas avaliadas

2.1.1. Avaliacdes fotossintéticas

As medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila foram realizadas
no foliolo central do primeiro langamento, totalmente expandido ¢ sem problemas
fitossanitarios, no intervalo de 9 h as 11 horas da manha, ja que com a proximidade
do horéario de meio dia pode ocorrer o fechamento estomatico, devido ao aumento
da temperatura.

Foi realizada apenas uma avaliag¢ao pontual das trocas gasosas, medindo-
se a taxa assimilatéria liquida de CO» (4, pmol CO, m? s™), concentragio
intracelular de CO, (Ci, umol mol™), condutincia estomatica (gs, mol H,O m? s-
') e a taxa transpiratoria (£, mmol HO m™ s™') com um sistema portatil de medigao
de fotossintese modelo LI-6400 (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, USA) nos
diferentes tratamentos, utilizando uma irradiancia de 1000 pmol m? s’'. Nas
mesmas folhas, foram realizadas medidas de respiracdo no escuro, no periodo

noturno, entre 19h e 20 horas.
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A fotorrespiracdo (Fr) foi calculada, utilizando as expressdes a seguir, de

acordo com Sharkey (1988), segundo as equagdes 1 e 2:

FR = v,/2(1)
vo = (A + Rd)/(1/® — 0,5) (2)

onde v¢ a taxa de oxigenacdo da Rubisco, Aé taxa assimilatoria liquida de CO,,
Rd¢ a respiragdo medida no escuro, e @ € a relagdo entre as taxas de carboxilagéo
e oxigenagdo da Rubisco apud Farquhar ¢ Von Caemmerer (1982).

Nas mesmas folhas em que foram realizadas as analises de trocas gasosas,
determinou-se a curva de resposta ao fluxo de fétons fotossintéticos com o auxilio
de um fluordmetro portatil MINI-PAM (Walz Inc.). As avaliagdes foram feitas no
periodo noturno, entre 19h e 20 horas, pois ndo havia grampos suficientes para
adaptar as folhas ao escuro. Uma cinética rapida da fluorescéncia (CRF) foi
construida com a aplicagdo de pulsos de saturagdo em intervalos de 0,8 minutos
com intensidades de luz actinica, variando em cada intervalo (0, 170, 276, 408,
559, 1116, 1724 e 2458 pmol fotons m™? s!). Usando as variaveis obtidas da
fluorescéncia, a taxa de transporte de elétrons (ETR) e o coeficiente de extingao
ndo fotoquimico (NPQ), coeficiente de extingdo fotoquimico (qP) e eficiéncia
fotoquimica potencial do FSII (Fv/Fm) foram calculados. O ETR e o NPQ foram
calculados, segundo Krall ¢ Edwards (1992) e Redondo-Gdémez et al. (2008),
respectivamente. A curva de ETR versus irradiancia foi elaborada e a inclinagéo
inicial da CRF (o), a taxa maxima de transporte de elétrons (ETRma) € a
irradidncia minima de saturagdo (Ix) foram calculados de acordo com
Eilers&Peeters et al. (1988).

O teor relativo de clorofila foi determinado nas mesmas folhas, utilizando
um medidor portatil (clorofilometro) da marca FT GREEN LLC e modelo
atLEAF+.
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2.1.2. Curvas de resposta da fotossintese liquida a concentragiao de CO; no
sitio de carboxilacdo (A/Cc)

As curvas de resposta da taxa de assimilagdo liquida de CO> (A) ao
aumento da concentracdo intercelular de CO; (Ci) foram realizadas variando- se
a concentracdo de CO; na cdmara de medida, somente nas plantas tratadas com
nitrato e amonio.

Para a curva A/Cc, a irradiancia foi mantida constante a 1000pmolm™2s!,
semelhante a das condi¢des de crescimento das plantas, sendo a concentragdo de
CO, modificada gradualmente. Os valores das concentra¢des de CO, variaram de
0 a 1500 pmol mol™!, em intervalos crescentes de 100pmol mol™'.

Para equilibrar o aparelho, a concentragao inicial de CO; na cdmara (Ca)
foi ajustada para 200 umol mol™!, sendo reduzida, gradualmente, até 0 pmol mol
. Para a realizagdo das medi¢des, a concentracio de CO,, na cimara, foi
aumentada até 1.500 umol mol™. Esse procedimento, foi realizado para evitar
oscila¢des estomaticas, principalmente sob altos valores de Ca (PIMENTEL et
al., 2007).

Para a elaboragdo da curva, foi utilizado o modelo bioquimico
desenvolvido por Farquhar, Von Caemmerer e Berry (1980) para plantas Cs,
utilizando-se valores de Cc, ao invés de Ci, por meio do programa desenvolvido
por Sharkey et al. (2007) em Excel.

Segundo esse modelo, a taxa fotossintética liquida é dada pelo menor
valor que se pode obter, em razdo das limitagdes impostas pela atividade da
Rubisco (Ac), pela taxa de transporte de elétrons (Aj) ou pela utiliza¢do das trioses
fosfato (Ap), ou seja:

A =min{A,, 4;,4,}

Onde:
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(Cc=T*)Vemax
= Lo DlVemax _ p 3
Ce+ KC(1+K%) 3)

Ci—TI'x
Aj = Jmax 3¢ “4)

A, = 3TPU (5)

onde Cc € a pressdo parcial de CO» no cloroplasto, I'* é o ponto de compensagio
fotorrespiratorio, Vemax @ velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco, K. a
constante cinética da reagdo de carboxilagdo da Rubisco, Ko a constante cinética
da reagdo de oxigenacdo da Rubisco; O a pressdo parcial de O, no cloroplasto,
Rc a taxa de respiragcdo mitocondrial na luz, J a taxa de transporte elétrons e TPU

a utilizacdo da triose fosfato.

2.1.3. Avaliag¢des bioquimicas

2.1.3.1.Enzimas do Metabolismo Antioxidante

Folhas novas e completamente expandidas foram coletadas, pesadas,
acondicionadas em envelopes de papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer a
- 80°C para as posteriores andlises. A quantificagdo das atividades enzimaticas,
envolvidas na resposta antioxidante, seguiu os protocolos de rotina do Laboratdrio
de Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas da UFLA.

Para a determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes,
aproximadamente 200 mg de laminas foliares foram macerados, separadamente,
em N liquido acrescido de PVPP (Polivinilpolipirolidona) insolivel, para que ndo
houvesse oxidag¢do e, homogeneizados em 1,5 mL do tampdo de extracio
composto de: Fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e acido
ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos
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a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado em ultrafreezer para posteriores
analises das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX).

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas
condig¢des de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme Havir e McHale (1987). A
atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm,
a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de
hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™' cm™!, conforme
descrito por Azevedo et al. (1998), com pequenas modificacdes.

A atividade da APX foi determinada segundo Nakano e Asada (1981), por
meio do monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm. O coeficiente

de extin¢do molar utilizado foi 2,8 mM'cm™.

2.2. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento experimental
completamente casualizado. Para os parametros fotossintéticos, seis plantas foram
utilizadas, correspondendo as repeticdes (n=6), enquanto que, para as avaliagdes
de enzimas antioxidantes foram utilizadas quatro plantas (n=4). Os dados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste

de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1. Fotossintese e fotorrespiracio
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A taxa assimilatdria liquida de CO; (4) foi favorecida pela presenga de
nitrogénio, em especial em plantas tratadas com NO;™ (P<0.05), enquanto que a
condutancia estomatica (gs), a taxa transpiratoria (£) e a concentragdo intracelular

de CO; (Ci) das folhas nao diferiram entre os tratamentos (P>0.05) (Figura 1).
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Figura 1 Taxa assimilatoria liquida de CO;, (A), condutancia estomatica (gs), taxa
transpiratoria (E) e concentragdo intracelular de CO» (Ci) de plantas jovens de seringueira
cultivadas na presenga de nitrato (NO3°), aménio (NH4") e na auséncia de N (0 N). Barras
representam média + desvio padrio de seis repetigdes. Médias seguidas por letras
diferentes representa diferenca significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Scott-Knott.

Pelo estudo da fluorescéncia da clorofila, verificou-se que a taxa de
transporte de elétrons (ETR) foi maior em plantas cultivadas com NOs e o
coeficiente de exting@o ndo fotoquimico (NPQ) menor em plantas sem nitrogénio

(0 N) (Figura 2).
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Figura 2 Taxa de transporte de elétrons (ETR) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimico
(NPQ) de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de nitrato (NO3"), amonio
(NH4") e na auséncia de N (0 N). Barras representam média + desvio padrdo de seis
repeti¢des.

O coeficiente de extingdo fotoquimico a 1116 pmol fétons m?2s™! (qP1116)
(condicdo de irradiancia mais semelhante as condi¢cdes de crescimento das
plantas) e a eficiéncia fotoquimica potencial do FSII (Fv/Fm) foram menores em
plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio e semelhantes entre as plantas
cultivadas com NO; e NH4" (P<0.05, Tabela 1). A taxa maxima de transporte de
elétrons (ETRmax) foi favorecida pela presenca do nitrogénio e, em maior
intensidade, nas plantas tratadas com NO3 (P<0.05). A inclina¢3o inicial da CRF
(o) foi menor em plantas cultivadas na presenga de nitrogénio. Similarmente, a
irradiancia minima de saturacdo (Ix) foi menor em plantas cultivadas na presenga
de N, em especial as tratadas com NH4". Os teores de clorofila foram maiores em
plantas cultivadas na auséncia de N (Tabela 1).

Em razdo das diferengas verificadas nas varidveis relacionadas a
fotossintese de plantas submetidas as diferentes fontes de N (A, ETR, ETRmax €
Ix), uma curva da relacdo entre a taxa fotossintética (A) e concentragdo interna de

CO; no cloroplasto (Cc) foi elaborada para esses tratamentos (Figura 3).



55

Observou-se que o ponto de saturagdo de CO; nas plantas tratadas com NO3™ (9,74

umol m s™!) foi superior ao das cultivadas com NH4" (8,19 pmol m™ s™).

Tabela 1. Coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), eficiéncia fotoquimica potencial do
FSII (Fv/Fm), taxa méaxima de transporte de elétrons (ETRmax), inclinacdo inicial da CRF
(), irradiancia minima de saturacdo (Ix) e conteudo de clorofila de plantas jovens de
seringueira cultivadas na presenga de nitrato (NO3"), aménio (NH4") e na auséncia de N (0
N). Valores representam média = desvio padrio de seis repeti¢des.

Tratamentos qPiiis  Fv/Fm  ETRpax o Ik Clorofila
NOs 1,07a  0,75a  78,73a  1,32b  324,94b 35,990
NH4* 1,75a  0,76a  50,64b  1,32b  210,55¢  24,93c

ON 0,58b  0,68b  33,777¢  1,47a 469,11a  42,70a

Valores representam média de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0.05).

Semelhante a curva A/Cc, a caracterizagdo in vivo da velocidade maxima
de carboxilagdo da Rubisco (Vemax), da taxa de transporte elétrons (J), da utilizagio
da triose fosfato (TPU), da respiragdo mitocondrial (Rd), da condutancia
mesofilica (gm) e a velocidade maxima de transporte elétrons (Jmax) foram
determinadas para os tratamentos com as fontes nitrogenada (Tabela 2). Plantas
tratadas com NH4" apresentaram menores Vemax, J, gm € Jmax, € maior Rd em

relagdo as plantas tratadas com NO3".
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Figura 3 Taxa fotossintética (A) em fungdo da concentragio interna de CO> no cloroplasto
(Cc) de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de nitrato e amonio.

Tabela 2. Varidveis para a caracterizacdo in vivo da velocidade maxima de carboxilago
da Rubisco (Vemax), taxa de transporte elétrons (J); utilizagdo da triose fosfato (TPU);
respiracdo mitocondrial (Rd); condutdncia mesofilica e (gm) da velocidade maxima de
transporte elétrons (Jmax) determinadas por medidas de trocas gasosas em plantas jovens
de seringueira cultivadas na presenga de nitrato (NO3") e amdnio (NH4").

Parametros Nitrato Amonio
Vcmax (umol m? s!) 42a 33b

J (umol m?2 s 52a 43b
TPU (umol m?s) 3,4a 3,0a
Rd (umol m? s!) 0,83b 0,98a
gm (umol m? s”' Pa!) 30a 17,99b

Jmax (umol m? s!) 53,03a 43,96b
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A atividade fotorrespiratdria foi favorecida pela presenca do nitrogénio,

sendo maior no tratamento com NHy4" (Figura 4).
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Figura 4 Fotorrespiracdo em folhas de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca
de nitrato (NOs"), amonio (NH4") ¢ na auséncia de N (0 N). Barras representam média +
desvio padrdo de seis repeticdes. Médias seguidas por letras diferentes representam
diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo teste de Scott-Knott.

3.2. Enzimas do Metabolismo Antioxidante

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi maior nas folhas das
plantas cultivadas na presenca de N (NOs™ e NH4"). (Figura 5). Enquanto isso,
plantas tratadas com NO;™ apresentaram menor atividade da catalase (CAT) e

maior atividade da ascorbato peroxidase (APX) (Figura 5).
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Figura 5 Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX em folhas de plantas
jovens de seringueira cultivadas na presenga de nitrato (NOs’), aménio (NHs") e na
auséncia de N (0 N). Barras representam média + desvio padrio de seis repeti¢des. Médias
seguidas por letras diferentes representam diferenga significativa ao nivel de p<0,05, pelo
teste de Scott-Knott.
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4 DISCUSSAO

A importancia do fornecimento das fontes nitrogenadas no metabolismo
fotossintético foi verificada. As plantas cultivadas sem fonte de nitrogénio
apresentaram os menores valores de 4. Desde que nfo foram verificadas
diferencas na condutincia estomatica (gs), na taxa transpiratoria (£) ¢ na
concentra¢do intracelular de CO, (Ci) das folhas entre os tratamentos, a
assimilagdo de carbono em plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio ndo foi
limitada pelas trocas gasosas. Isso sugere que a caréncia de nitrogénio, elemento
essencial para a sintese de proteinas, pode acarretar uma severa deficiéncia da
Rubisco, a enzima responsavel pela assimilagdo do carbono em cloroplasto de
plantas Cs, e de todo o complexo enzimatico das plantas.

A menor taxa de carboxilacdo pela Rubisco também pode justificar o
menor fluxo de elétrons pelo fotossistema Il (ETR) apresentado por essas plantas
(Figura 2). O nitrogénio ¢ um elemento necessario para a sintese de clorofila,
pigmento essencial para a atividade dos fotossistemas (FS). Porém, verificou-se
que plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio apresentaram maior contetudo de
clorofila que as demais (Tabela 1). A utilizagdo do N na produgdo de clorofila
pode ser uma estratégia da planta visando a garantir uma adequada captagdo de
energia luminosa pelos fotossistemas. As clorofilas sdo responsaveis pela
captagdo da luz no complexo antena, além de serem componentes primordiais dos
centros de reagdo nos fotossistemas. De fato, verifica-se que plantas desprovidas
de N apresentam maior irradidncia minima de saturagao (Ix), o que indica maior
quantidade de centros de reagdo do fotossistema II (FSII). Portanto, provida de
um maior namero de centros de reacdo do FSII, as plantas do tratamento sem fonte
nitrogenada sdo capazes de absorver maior quantidade de energia, apresentando,
consequentemente, saturacdo em irradidncias maiores. Porém, essas plantas

também apresentam menor coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), um



60

indicador da propor¢do do FSII que estd aberta (MAXWELL et al., 2000),
representando o balanco entre a excitagdo dos centros reacionais do FSII e a
remocao de elétrons do FSII pela cadeia de transporte de elétrons (CAMPBELL
et al., 1998). Menor qP esta de acordo com o menor ETR apresentado por essas
plantas. Portanto, mesmo com emprego do N para a constitui¢do do aparato
fotoquimico, a reducdo na taxa assimilatéria de carbono em plantas desprovidas
de fonte nitrogenada (provavelmente, decorrente da menor quantidade de
Rubisco) é um fator limitante para a atividade fotoquimica em seus cloroplastos.

Além de sua fung¢do no processo fotossintético, o nitrogénio mostrou-se
importante para evitar o estresse oxidativo em plantas de seringueira. O menor
ETR em plantas cultivadas sem fonte nitrogenada indica menor utilizacdo da
energia luminosa no processo fotoquimico. O menor qP nessas plantas indica que
as clorofilas excitadas nos centros de reagdo ndo sdo reoxidadas pela quinona na
cadeia de transporte de elétrons, formando clorofila no estado excitado singleto.
Essas plantas também apresentam menor NPQ. O NPQ estd envolvido na
desativagdo das clorofilas no estado excitado singleto, reduzindo a formagao de
oxigénio singleto ('0,), evitando danos oxidativos ao fotossistema (DEMMIG-
ADAMS; ADAMS, 2000). Menor NPQ serve como um indicativo para maior
producio de EROs (HIDEG; KOS; SCHREIBER, 2008). O estresse oxidativo
pode, portanto, estar contribuindo para a menor eficiéncia fotoquimica potencial
do FSII (F,/Fn) apresentada pelas plantas cultivadas na auséncia de N. Tais plantas
apresentaram elevada atividade da CAT, um indicativo da presenca de elevadas
quantidades de perdxido de hidrogénio (H>O:). A CAT ¢é a principal enzima
responsavel pela quebra dessa molécula, formando agua (H>O) e oxigénio (O»)
como produtos finais, estando ativa, principalmente, quando o H>O, se encontra
em altas concentragdes (FOYER; FLETCHER, 2001).

A avaliag¢do das enzimas do sistema antioxidante sugere que o aumento

da atividade da SOD e da APX em plantas tratadas com NH4" esta relacionado a
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maior taxa fotossintética apresentada por essas plantas. EROs sdo,
constantemente, formadas durante o processo fotossintético (FOYER;
FLETCHER, 2001). Os ions superoxidos formados durante a fotdlise da dgua na
cadeia de transporte de elétrons sdo, rapidamente, convertidos a H»O, pela
atividade da SOD. Por sua vez, o H,O, ¢é reciclado a dgua e oxigénio pelas
atividades da CAT e APX (FOYER; FLETCHER, 2001). A SOD, dentre as
enzimas envolvidas na remog¢do das EROs, ¢ considerada uma enzima-chave por
ser a primeira a atuar no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo
(POMPEU et al., 2008). A APX e outras peroxidases, tém alta afinidade,
eliminado o H»O; quando em baixas concentragdes, e sdo as principais
responsaveis pela elimina¢do de H,O, nos cloroplastos, enquanto a CAT atua,
principalmente, nos peroxissomos (JALEEL et al., 2009).

Em se tratando do metabolismo em plantas cultivadas na presenca de
nitrogénio, verificou-se que as diferentes fontes afetam, significativamente, o
processo fotossintético em plantas de seringueira. Plantas cultivadas com NH4"
apresentaram menores taxas fotossintéticas (4) e menor ETR, em relagdo as
plantas cultivadas com NOs".

Para melhor compreender os efeitos das diferentes fontes de N no
processo fotossintético, a curva A/Cc foi elaborada e, a partir desse modelo, foram
ajustados os valores de Vemax, J, TPU, Rd, gm e Jmax (FARQUHAR; VON
CAEMMERER; BERRY, 1980; FARQUHAR; VON CAEMMERER, 1982).
Verifica-se que a limitacdo da atividade fotossintética de plantas tratadas com
NH," é decorrente da menor velocidade de carboxilagdo da Rubisco (Vemax), 0 que
corrobora com a menor ETR também verificada nessas plantas. Limita¢des na
etapa de assimila¢@o de carbono sio reconhecidas por também limitarem a etapa
fotoquimica por feedback negativo. Além disso, menores taxas de assimilacdo de
carbono podem contribuir para o menor ponto de saturagdo de CO, verificado em

plantas tratadas com NH4" (em relagdo as tratadas com NOy).
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Porém, surge a questdo: Por que o tratamento com NHi" causa limitagdo na
atividade carboxilase da Rubisco, quando comparada as plantas cultivadas com
NO;? A resposta pode ser obtida pela analise dos seguintes resultados em plantas
tratadas com NHy4": 1) menor Vemax da Rubisco pode estar relacionada a uma maior
atividade oxigenase da enzima; 2) o aumento da respiracdo mitocondrial (Rd)
pode estar relacionado a maior demanda de ATP por parte da enzima glutamina
sintetase, durante o processo fotorrespiratério; 3) em mesmas condigdes de gs e
Ci, verificou-se uma menor condutancia do mesofilo (gm) o que pode acarretar
em menor difusdo de CO, entre as células do mesofilo e, consequentemente, a um
enriquecimento da pressdo parcial de oxigénio nas células, o que favorece a
fotorrespiracdo; 4) a maior atividade de CAT indica maior produgdo/degradacio
de H»O,, proveniente da conversdo de glicolato a glioxilato, durante o processo
fotorrespiratorio e, finalmente, 5) a atividade fotorrespiratoria foi de fato maior
nessas plantas. Portanto, apesar de fornecer os requerimentos adequados de
nitrogénio, o tratamento de plantas de seringueira com NH4" favorece a atividade
fotorrespiratoria, reduzindo o processo fotossintético. Porém, os mecanismos
envolvidos nesse processo devem ser mais estudados visando a melhor
compreensdo dos metabolismos do carbono e nitrogénio em seringueira e em
outras espécies. A utiliza¢do de isotopos estaveis (1°N) seria uma alternativa para

o esclarecimento dessa questdo.

5 CONCLUSAO

Verificou-se que o cultivo das plantas jovens de seringueira na presenga
de NH4" favoreceu o processo fotorrespiratorio, acarretando na diminui¢do das
taxas de assimila¢do de carbono, quando comparadas as plantas cultivadas com

NOs.
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CAPITULO 2

TROCAS GASOSAS E METABOLISMO DO NITROGENIO EM
PLANTAS DE SERINGUEIRA SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO E
ALAGAMENTO

RESUMO

Neste trabalho objetivou-se avaliar a influéncia de duas fontes nitrogenadas
(nitrato-NOs™ e amonio-NH4") e da baixa disponibilidade hidrica e de oxigénio no
substrato sobre as trocas gasosas, o metabolismo do nitrogénio (N), antioxidativo
e transporte de aminoacidos pelo xilema em plantas jovens de seringueira. As
plantas foram cultivadas em areia, utilizando solugdo nutritiva de Bolle-Jones na
auséncia de N e na presengca de N com concentracdo de 8 mM nas seguintes
proporgdes NOs/NH,": 8/0, 0/8 € 0/0. Trinta dias apds o cultivo das plantas nessas
condigdes, para simulacdo dos estresses hidrico e gasoso, as plantas foram
submetidas a baixa disponibilidade de dgua (BDA) e baixa disponibilidade de
oxigénio (BDO), estabelecendo-se os seguintes tratamentos: plantas cultivadas na
presenca de NOj irrigadas a 10% (NOsDH) e 100% (NOs"CC) da capacidade de
campo (CC) e alagadas (NOs™ A) através da submersdo das raizes; na presenga de
NH4" irrigadas a 10% (NH4" DH) e 100% da CC (NH4" CC) e alagadas (NHs" A);
e plantas cultivadas na auséncia de N irrigadas a 10% (ON DH) e 100% da CC
(ON CC) e alagadas (ON A). Apos 7, 14 e 21 dias da indugdo dos tratamentos com
limitagdo de dgua e oxigénio, foram avaliadas as trocas gasosas, a atividade de
algumas enzimas do metabolismo do N (GS/NADH-GOGAT/GDH) e
antioxidativo (SOD, CAT e APX) em folhas e raizes, e também a quantifica¢do
de aminoacidos presentes na seiva do xilema. A taxa fotossintética (4),
condutancia estomatica (gs) e transpira¢do (£) foram fortemente diminuidas, a
partir do 14° dia de avaliacdo nas plantas sob déficit hidrico. Foi observada
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT), exatamente
quando aumenta a produ¢@o do aminoacido GABA nas plantas sob estresse, em
maior intensidade naquelas cultivadas com amodnio e na auséncia de N sob
deficiéncia de O», e na tultima avaliacdo em todas as plantas sob déficit hidrico.
Os niveis de acimulo do GABA, nesse momento, sugere uma manifestacdo
metabdlica de estresse severo.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, fontes nitrogenadas, estresse hidrico, trocas
gasosas, GABA, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate the influence of two nitrogen sources (nitrate-NO;z™ e
ammonium-NH4") and low water availability and low oxygen availability in the
substrate on gas exchange, metabolism of nitrogen (N), antioxidant and amino
acid transport through the xylem in young rubber plants. Plants were grown in
sand with nutrient solutions Bolle-Jones in the N absence and N presence of a
concentration of 8 mM in the following proportionsNO3;/NH4": 8/0, 0/8 ¢ 0/0.
Thirty days after the cultivation of plants under these conditions, for simulation
of gas and water stress, plants were subjected to low water availability (LWA)
and low oxygen availability (LOA) establishing the following treatments: plants
grown in the presence of NOs™ irrigated to 10% and 100% of available water
capacity in the substrate, and flooded by submerging the roots; grown in the
presence of NH4" irrigated at 10% and 100% of available water capacity in the
substrate and flooded plants, and plants grown in the nitrogen absence irrigated at
10% and 100% of available water capacity in the substrate and flooded. After 7,
14 and 21 days of treatment induction with limited water and oxygen, gas
exchange, the activity of some enzymes of N metabolism (GS / NADH-GOGAT
/ GDH) and antioxidant (SOD, CAT and APX ) in leaves and roots and also the
quantification of amino acids in the xylem sap were evaluated. The photosynthetic
rate (A), stomatal conductance (gs) and transpiration (E) were strongly decreased
from the 14th day assessment in plants under water stress. Decreased antioxidant
enzymes activity (SOD and CAT) exactly when production increases the amino
acid GABA in plants under stress at a higher intensity in plants grown with
ammonium and in the N deficiency under O, absence, and the last evaluation was
observed in all plants under water deficit. The levels of accumulation of GABA
at this time suggests a metabolic manifestation of severe stress.

Keywords: Hevea brasiliensis, nitrogen sources, water stress, gas exchange,
GABA, antioxidant enzymes.

1 INTRODUCAO

A cultura da seringueira (Hevea brasiliensis), principal espécie produtora
de borracha natural do mundo, expandiu-se para além de sua area de origem, as

chamadas areas de escape, sendo cultivada em climas distintos aos das condicdes
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nativas (CONFORTO, 2008). Esse fator, juntamente com o cendrio atual de
mudancas climaticas que indicam a ocorréncia de eventos extremos com maior
frequéncia nos proximos anos, implicam na necessidade de estudos relacionados
as respostas fisioldgicas e ao comportamento dessa espécie em condi¢des
adversas, como limitacdo de agua e/ou encharcamento do solo.

O decréscimo no suprimento hidrico € o maior problema enfrentado pela
agricultura (HU; XIONG, 2014). Esse fator desencadeia varias respostas nas
plantas como: a reducdo do crescimento decorrente da diminui¢do da expansio
celular, fechamento estomatico que provoca a redugdo da taxa fotossintética, em
razdo do declinio da condutancia estomatica e, consequentemente, a diminui¢io
da concentragdo interna de CO,, além do aumento da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, promovendo estresse oxidativo (HONG-BO et al., 2008;
KAR, 2011).

O excesso de agua no sistema radicular em plantas terrestres ¢ também
um fendmeno comum a agricultura, principalmente em solos poucos drenados
apds um periodo de fortes chuvas, podendo ser prejudicial ou, até mesmo, letal as
plantas (DREW, 1997; LANZA; ROSSI; SODEK, 2013). A satura¢ao hidrica do
solo cria um ambiente hipdxico (baixa concentracdo de O,) ou andxico (auséncia
de O») pela eliminacdo dos espacos anteriormente ocupados pelo ar, afetando,
fortemente, a capacidade de sobrevivéncia das plantas, o que limita as trocas
gasosas, decorrente do aumento da resisténcia estomatica, diminui a fotossintese
e a condutividade hidraulica das raizes e ainda reduz a translocagdo de
fotoassimilados (PARENT et al., 2008).

Sabe-se que a sobrevivéncia das plantas terrestres depende da capacidade
das raizes em obter 4gua e nutrientes do solo (MAGALHAES FILHO et al., 2008).
Geralmente, a seca diminui a absor¢do de nutrientes pelas raizes e o transporte a
parte adrea, em razio da reducio da taxa transpiratéria (SANCHEZ-

RODRIGUEZ et al., 2011). Em plantas alagadas, quando a respiragdo acrdbica
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cessa nas raizes, ocorre queda nos niveis de energia (ATP), logo, a absor¢do e
transporte de ions ¢ reduzida (KOZLOWSKI, 1997). Portanto, tanto a baixa
disponibilidade de agua (BDA), quanto a baixa disponibilidade de oxigénio
(BDO), no substrato, interferem na absor¢do de nutrientes pelas plantas.

O nitrogénio (N) ¢ um dos elementos minerais mais limitantes para o
desenvolvimento vegetal, requerido em grande quantidade e essencial a
bioquimica de compostos enzimaticos € ndo enzimaticos como coenzimas,
pigmentos fotossintéticos e metabdlitos secundarios (MAATHUIS, 2009). A
preferéncia da planta pela fonte nitrogenada é imposta pelas pressodes seletivas e
adaptacdes fisioldgicas, e dependem de varios fatores como a necessidade de N
na planta, a energia disponivel para assimild-lo, a fonte disponivel no ambiente e
a localizagdo e regulacdo das enzimas envolvidas nesse processo, que determinam
os Orgdos ou os sitios de ligagio (TERCE-LAFORGUE; GISELA; HIREL, 2004).

Nitrato (NOs’) e aménio (NH4") sdo as principais formas minerais
disponiveis no solo para serem absorvidos pelas raizes, que, em seguida, passam
por complexos sistemas de assimilagdo, transformagdo e mobiliza¢do dentro das
plantas (OH; KATO; XU, 2008). Apos absorvidas, altas concentra¢des de NH4" é
toxico para planta ¢ deve ser rapidamente assimilado a compostos organicos
(LINKA; WEBER, 2005), sendo a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase
(GOGAT) as enzimas chave nesse processo, uma vez que a glutamato
desidrogenase (GDH) trabalha mais no sentido de desamina¢io (TERCE-
LAFORGUE et al., 2013).

Sabe-se que o metabolismo do nitrogénio ¢ afetado pelo estresse hidrico,
entretanto, pouco se conhece a respeito do comportamento das enzimas
envolvidas nesse processo diante de condigdes de estresse. Existem evidéncias de
que a adi¢do de nitrato em condi¢des de alagamento do sistema radicular (hipoxia)

promove tolerdncia ao estresse, porém os mecanismos bioquimicos envolvidos
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nessa tolerdncia sdo, ainda, pouco conhecidos (MALAVOLTA, 1954;
BRANDAO; SODEK, 2009; LANZA; ROSSI; SODEK, 2013).

O N assimilado ¢ transportado da raiz a parte aérea, principalmente, na
forma de aminoacidos através do xilema, por isso, a partir da analise da seiva do
xilema, pode-se obter informa¢des qualitativas e quantitativas acerca do
transporte de N em plantas (SAWAZAKI;,; SODEK; TEIXEIRA, 1987). Em
seringueira, ja foi detectado que, em baixa disponibilidade de oxigénio no solo,
ocorre o aumento de aminoacidos livres na seixa do xilema, a exemplo de Alanina
(ALA) e acido y- aminobutirico (GABA) (CARVALHO et al., 2013), o que pode
estar relacionado ao ajustamento no metabolismo celular para a planta tolerar o
estresse. Sob déficit hidrico, o acimulo de aminoacidos livres poderia contribuir
para a tolerancia da planta, pelo aumento do potencial osmdtico ou como uma
reserva de nitrogénio (NAVARI-IZZO et al., 1990), porém, em seringueira,
estudos que correlacionem fontes nitrogenadas e os aminoacidos transportados na
seiva do xilema em plantas sob déficit hidrico sdo ainda necessarios.

O GABA ¢ um aminoacido ndo proteico que se acumula rapidamente em
tecidos de plantas em respostas a estresses bidticos e abidticos, e tem sido
associado as varias respostas fisiologicas como metabolismo do nitrogénio
(armazenamento e/ou transporte de N), osmorregulacio, sinalizagdo e também
protecdo contra estresse oxidativo (BOUCHE; FROMM, 2004; ROBERTS,
2007). A ligagdo entre 0 GABA e assimilagdo de NOs;” ¢ NH4" em plantas de
seringueira sob estresses hidrico e gasoso ainda ndo sdo claras e necessitam de
investiga¢do mais aprofundada.

O conhecimento das altera¢des fisiologicas e bioquimicas em seringueira,
sob diferentes condigdes hidricas e fontes nitrogenadas, ¢ essencial para o
entendimento geral dos mecanismos de tolerancia dessa espécie, principalmente
porque as informagdes existentes sobre a seringueira nessas condi¢des sdo bem

escassas. Portanto, neste trabalho, objetivou-se avaliar a influéncia da auséncia de
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N e presenga de duas fontes nitrogenadas (NOs e NH4"), da baixa disponibilidade
hidrica e de oxigénio no substrato sobre as trocas gasosas, o metabolismo do
nitrogénio, antioxidativo e transporte de aminoacidos na seiva do xilema de

plantas jovens de seringueira.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio do setor de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, no
periodo de marco a novembro de 2013. As sementes de seringueira foram
coletadas no plantio multiclonal da “Fazenda Gundi” no municipio de
Nepomuceno — MG e no entorno do setor de Fisiologia Vegetal da UFLA,
selecionadas quanto a uniformidade de cor e tamanho e colocadas para germinar
em canteiros contendo areia lavada em agua corrente e com hipoclorito de sodio
0.5%.

Ao atingirem o estadio palito, as plantulas foram selecionadas quanto a
uniformidade e transplantadas, em numero de duas, para vasos de 5L contendo
areia lavada nas mesmas condi¢des descritas acima, totalizando oito vasos por
tratamento. Apos o transplante para os vasos, as plantas foram irrigadas com agua
destilada, durante cinco meses, quando foram induzidas aos tratamentos através
da irrigagdo, uma vez por semana, com solugdo nutritiva de Bolle-Jones (1957),
modificada por Lemos et al. (1999) conforme tabela 1, com nitrogénio na
concentra¢do de 8 mM, na forma de nitrato (NO5’) e amonio (NH4") nas seguintes
proporgdes NOs/ NH4": 8/0, 0/8 e 0/0. Na primeira semana, utilizou-se solu¢do
nutritiva com meia forga ionica, seguida da forga total nas semanas seguintes. A
temperatura no periodo experimental foi mantida entre 17,1°C (minima) e 33°C

(méxima).
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Um més apos o inicio da aplicacdo da solugdo nutritiva, as plantas foram
separadas em trés tratamentos: um controle, onde foram irrigadas até a capacidade
de campo; o segundo simulando o estresse hidrico, as plantas foram mantidas sob
restricdo hidrica severa, sendo irrigadas a 10% da capacidade de campo; e o
terceiro, simulando o estresse gasoso, pela deficiéncia de O, (hipoxia), os vasos,
nos quais as plantas estavam sendo cultivadas, foram colocados dentro de baldes
maiores ¢ as raizes alagadas com uma ldmina d’agua de 4cm acima do coleto.
Foram utilizadas solu¢des nutritivas diluidas, entretanto, as concentragdes de
nitrogénio foram mantidas. Os procedimentos para completar as solugdes, aferir
o pH ou qualquer outra manipulagdo foram realizados de modo que ndo houvesse
movimento da solucdo, para que ndo ocorresse aeragcdo do meio.

A capacidade de campo (CC) do substrato foi determinada a partir de trés
amostras de substrato areia, com peso de 250 gramas que foram secos em estufa
de circulagdo forcada a 70°C, por 72 horas. Logo apds, foi determinada a massa
da areia seca e, em seguida, foi feita a saturacdo do substrato com agua,
permanecendo por mais 72 horas, para que o excesso de agua fosse retirado,
restando apenas a quantidade aderida as particulas da areia. A partir desses
valores, foi determinado o valor de 0,21 m*.m™ para o substrato utilizado.

Apos esse calculo, foram utilizadas duas laminas d’agua: o tratamento
controle, com volume referente a 100% CC (1000mL) e o tratamento simulando
o déficit hidrico, com volume referente a 10% CC (100mL). No primeiro dia,
todos os vasos foram irrigados a 100% da CC e, a partir dai, a disponibilidade de
agua resultante nos vasos era variavel, por isso, os niveis de agua foram medidos,
semanalmente, para verificar a CC e completar cada vaso com seu valor
correspondente de agua ou solugdo nutritiva. Foram realizadas quatro medidas de
umidade do substrato, ao longo do periodo experimental, utilizando o sensor de

umidade ML2x ThetaProbe (Delta-tdevices).
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Dessa maneira, foram estabelecidos nove tratamentos: 1.1) Plantas
cultivadas na presenca de nitrato irrigadas a 10% da capacidade de campo (NO3
DH), 1.2) a 100% da capacidade de campo (NO3;CC) e 1.3) alagadas (NO3™ A);
2.1) Plantas cultivadas na presenga de amoénio irrigadas a 10% da capacidade de
campo (NH4" DH), 2.2) a 100% da capacidade de campo (NH4" CC) e 2.3)
alagadas (NH4" A); 3.1) Plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio irrigadas a
10% da capacidade de campo (ON DH), 3.2) a 100% da capacidade de campo (ON
CC) e 3.3) alagadas (ON A).

Sabe-se que o substrato areia ndo ¢ indicado em experimentos que
avaliam déficit hidrico em plantas, uma vez que a sua capacidade de retencéo de
agua, quando comparada ao solo argiloso, ¢ bem reduzida. Porém, esse tipo de
substrato foi utilizado, nesse estudo, porque permite um maior controle dos niveis
de nitrogénio avaliados.

Para verificar o efeito da duracdo dos estresses, apds 7, 14 e 21 dias da
indu¢do dos tratamentos, quatro plantas por tratamento, foram selecionadas
aleatoriamente para as avaliacdes biofisicas e bioquimicas. As solu¢des foram

aplicadas em intervalos de sete dias, sempre no dia anterior as coletas.
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Tabela 1. Composi¢ao da solugdo nutritiva de Bolle-Jones (1957) em funcao
dos diferentes tratamentos utilizados no experimento. UFLA, Lavras, MG.

Propor¢do de nitrato e aménio (mM)

Solugdo

Sal Estoque (SE) 0/0 8/0 0/8
Volume da SE
Macronutrientes (M) mL.L"!
Ca(NOs)» 0,5 - 6,0 -
KNO; 0,5 - 4,0 -
(NH4)2SO4 0,5 - - 6,0
(NH4)HPO4 0,5 - - 2,0
CaSOq4 0,01 150 - 150
KCl 0,5 2,0 - 4,0
MgSOy4 0,5 2,5 5,0 2,0
NaH,PO4 0,5 2,0 2,0 -
K2SO4 0,5 2,0 1,0 1,0
CaCl, 0,5 - - -
NazSO4 0,5 - - 1,0
NH4NO3 0,5
Micronutrientes mmol.L!
H3BO; 25 1,0 1,0 1,0
CuSOs4 0,5 1,0 1,0 1,0
F¢-EDTA 20 1,0 1,0 1,0
HoMoOy 0,5 1,0 1,0 1,0
MnSO4 2 1,0 1,0 1,0
ZnS0y4 2 1,0 1,0 1,0
Elemento Concentragdo total (mg.L")
N 0 112 112
P 31 31 31
K 117 117 117
Ca 60 120 60
Mg 30 60 24

S 120 96 198
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2.1. Caracteristicas avaliadas

2.1.1. Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas entre 9 e 11 horas da manha, utilizando
um analisador de gas infravermelho IRGA (Infra red Gas Analyzer, L16400,
Licor). Foi utilizada uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo
(DFFFA) de 1000 umol m? s!, semelhante a que as plantas foram crescidas. A
taxa assimilatoria liquida de CO; (4, pmol CO> m? s), a conduténcia estomatica
(gs, mol H,O m? s!) e a taxa transpiratéria (E, mmol H,O m? s!) foram
determinadas.

O potencial hidrico foliar ndo foi avaliado, neste trabalho, em razio da
quantidade limitada de folhas, porém, através dos parametros de trocas gasosas

(gs e E) pode-se inferir o status hidrico da folha.

2.1.2. Analises Bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Nutrigdo e
Metabolismo de Plantas e no Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia Molecular
de Plantas. Folhas novas completamente expandidas e as raizes, apds serem
separadas da parte aérea e lavadas, foram coletadas, pesadas, acondicionadas em
envelopes de papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer a - 80°C para as
posteriores analises.

As quantificacdes das atividades das enzimas do metabolismo do
nitrogénio avaliadas, seguiram os protocolos de rotina do Laboratério de Nutricdo
e Metabolismo de Plantas da UFLA.

A anélise da redutase do nitrato, empregou-se o método in vivo e a
obtengdo dos extratos ¢ o ensaio enzimatico da sintetase da glutamina (GS),
glutamato sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH), foram realizados

da seguinte forma: o material vegetal utilizado foi composto de 0,5 gramas de
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laminas foliares ou raizes laterais previamente lavadas em agua destilada, sendo
imediatamente colocadas em papel aluminio e congeladas em ultrafreezer.

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela maceragdo de 0,5
gramas de tecido em graal com N3 liquido, em SmL de um meio composto por
tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7.5, 10% de polivilpolipirrolidona (PVPP),
ditiotreitol (DTT) 2 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1M. Apos centrifugagdo a 13000 g por 20’ a
4°C, o sobrenadante foi acondicionado em eppendorfs e mantidos sob
refrigeracéo.

O ensaio das enzimas GS, NADH-GOGAT e GDH foi realizado segundo
Delu- Filho et al. (1998), Shan et al. (2012) e Carvalho (2012). O produto da
reagdo da GS, o quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato (GHA), foi determinado em
espectrofotdmetro a 540nm e a atividade enzimatica expressa em umol de GHA.g
'MF.min!. A atividade da NADH-GOGAT foi determinada pelo decréscimo na
concentragdo do NADH avaliado a 340 nm, o ensaio da desidrogenase do
glutamato (GDH) também foi monitorado pela oxidagdo do NADH a 340 nm.

Para a quantificagdo das atividades das enzimas do metabolismo
antioxidante avaliadas, foram utilizados os protocolos de rotina do Laboratdrio de
Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas da UFLA. Aproximadamente, 200
mg de lamina foliar e tecido radicular foram macerados, separadamente, em N>
liquido acrescido de PVPP (Polivinilpolipirolidona) insolivel, para que ndo
houvesse oxidagdo e, homogeneizados em 1,5 mL do tampdo de extracdo
composto de: Fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e &cido
ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado em ultrafreezer para posteriores
analises das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato

peroxidase (APX).
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A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima feito da seguinte
maneira: % DE INIBICAO = (A560 amostra com extrato enzimatico — A560
controle sem enzima) / (A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do
NBT nas condigdes de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme Havir e McHale (1987). A
atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm,
a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de
hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™' ecm™.

A atividade da APX foi determinada segundo Nakano e Asada (1981), por
meio do monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15
segundos, por 3 minutos. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM-

lem™.

2.1.3. Quantificaciio de Nitrato e Aminoacidos na seiva do xilema

A coleta da seiva do xilema foi obtida por meio da metodologia adaptada
de Scholander et al. (1964), Milburn e Ranasinghe (1996), Stoermer et al. (1997)
e Diniz (2011). Todas as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas em freezer para a realizag¢do das andlises posteriormente.

A determinacdo do nitrato foi realizada seguindo a metodologia proposta
por Cataldo et al. (1975). Nos tubos de ensaio foram pipetados 100 pL da amostra
(seiva) e 400 pL do reagente salicilico (acido salicilico 5% p/v em H>SOs
concentrado) agitando-se cada tubo. Decorridos 20 minutos, a temperatura
ambiente, foram adicionados lentamente 9,5mL de NaOH 2N. Apds resfriamento
a temperatura ambiente, os tubos foram agitados novamente e medidas as

absorbancias a 410nm.
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A quantificacdo dos aminodcidos foi realizada no Laboratério de
Pedologia e Geoquimica Ambiental do departamento de Ciéncias do Solo da
UFLA.

Os padrdes externos para padrdes de aminoécidos livres foram adquiridos
da Agilent Technologies (Waldbronn, Germany) contendo (alanina, arginina,
aspartato, cistina, acido glutamico, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, serina, treonina, tirosina e valina), acrescido de GABA (acido y
aminobutirico) e triptofano da Sigma-Aldrich. Para a validagdo do método de
quantificacdo, recuperagdo dos aminoacidos e qualidade das andlises quimicas
utilizou-se a norvalina (acido 2-aminopentanoico) da Sigma-Aldrich como padrao
interno. Preparou-se uma solucgéo estoque de aminodcidos na concentragéo de 1
pumol/mL, e as concentragdes da curva padrao foram (0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75;
e 1 pmol/mL). A deteccdo dos aminoacidos foi obtida com a derivagdo
automatizada, usando o orto-ftaldialdeido (OPA) e analisado por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) de fase reversa, de acordo com as instrugdes
descritas pela Agilent. As amostras filtradas da seiva do xilema foram
determinadas, usando uma coluna analitica Zorbax Eclipse AAA (150 x 4.6 mm
x 5 um) e a andlise foi monitorada a 338nm com a coluna a 40°C. A fase movel
foi preparada por meio de um gradiente, a partir da mistura de 40 mM de
NaH,PO4H,O (solvente A, pH 7.8) e ACN:MeOH:agua (45:45:10, v/v/v)
(solvente B). A taxa de fluxo foi configurada a 2mL/min e o volume de inje¢do
de 20 pL. O gradiente foi programado para um total de 30 minutos e a
quantificacdo dos diferentes compostos foi baseada nas areas dos picos e
calculado como equivalentes de compostos padrdes representativos. Todos os
contetidos foram expressos em miligramas por mL de seiva. Cada resultado

mostrado nas figuras ¢ a média de trés repeti¢des por tratamentos.

2.2. Delineamento experimental e analise estatistica
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (3x3), composto por trés condigdes ambientais de substrato (CC,
BDA e BDO) e trés fontes de nitrogénio (NOs-, NH4" e ON) com 4 repeti¢oes. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo utilizado o teste de
Scott-Knott para a comparagao de médias entre os tratamentos (a apresentagao e
discussdo dos resultados foram subsidiados pela andlise estatistica que nao foi
apresentada nos graficos). Para a plotagem das figuras foi utilizado o programa

Sigma Plot, versdo 11.0.

3 RESULTADOS

3.1. Trocas Gasosas

As fontes nitrogenadas favoreceram a taxa assimilatdria liquida de CO»
(4) (Fig.1). Sob baixa disponibilidade de agua (BDA), 4, condutancia estomatica
(gs) e taxa transpiratoria (E) (Fig.2 A e B) foram fortemente diminuidas, a partir
do 14° dia de avaliacdo em todos os tratamentos, independente de presenga ou
auséncia de N no substrato. Nessa condi¢@o hidrica, as plantas cultivadas na

presenca de NH4" apresentaram menor gs ¢ E (Fig.2A ¢ B).
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Figura 1 Taxa assimilatoria liquida de CO; (A) de plantas jovens de seringueira cultivadas
na presenca de NO37, NH4" e na auséncia de N em trés condigdes hidricas: capacidade de
campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio
(BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias ap6s a indugdo do estresse. Barras representam média
+ desvio padrdo de quatro repeti¢des.

Sob baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) a gs também foi diminuida
a partir do 14° de avaliacdo (Fig.2A). No geral, plantas cultivadas com nitrato
apresentaram maiores valores de E.

As plantas cultivadas na auséncia de N apresentaram as menores taxas de

A, gsek.
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Figura 2 Condutancia estomatica (gs) (A) e taxa transpiratoria (E) (B) de plantas jovens
de seringueira cultivadas na preseng¢a de NOs-, NH4* ¢ na auséncia de N em trés condi¢oes
hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apods a indugdo do
estresse. Barras representam média + desvio padrdo de quatro repeti¢des.
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3.2. Enzimas do Metabolismo do Nitrogénio

A atividade da enzima glutamina sintetase (GS) foi maior em relagéo a
glutamato desidrogenase (GDH) em folhas (Fig.3 A e B). Aos 21 dias, a atividade
da GDH foi praticamente inibida em todos os tratamentos, enquanto a GS
aumentou sua atividade, principalmente nas plantas sob BDA. Nas raizes, a
atividade da GS também foi superior a da GDH. Glutamato sintase (NADH-
GOGAT) e GDH néo apresentaram diferenca entre os tratamentos (Fig. 4 A, B e
O).
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Figura 3 Atividades das enzimas glutamina sintetase (GS) (A) e glutamato desidrogenase
(GDH) (B) em folhas de plantas jovens de seringueira cultivadas na presen¢a de NO3",
NH4" e na auséncia de N em trés condi¢des hidricas: capacidade de campo (CC), baixa
disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos
7, 14 e 21 dias apds a indugdo do estresse.
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Figura 4 Atividades das enzimas glutamina sintetase (GS) (A), glutamato sintase (NADH-
GOGAT) (B) e glutamato desidrogenase (GDH) (C) em raizes de plantas jovens de
seringueira cultivadas na presenca de NOs", NH4" e na auséncia de N em trés condi¢des
hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa
disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apods a inducdo do
estresse. Barras representam média + desvio padrdo de quatro repeti¢des.
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3.3. Nitrato na seiva do xilema

O transporte de NOs na seiva do xilema foi verificado apenas nas plantas
tratadas com esse anion (Fig.5). As plantas sob BDO apresentaram alto teor de

nitrato sendo transportado na seiva do xilema, aos 14 dias apds imposi¢do do

estresse.
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Figura 5 Teor de nitrato na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira cultivadas na
presenca de NOs; em trés condig¢des hidricas: capacidade de campo (CC), baixa
disponibilidade de 4gua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos
7, 14 ¢ 21 dias apds a indugdo do estresse. Barras representam média =+ desvio padrdo de
quatro repetigdes.
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3.4. Aminoacidos translocados na seiva do xilema

Os principais aminoacidos transportados na seiva do xilema foram: Acido
y-aminobutirico (GABA) (Fig.6), Asparagina + Aspartato (ASX) ¢ Glutamina +
Glutamato (GLX) (Fig. 7), Alanina (ALA), Arginina (ARG) e Serina (SER)
(Fig.8). Na figura 9, mostra-se a soma dos outros aminoacidos encontrados na

seiva do xilema de plantas jovens de seringueira.
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Figura 6 Acido y-aminobutirico (GABA) translocado na seiva do xilema (em mg/mL) de
plantas jovens de seringueira cultivadas na presenca de NOs”, NH4" e na auséncia de N em
trés condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA)
e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a inducdo
do estresse.
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Figura 7 Asparagina + Aspartato (ASX) e Glutamina + Glutamato (GLX) translocados na
seiva do xilema (em mg/mL) de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenga de
NOs, NH4" e na auséncia de N em trés condigdes hidricas: capacidade de campo (CC),
baixa disponibilidade de agua (BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO)
avaliados aos 7, 14 e 21 dias ap6s a indugdo do estresse.
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Figura 8 Alanina, Arginina e Serina translocados na seiva do xilema (em mg/mL) de
plantas jovens de seringueira cultivadas na presenga de NO3, NH4" e na auséncia de N em
trés condi¢des hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de d4gua (BDA)
e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a indugio
do estresse.
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Figura 9 Somatorio dos outros aminodcidos translocados na seiva do xilema (em mg/mL)
de plantas jovens de seringueira cultivadas na presenga de NOs", NH4" ¢ na auséncia de N
em trés condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua
(BDA) e baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 e 21 dias apos a
indu¢do do estresse. Outros incluem: Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano, Tirosina e Valina.

O resultado mais notavel foi a indugdo de um aumento muito expressivo
no conteudo de alanina e GABA pela deficiéncia de O nas plantas cultivadas com
amonio e na auséncia do nitrogénio. A BDA promoveu aumento significativo de
ASX, GLX e GABA, apos 21 dias da indugio do estresse.

Na soma dos aminoacidos Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano e Tirosina, as plantas cultivadas
com amonio, principalmente sob BDO, apresentaram maior concentracdo na seiva

do xilema.
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3.5. Enzimas do Metabolismo Antioxidante

As fontes nitrogenadas (NO3 e NH4") favoreceram as atividades das
enzimas SOD e CAT nas laminas foliares no primeiro dia avaliado (7 Dias) (Fig.
10 A e B). A atividade da SOD nas plantas cultivadas com NO;™ apresentaram o
mesmo comportamento, independentemente do status hidrico e as cultivadas com
NH," sob BDO apresentaram menor atividade. No decorrer dos dias, a atividade
da CAT foi diminuida e nas plantas sob BDO essa queda foi mais pronunciada.
Plantas cultivadas sem nitrogénio apresentaram as menores atividades da CAT
nas folhas.

Nas raizes, plantas sob BDO apresentaram maiores atividades da SOD e
CAT. As plantas cultivadas com NO; sob BDO tiveram atividade da SOD
crescente, e as adubadas com NH4" apresentaram maior atividade da CAT, sete
dias apos a imposicdo do estresse. Sob BDA as plantas adubadas com
NHs apresentaram maior atividade da SOD.

A atividade da APX em folhas ¢ raizes de seringueira ndo foi detectada.
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Figura 10 Atividades das enzimas antioxidantes SOD (A) e CAT (B) em folhas de plantas
jovens de seringueira cultivadas na presenga de NO3", NH4" e na auséncia de N em trés
condig¢des hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e
baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias ap6s a inducdo do
estresse. Barras representam média + desvio padrdo de quatro repeti¢des.
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Figura 11 Atividades das enzimas antioxidantes, SOD (A) e CAT (B) em raizes de plantas
jovens de seringueira cultivadas na presenga de NO3", NH4" e na auséncia de N em trés
condigdes hidricas: capacidade de campo (CC), baixa disponibilidade de agua (BDA) e
baixa disponibilidade de oxigénio (BDO) avaliados aos 7, 14 ¢ 21 dias apos a indugéo do
estresse. Barras representam média + desvio padrio de quatro repeti¢des.
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4 DISCUSSAO

Plantas jovens de seringueira mantém suas atividades fotossintéticas em
condi¢des adequadas até sete dias apds exposi¢do aos estresses (BDA e BDO).
Depois desse tempo, a deficiéncia de agua afeta profundamente o metabolismo
dessas plantas independente de presenca ou auséncia de fonte nitrogenada no
substrato, verificado pela redugdo da taxa assimilatoria liquida de CO; (4),
condutancia estomatica (gs) e taxa transpiratdria (E) (Fig. 1 e 2).

A diminuic¢do de gs e E justifica a queda das taxas de 4. Esse fato indica
fechamento estomatico como estratégia de defesa, que minimiza a perda de agua
pela transpiragdo e ajuda a manter o elevado teor hidrico nas folhas. O declinio
desses pardmetros caracteriza efeito protetor, o que permite a planta economizar
e melhorar a eficiéncia do uso da agua (EUA) (CHAVES et al., 2009). O aumento
da FUA ¢ uma estratégia adotada pelas plantas em condi¢des de déficit hidrico
para minimizar as perdas de agua, por meio do controle da abertura dos estdmatos.
Segundo Conforto (2008), plantas jovens de seringueira do clone RRIM 600 e
GT1 sob baixa disponibilidade hidrica cessam a taxa assimilatéria liquida de CO;
em 17 e 20 dias, respectivamente. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados neste trabalho.

Na primeira semana avaliada, as taxas fotossintéticas das plantas
cultivadas em deficiéncia de O> no substrato foram menores quando comparadas
as plantas sob BDA e CC (Fig.1), isso mostra que o alagamento tem forte impacto
nos primeiros dias de estresse, porém, no decorrer do tempo, os valores de 4
mantiveram-se estaveis, diferentes das plantas sob deficiéncia hidrica que
diminuiram bruscamente. O decréscimo da gs é também uma resposta comum ao
alagamento promovido pelo fechamento estomatico (KOZLOWSKI, 1997). A
hipoxia leva ao aumento da acidez nas células das raizes e consequente

diminui¢do do pH. Esse fato implica na inibi¢do da atividade das aquaporinas,
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proteinas de membrana presentes nas células vegetais que facilitam o transporte
de 4gua, e na consequente diminui¢do da permeabilidade e da condutividade
hidraulica das raizes que inibe a absor¢do de agua, levando a planta a uma
condicdo de déficit hidrico (TOURNAIRE-ROUZ et al., 2003; MAUREL et al.,
2008). A redugdo em E de plantas submetidas ao alagamento, também ocorre em
razao da diminui¢@o na gs.

Mais uma vez, a importancia do nitrogénio na manutenc¢do de elevadas
taxas de assimila¢do de carbono em plantas de seringueira foi demonstrada. O
aumento do tempo de exposicdo a fonte nitrogenada altera, positivamente, a
atividade fotossintética de plantas bem irrigadas (CC), verificadas pelo aumento
de A, diferente daquelas cultivadas na auséncia de nitrogénio, o que reforga a
necessidade do N na composi¢do das clorofilas e complexos enzimaticos e ndo
enzimaticos, importantes para o metabolismo vegetal. Porém, é interessante
observar que as maiores taxas de 4 obtidas nas plantas alagadas cultivadas na
presenca de N sdo similares a das plantas controle cultivadas na auséncia de
nitrogénio (ON CC). Esse fato mostra que plantas jovens de seringueira bem
hidratadas cultivadas na auséncia de nitrogénio (deficiéncia) apresentam
comportamento fotossintético igual ao de uma planta alagada. Tal situagdo mostra
que sob estresse, as respostas de trocas gasosas sdo mais influenciadas pelo fator
“agua” do que pela presenca ou auséncia de fonte nitrogenada.

A atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio parece ndo sofrer
muita alteragdo quanto ao tipo de estresse e fontes nitrogenadas. Foi observado
um ligeiro aumento da glutamina sintetase (GS) foliar das plantas cultivadas com
NH4" e a maior atividade dessa enzima em relagdo a glutamato desidrogenase
(GDH) nesse orgdo (Fig.3). A atividade da GS nas laminas foliares de seringueira
depende de outra fonte de amdnio, pois em decorréncia da auséncia da redutase
do nitrato (RN) nas folhas, nio detectada até o momento (DELU-FILHO;
OLIVEIRA; ALVES, 1997, LEMOS et al.,, 1999; SHAN et al.,, 2012) e
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confirmada neste trabalho, ¢ a concentragdo muito baixa de NH4" transportado na
seiva (DINIZ, 2011; CARVALHO, 2012), essa enzima nao utiliza o N absorvido
pelas raizes na forma de NOs'e diretamente transportado a parte aérea pelo xilema.
Esse resultado indica que o NH4" utilizado pela GS pode ser decorrente da
fotorrespiracdo, da a¢do da asparaginase ou da protedlise (LEA; ROBINSON;
STEWART, 1990). A degradagdo de proteinas e aminoacidos também pode
explicar o aumento da GS nas folhas das plantas cultivadas sob estresse (BDA e
BDO), no final do experimento. Nesse mesmo periodo, foi observado decréscimo
da atividade da enzima GDH nas folhas, o que pode corresponder a uma inibigéo
dessa enzima provocado pelo estresse (Fig.3). Nesse cendrio, os presentes
resultados, apoiam o papel da GS na assimilacdo de nitrogénio, mesmo sob
condigdes adversas de ambiente, em detrimento da GDH, comprovando que essa
enzima ¢ mais efetiva no sentido de desaminagio (TERCE-LAFORGUE et al.,
2013).

Nas plantas controle, a atividade da GS foliar foi menor naquelas
cultivadas na presenca de nitrato, quando comparada as cultivadas na presenga de
amonio. Além disso, a absor¢do e o transporte do NO3™ ocorreu mesmo sob
estresse, observado pelo aumento de nitrato na seiva do xilema, principalmente,
aos 14 dias de imposic¢ao do estresse nas plantas controle e alagadas (Fig.5). Nessa
avaliagio, a atividade da GS foi diminuida nessas plantas. De forma interessante,
esses resultados reforgam a hipotese da auséncia e/ou inibi¢do da RN nas laminas
foliares de seringueira.

O nitrato transportado através da seiva do xilema pode ter sido
armazenado nos vacuolos, ja que esse ion ¢ mais facilmente distribuido por toda
a planta em comparagdo ao NH4* (DECHORGNAT et al., 2011) e pode ser
acumulado nos vacuolos de raizes e parte aérea de onde ele pode ser recuperado
facilmente (LI; WANG; STEWAR, 2013). Além disso, quando a sintese de

carboidratos ¢ diminuida e as substincias organicas no vactolo também sio
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diminuidas, o nitrato pode desempenhar um papel na regulacdo osmdtica (LI;
WANG; STEWAR, 2013). Esse mecanismo de regulagdo pode ser um dos
principais fatores para o melhor funcionamento das plantas jovens de seringueira
cultivadas na presenca de nitrato e contribuir para a melhor tolerancia dessas
plantas frente as condi¢des adversas. Entretanto, mais estudos serdo necessarios
para a melhor compreensao dessa estratégia, especialmente em plantas sob BDA
e, também, para certificar o verdadeiro papel do nitrato transportado para parte
aérea de plantas jovens de seringueira, uma vez que “ndo” pode ser metabolizado
nas folhas.

Nas raizes, também nao foi detectada a atividade da redutase do nitrato e
a atividade da GDH foi fortemente diminuida nas plantas sob estresse (Fig.4).
Para a atividade da NADH-GOGAT nao houve variagdo entre os tratamentos.
Quando comparada as atividades enzimaticas da GS com a NADH-GOGAT nas
raizes, mostra que houve formagao de glutamina, comprovada pelo transporte de
aminodacidos na seiva do xilema, por meio dos valores de GLX.

A andlise geral do conteido de aminoacidos endogenos indica que a
hipoxia levou ao redirecionamento do metabolismo de aminoacidos,
particularmente para alanina ¢ sintese de GABA, principalmente em plantas
cultivadas com amonio e desprovidas de N, e o déficit hidrico ao aumento da
sintese de ASX (asparagina + glutamina), GLX (glutamina + glutamato) e mais
uma vez do GABA, que apresentaram maior acumulo nessa situacao (Fig. 6, 7 ¢
8). No geral, o NH4" promoveu uma alta incorporagdo de N em aminoacidos, o
que ja era esperado, ja que a assimilacdo do amdnio em aminoacidos € mais barata
em termos energéticos. Para a reducdo e assimilagdo de NOs", grandes quantidades
de energia e esqueletos de carbono sdo necessarias em relagdo ao NH4" (LI,
WANG; STEWAR, 2013).

Os resultados encontrados neste trabalho, quanto ao padrio de

transloca¢do de aminoécidos no xilema, estdo de acordo com Alves (2001) que
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encontrou glutamina e a arginina, independente da fonte de N utilizada e com
Diniz (2011) que, estudando bactérias diazotrdficas associadas a plantas jovens
de seringueira e sua influéncia sobre o metabolismo do nitrogénio encontrou
glutamina, GABA, aspartato, arginina, glutamato, alanina e serina como o0s
principais transportados nas plantas controle suplementadas com 8mM de N
(5mM NOs7/ 3mM NHy").

Em plantas, o GABA é conhecido por se acumular em condigdes de
estresses, entretanto, a consequéncia desse acumulo em tecidos vegetais ¢, ainda,
pouco entendida. Foi verificado que os niveis de GABA sdo muito elevados sob
condicdes anaerdbicas (CRAWFORD et al., 1994; OLIVEIRA; SODEK, 2013) e
de seca (RAGGI, 1994; THOMPSON; STEWART; MORRIS, 1966). A alanina,
assim como o GABA, surge em maiores propor¢des, quando organismos
aerobicos sdo privados de O,, sendo a fosforilacdo oxidativa mitocondrial inibida,
enquanto as vias da glicdlise e fermentacdo sdo promovidas, levando a um
acumulo desses aminoacidos (FAN et al., 1997). Um papel do GABA foi proposto
na tolerdncia & deficiéncia de O,, uma vez que o seu catabolismo para y-
hidroxibutirato contribui para regeneragdo do NAD* em condi¢des de hipoxia
(BREITKREUZ et al., 2003), enquanto que a sintese de GABA, através da
glutamato descarboxilase (GAD), consome H*, contrabalanceando, assim, os
efeitos prejudiciais da acidificagdo citosolica durante hipoxia (CRAWFORD et
al., 1994). O envolvimento de alanina na regulag@o do pH citosélico em condi¢des
de hipoxia também tem sido sugerido e o aumento no contetdo total de
aminoacidos em plantas sob estresse tem sido associado a efeito protetor da
viabilidade celular (SHINGAKI-WELLS et al., 2011).

Em plantas superiores, também ocorre acimulo de GABA e prolina como
respostas fisiologicas tipicas ao déficit hidrico (LIU; ZHAO; YU, 2011). O
GABA pode funcionar como um osmoprotetor e mitigar o efeito do estresse

(SHELP; BOWN; MCLEAN, 1999) e o acumulo desse aminoacido nas células
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pode equilibrar a diminui¢do do potencial hidrico que ocorre durante a
desidratag@o celular (KINNERSLEY; TURANO, 2000). Nas plantas cultivadas
na auséncia de N, a diminui¢do do teor de arginina pode indicar que o aumento da
producdo do GABA seja proveniente do metabolismo das poliaminas, conforme
sugerido por Diniz (2011). Esses resultados sugerem o que tem sido encontrado
em outras espécies, que o GABA pode ser um sinalizador de estresse responsavel
pela ativagdo de mecanismos fisioldgicos em plantas jovens de seringueira, mas
o seu papel na tolerincia ao estresse hidrico dessa espécie precisa ser melhor
compreendido.

Das enzimas avaliadas, a SOD e a CAT foram as principais responsaveis
pela limpeza das EROs neste estudo. Os resultados mostram, mais uma vez, que
plantas jovens de seringueira apresentam suas atividades fisioldgicas normais até
sete dias apds a imposicdo do estresse e, apds esse periodo, o metabolismo da
planta passa a ser mais fortemente comprometido. O acimulo do GABA nesse
momento pode ser indicador de estresse severo. O aumento da atividade das
enzimas SOD e CAT nas laminas foliares das plantas cultivadas na presenca de
N, uma semana apds a imposi¢do do estresse, demonstra que houve estresse
oxidativo, mas as plantas foram capazes de atuar na detoxificacdo das EROs,
porém com a diminui¢do da CAT no decorrer dos dias, principalmente nas plantas
deficientes de O, o estresse foi mais severo e o sistema de defesa dessas plantas
foi ineficaz para controlar o estresse oxidativo. As plantas tratadas sem fonte de
nitrogénio, mostraram as menores taxas, em razdo da caréncia desse elemento
essencial a formagdo das enzimas. Nesse caso, as plantas sofreram duplo estresse,
além do alagamento e falta d’agua, a deficiéncia de N pode ter sido fator chave
nessa resposta. Nas raizes, o alagamento favoreceu o aumento da atividade da
SOD e CAT. Esse fato também pode ser correlacionado a aumento do GABA
nessas plantas. Esses resultados sdo contrastantes aqueles encontrados por

Carvalho (2012) em plantas de seringueira alagadas, uma vez que ndo foi



99

verificada atividade das enzimas antioxidantes nas raizes, e nas folhas os
resultados foram similares apenas para a CAT nas plantas cultivadas sem fonte
nitrogenada. Esse fato pode ser decorrente da origem das sementes (material
genético), da diferenca de clones e também da idade das plantas.

Os principais mecanismos de eliminacdo das EROs agem conjuntamente
e incluem um sistema enzimatico extremamente eficiente, composto pelo
superdxido dismutase (SOD), enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, a exemplo
da ascorbato peroxidase (APX), e catalase (CAT). A SOD ¢ a primeira linha de
defesa, no ataque as EROs, e, rapidamente, elimina o superdxido, uma das
primeiras EROs formadas, gerando oxigénio e perdxido de hidrogénio (H202), ou
seja, a SOD apenas converte uma espécie reativa em outra, logo, o H>O, também
precisa ser eliminado, para evitar danos a célula. Nesse caso, a CAT e APX sdo
as principais enzimas responsaveis pela quebra dessa molécula, porém elas
apresentam afinidades diferentes para o H,O, e parecem ter diferentes funcdes
celulares nesse processo. Enquanto a CAT tem afinidade mais baixa para o H>O»
e esta localizada, exclusivamente, nos peroxissomos, a APX tem alta afinidade, e
estd localizada em varios compartimentos celulares. Dessa maneira, a CAT
remove o excesso de produgdo de EROs, atuando quando o estresse ¢ mais severo,
ao contrario da APX que elimina o H,O, quando em baixas concentragdes, sendo
utilizada para fins de sinalizagdo (WILLEKENS et al., 1997; NOCTOR; FOYER,
1998). Diante disso, observa-se que o aumento da CAT pode ser decorrente do
estresse severo acometido nessas plantas e também decorrente do processo
fotorrespiratorio.

As plantas cultivadas com NH4" e na auséncia de N apresentaram
comportamentos semelhantes quanto as trocas gasosas e composi¢do de alguns
aminoécidos (GABA e GLX) na seiva, no final do experimento. Esse fato, mais
uma vez constata que o cultivo com nitrato favorece o melhor funcionamento das

plantas de seringueira em condi¢des normais e também sob estresse. A eficacia
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das plantas cultivadas com NO; pode ser comprovada, por meio do melhor
desempenho fotossintético, além dos mecanismos de defesa vistos pelo aumento
das enzimas antioxidantes e também pelo menor acumulo de GABA na seiva do
xilema, indicando que essas plantas apresentam melhores estratégias de

sobrevivéncia e, provavelmente, de tolerancia.

5 CONCLUSAO

A influéncia do nitrogénio no funcionamento de plantas jovens de
seringueira em condi¢cdes normais e sob condigdes de BDA ¢ BDO foi
comprovada. Foi constatado também que o GABA ¢é o principal aminoacido
transportado das raizes para parte aérea sob condi¢des de déficit hidrico e gasoso

em plantas de seringueira.
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CONSIDERACOES FINAIS

Trabalhos futuros poderdo responder as duvidas relacionadas ao
metabolismo do N em plantas de seringueira, principalmente quando se trata da
influéncia do NOs™ e do NH4" no desempenho metabolico dessa espécie em
condig¢des normais e sob condi¢des adversas de ambiente.

Para isso, mais estudos sdo necessarios visando a esclarecer a importancia
do NH4" no processo fotorrespiratdrio, a auséncia e/ou inibi¢do da redutase do
nitrato nas folhas, o papel do NOs como agente osmético ¢ as formas de transporte
de nitrogénio no floema. A utilizagdo de isotopos estaveis ('°N) no
desenvolvimento dessas pesquisas ¢ de grande relevancia para esclarecer essas
questdes. Deve ser considerado, também, estudos avaliando diferentes
concentragdes de Molibdénio na solugdo nutritiva, pois os niveis deste elemento,
provavelmente, interferem na atividade da RN.

Além disso, estudos moleculares, avaliando a expressdo de genes
relacionados as aquaporinas com as fontes de nitrogénio (NOs™ ¢ NH4"), € a
relacdo desses com a tolerdncia ao estresse hidrico sdo também necessarios, pois
ja se sabe que os produtos da assimilagdo do N sdo requeridos para ativar as
fungdes das aquaporinas e que as fontes nitrogenadas interferem de forma
diferenciada na expressdo de determinados genes. O estudo dos genes
relacionados a0 GABA e a Alanina sdo também necessarios, a fim de se
compreender o papel desses aminoacidos no funcionamento de plantas de

seringueira cultivadas em condi¢des normais e sob estresse.
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