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RESUMO

A assimilacéo de carbono depende, essencialmente, da capacidade das plantas em capturar e
usar os recursos primarios disponiveis, dentre os quais destaca-se a forma e a quantidade de
nitrogénio. Espécies de leguminosas, quando em simbiose com bactérias do género
Rhizobium presentes no solo, fixam o nitrogénio molecular (N,) e passam a ter maiores teores
desse nutriente. No entanto, a disponibilidade de nitrogénio mineral no solo na forma de
nitrato e amonio pode reduzir o processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio e ocasionar
mudancgas no transporte de compostos nitrogenados via xilema. Assim, informacgdes que
relacionam o uso das diferentes formas de nitrogénio por espécies de leguminosas sao
necessarias para melhor compreensdo do uso do nitrogénio, do efeito sobre a fotossintese e,
por conseguinte, o crescimento e ganho de biomassa. O objetivo desta pesquisa foi investigar
as respostas de crescimento, assimilacdo de carbono, a sensibilidade do processo de fixacédo
bioldgica do nitrogénio e as possiveis alteracdes de compostos transportados via xilema em
plantas jovens de Inga macrophylla noduladas e submetidas a fertilizacdo com nitrogénio
mineral (nitrato e amdnio) na concentracdo de 5 mM. Durante 150 dias de experimentacéo e
com intervalos regulares, as seguintes variaveis foram determinadas: taxa de crescimento
relativo e absoluto em altura e diametro; morfologia foliar; nodulacéo; acimulo e alocacéo de
massa seca; teores foliares e radiculares de nutrientes; teores de pigmentos cloroplastidicos;
fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, acumulo de nitrato, aménio e ureideos em folhas,
raizes, nddulos e seiva e o transporte de compostos nitrogenados via xilema. De modo geral,
a fertilizacdo amoniacal e nitrica promoveu as maiores taxas de crescimento absoluto e
relativo em altura em relacdo aos demais tratamentos, enquanto que a fertilizacdo com
amonio resultou no maior acumulo de massa seca total e investimento em area foliar total e
area média foliar. Os teores foliares de nitrogénio ndo diferiram entre os tratamentos,
indicando a contribuicdo do nitrogénio proveniente da fixagdo bioldgica em plantas nédo
fertilizadas. Quanto aos aspectos fisioldgicos, a fertilizacdo com nitrato proporcionou o maior
investimento em Chl a, Chl b, Cx.¢, Chlia. N&o foi observada diferenca entre os valores de
fotossintese, bem como para as varidveis Fu/Fn, Plags € Plita. Contudo, plantas do tratamento
com amodnio apresentaram limitacdo estomatica. A fertilizacdo com nitrato favoreceu a
nodulagdo, enquanto que o aménio inibiu parcialmente. Em todos os tratamentos, 0s ureideos
foram a principal forma de transporte de nitrogénio pela seiva do xilema. A analise do perfil
de aminoéacidos pela seiva do xilema indicou a asparagina (ASN) como o0 aminoacido mais
proeminente. Desta forma, conclui-se que plantas de Inga macrophylla tem a capacidade de
usar o nitrogénio mineral tanto na forma de aménio quanto de nitrato na concentracdo de 5
mM favorecendo o crescimento, além de possuir estratégias para conciliar o uso do
nitrogénio mineral e manter a fixagéo do Na.

Palavras chave: leguminosas arboreas, fixacao bioldgica do nitrogénio, trocas gasosas.
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ABSTRACT

The carbon assimilation depends essentially on the ability of plants to capture and use the
primary recourses available, of which stand out the form and amount of nitrogen. Legumes
species, when in symbioses with soil bacteria, fix atmospheric nitrogen (N2) and endow
plants with higher content of this nutrient. However, the availability of mineral nitrogen in
soil as nitrate and ammonium can reduce the biological nitrogen fixation process and bring on
changes on transport of nitrogen compounds by xylem. Thus, information related to the use
of different nitrogen forms by species of leguminous are important to better understand the
use of nitrogen, the effect on photosynthesis, and consequently the growth and biomass gain.
The objective of this research was to investigate the growth response, carbon assimilation, the
sensitivity of the biological nitrogen fixation process and possible modifications of
transported compounds by xylem in young plants nodulated of Inga macrophylla and
subjected to fertilization with different forms of mineral nitrogen (nitrate and ammonium) at
a concentration of 5 mM. During 150 days of experiment and at regular intervals the
following variables were determined: relative and absolute growth rate in height and
diameter; leaf morphology; nodulation; accumulation and allocation of dry mass; foliar and
root nutrient content; pigment chloroplastid contents; chlorophyll a fluorescence; gas
exchange; nitrate, ammonium and ureide accumulation in leaf, root, nodules and sap and the
transport of nitrogen compounds via the Xxylem. In general, ammonium and nitrate
fertilization promoted the highest relative and absolute growth rates in height compared with
other treatments, while the fertilization with ammonium resulted in higher accumulation of
total dry mass and investment in total leaf area and average leaf area. Leaf nitrogen content
did not differ between the treatments, indicating the nitrogen contribution from biological
fixation in non-fertilized plants. Regarding the physiological aspect, the fertilization with
nitrate proportionate higher investment in Chl a, Chl b, Cyc, Chlyy. Difference was not
observed between photosynthesis values, as well as to the variables F./Fn, Plags € Pli.
Although, plants fertilized with ammonium exhibited stomatal limitation . The fertilization
with nitrate favored the nodulation, while the ammonium partially inhibited the nodulation.
In all the treatments the ureides were the main form of N transport by xylem sap. The
analysis of amino acid profile by xylem sap indicated the asparagine (ASN) as the most
prominent amino acid. In this way, it concludes that plants of Inga macrophylla has the
ability to use the mineral nitrogen both as ammonium as nitrate form at a concentration of 5
mM favoring growth, besides have strategies to conciliate use of mineral nitrogen and
maintain the N fixation.

Keywords: Leguminous trees, biological nitrogen fixation, gas exchange.
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INTRODUCAO

As florestas tropicais possuem grande diversidade de espécies da familia Fabaceae
(Sprent 2009). Algumas dessas espécies contribuem para a riqueza de nitrogénio em solos de
florestas tropicais mediante a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico (N,), o que
permite 0 crescimento e armazenamento de carbono por essas espécies em condi¢Oes de
baixa disponibilidade de nitrogénio no solo (Hedin et al. 2009; Batterman et al. 2013).

As espécies fixadoras de nitrogénio sdo capazes de ajustar suas taxas de fixagédo
mediante a disponibilidade de nitrogénio mineral no solo, encontrado, principalmente, na
forma de nitrato (NO3z") e aménio (NH4") (Barron et al. 2011; Batterman et al. 2013). Em
alguns casos, na presenca destes nutrientes, a planta pode deixar de fazer simbiose e passar a
utilizar as formas de nitrogénio presentes no solo, ocorrendo assim uma reducdo da
nodulag@o e da fixagdo biologica do nitrogénio (FBN) (Glyan’ko et al. 2009; Datta et al.
2009; Naudin et al. 2010). Por outro lado, em condic¢des controladas, em algumas espécies
pode ser observada maior tolerancia da FBN frente a disponibilidade das formas minerais de
nitrogénio. Dependendo da forma e da concentragdo fornecida, as plantas inoculadas podem
exibir maiores taxas de crescimento e ganho de biomassa do que as plantas que dependem
apenas da FBN (Souza et al. 2012; Omena-Garcia et al. 2011; Moreira et al. 2014).

A presenca das formas minerais de nitrogénio no meio de crescimento de algumas
leguminosas, além de ter implicagdes no processo simbiético, tem influenciado nas respostas
de assimilacdo de carbono (Dan e Brix et al. 2009; Camargos et al. 2010). Desta forma,
respostas ecofisioldgicas relacionadas ao metabolismo do nitrogénio sdo fundamentais para o
entendimento do crescimento desse grupo de plantas. Os metabolismos do nitrogénio (N) e
do carbono (C) apresentam uma forte relacdo, uma vez que a capacidade das plantas em
assimilar o CO, varia consideravelmente em funcdo do contetdo de nitrogénio foliar. Da
mesma forma, a absorcao de nitrogénio depende das taxas fotossintéticas, tendo em vista que
0 processo de absor¢do, reducdo, assimilacdo e transporte de nitrogénio requer alto custo
energético (Downie 2005).

As diferentes formas de assimilacdo de nitrogénio pelas plantas também implicam em
modificacbes no transporte dos compostos nitrogenados. Em algumas espécies de
leguminosas tem sido observado que quando a forma de nitrogénio absorvida é NOj3’, 0s
produtos exportados sdo preferencialmente as amidas asparagina (ASN) e glutamina (GLN)

(Amarante et al. 2006). Enquanto que em outras espécies tropicais dependentes
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exclusivamente da FBN a presenca de ureideos tem sido utilizada para estimar as taxas de
FBN (King e Purcell 2005).

Em vista das relacBes apresentadas entre os metabolismos do N e C em espécies de
leguminosas, pesquisas com essa abordagem podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos fisioldgicos relacionados a utilizacdo de nitrogénio mediante a investigacdo do
metabolismo do nitrogénio nas leguminosas arbdreas de interesse ecologico para a regido
amazo6nica. Com intuito de investigar essas respostas, 0 grupo de pesquisa do Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica Vegetal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia realizou
estudos iniciais com a espécie Inga edulis em seu estado juvenil. Diante dos primeiros
resultados obtidos por essa espécie, verificou-se o favorecimento da nodulacao e assimilacao
do carbono com o fornecimento de N mineral na forma de NH,* (Omena-Garcia et al. 2011;
Souza et al. 2012; Omena-Garcia et al. 2015). Esses resultados sinalizaram para diferentes
implicacdes relacionadas a integracdo entre o metabolismo do N e do C em plantas jovens de
Fabaceae do género Inga.

Assim, buscar a uniformidade ou ndo de respostas acerca das diferentes formas de N
preferencialmente absorvidas, dos efeitos das formas minerais de N sobre a fixacao bioldgica
e 0s desdobramentos na fixacdo do carbono em espécies desse género tornaram-se um desafio
bastante interessante, considerando o papel ecologico dessas espécies na regido amazonica
por ter importante papel na silvicultura tropical e principalmente na recuperacdo de areas
alteradas (Nichols e Carpenter 2006; Lojka et al. 2012). Dentre as espécies de Fabaceae que
nodulam do género Inga, a espécie Inga macrophylla foi escolhida a partir de informac6es
que confirmam a capacidade de nodulacdo dessa espécie (Gehring et al. 2005; Souza 2012).

Para tanto, buscou-se responder algumas perguntas: A adubagdo nitrogenada
favorecera ou inibird parcia/totalmente a nodulacdo desta espécie? A adubacdo associada a
inoculacdo potencializara o crescimento e a assimilacdo de carbono pelas plantas? Havera
diferencas no transporte dos compostos nitrogenados mediante a forma de N fornecida?
Diante desses questionamentos e, em linhas gerais, nesse estudo investigou o efeito da
fertilizacdo nitrogenada sobre o crescimento, a assimilacdo do carbono, no processo de FBN

e no transporte de N da espécie Inga macrophylla.
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REFERENCIAL TEORICO

Nitrogénio no ambiente

O nitrogénio (N) é o elemento essencial mais requerido pelas plantas, sendo também o
elemento mais limitante para o crescimento e desenvolvimento, uma vez que € constituinte de
biomoléculas, que por sua vez, integram complexas vias metabolicas altamente reguladas
(Silva et al. 2012; Santiago et al. 2013). O N esta disponivel no solo em diversas formas que
séo utilizadas pelas plantas incluindo, aménio, nitrato e aminoacidos (Paungfoo-Lonhienne et
al. 2008).

Na natureza, o nitrogénio molecular (N2) encontrado na atmosfera corresponde a 78%
dos gases e, embora seja a fonte mais abundante, pouca é a disponibilidade para as plantas
devido a sua estabilidade quimica. Entretanto, algumas plantas leguminosas conseguem
estabelecer associacdo simbidtica com bactérias fixadoras de N, Estes microorganismos
procariotos possuem um exclusivo mecanismo bioquimico capaz de quebrar a tripla e estavel
ligacdo covalente do N; e disponibiliz&-lo em forma assimilavel pelas plantas. Desta forma, a
fixacdo biologica pode fornecer mais de 90% do N necessario para o desenvolvimento das
plantas (Vitousek et al. 2013).

Outra fonte de N é a matéria orgénica presente no solo. Nos solos, o N é utilizado
pelas plantas na forma nitrica (NO3") e amoniacal (NH,"), sendo a primeira mais abundante,
devido a acdo de bactérias nitrificantes que promovem a oxidacdo de amonio livre, num
processo chamado de nitrificacdo. Entretanto, condi¢Ges &cidas do solo inibem a acdo desses
microorganismos, mantendo os ions amonio protonados e retidos na carga liquida negativa do
solo (Klotz e Stein 2008). Como o solo possui carga elétrica liquida negativa, 0 NO3 nédo se
liga eletrostaticamente a esta matriz, sendo facilmente lixiviado quando ndo absorvido pelo
sistema radicular das plantas. Isto indica que o N de ambas as formas pode ser absorvido
pelas plantas em taxas e propor¢cdes que variam de acordo com os fatores genéticos e
ambientais (Ward et al. 2007).

Na regido amazonica, onde a precipitacdo pluviométrica é elevada (superior a 2000
mm anuais), o regime pluviométrico pode influenciar grandemente a concentracdo de N
mineral no solo, pois, além de afetar a atividade e o crescimento microbianos, também
favorece a migracdo da forma nitrica no perfil do solo (Luizdo et al. 1992). No estudo de

Santiago et al. (2013), foi observado que independentemente do tipo de vegetagdo (&reas de
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sistemas agroflorestais e floresta secundaria) e da época de coleta (periodo seco e chuvoso), o
N amoniacal predominou sobre o N nitrico, no solo. O NH,4" representou 77% do N mineral
na época chuvosa e 63,4% na época seca.

O predominio de NH;" sobre 0 NOs™ no solo pode ser resultado de muitos fatores,
como a maior lixiviacao da forma nitrica no perfil do solo (Crusciol et al. 2011), assim como,
pela desnitrificacdo (Metay et al. 2007). A assimilacao preferencial de NO3’, tanto por plantas
como por microorganismos no solo também pode contribuir para o predominio do NH;" no

solo (Owen e Jones 2001).

Absorc3o, transporte, reducio e assimilagio do NO; e NH,4"

Em plantas de cevada foi verificado que o NO3™ possui trés sistemas de absor¢do. Um
desses sistemas é aparentemente constitutivo e de baixa afinidade (Alto Km), funcionando
apenas em concentracdes bastante altas de NO3". Os outros dois sistemas sdo de alta afinidade
e atuam em condi¢fes de baixa concentracdo de NOj". Isto é considerado um exemplo
marcante da evolucdo das estratégias de obtencdo do N pelas raizes das plantas a partir dos
solos permitindo a adaptacdo de espécies a ambientes com alta e baixa concentracdo de NOs
(Sodek 2004). O transporte de NO3™ pelas membranas é do tipo simporte (H+/ NO3) e 0 K* é
requerido para o balango de cargas no ambiente celular (Rogato et al. 2010).

Quando absorvido pelas raizes, o NO3z pode ser reduzido ou armazenado nos
vacuolos das raizes, ou ainda ser translocado para a parte aérea, onde serd reduzido ou
armazenado nos vacuolos foliares. O primeiro passo da reducdo de NO3™ ocorre no citosol e
envolve a agdo da enzima redutase do nitrato (RN) (EC 1.6.6.1), produzindo nitrito (NO3), 0
qual adentra os plastideos das raizes e os cloroplastos de folhas. Em seguida, o0 NO; é
reduzido a NH," por acdo da enzima redutase do nitrito (RNi) (EC 1.7.2.1) (Heidari et al.
2011).

A assimilacdo do NH,4", ou seja, a incorporagdo do N em aminoécidos é feita por meio
de uma converséao do nitrogénio-amonio em nitrogénio-amino, resultante da acdo conjunta do
sistema enzimatico sintetase da glutamina (GS; EC 6.3.1.2) localizado nos cloroplastos e
citoplasma de folhas e células de raizes e, 2-oxoglutarato aminotranferase da glutamina ou
sintetase do glutamato (GOGAT; EC 1.4.1.13), presentes nos cloroplastos de folhas e
plastideos de raizes. A partir dos primeiros compostos formados, glutamina (GLN) e
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glutamato (GLU), todos os demais compostos organicos nitrogenados sdo produzidos pela
acdo de transaminases (Hirel et al. 2011).

A natureza prejudicial do NH," exige sua rapida assimilagdo, evitando seu actimulo
nos tecidos vegetais. Para esse fim, os tecidos possuem um eficiente sistema de assimilacdo
que funciona em baixas concentragdes de NH4* (Holzschuh et al. 2009). O mecanismo de
absorcéo de NH," pelas raizes, quando as concentragdes na rizosfera sio baixas (< 1 mmol L
1), ocorre de forma ativa, através de transportadores (Ortiz-Ramirez et al. 2011). A
assimilacdo do NH;" pelas plantas ocorre pelo complexo enzimatico GS/GOGAT como
descrito acima.

Muitas espécies tém preferéncia em absorver N mineral na forma de NH,", o que
pode estar relacionado ao fato de haver um menor gasto de energia para este processo quando
comparado ao NOj". Pode-se inferir também que esta preferéncia esteja ligada a outros
fatores como a melhor adaptacio de algumas espécies em solos com altos teores de NH,", a
concentracdo de cada nutriente no solo e ainda a influéncia dos teores de aminoacidos livres

no sistema radicular (Warren et al. 2009; Helali et al. 2010).

Nitrogénio e leguminosas: influéncia do nitrogénio mineral na nodulacéo

Sob condigdes de baixa disponibilidade de N mineral no ambiente, bactérias presentes
nos solos estabelecem relacdo simbiotica com espécies de leguminosas. Atualmente, ja foram
identificados 13 géneros de bactérias distribuidas em sete familias que possuem a capacidade
de nodular espécies de Fabaceae (Moreira 2008). Esta associa¢do simbidtica, denominada
fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), acontece quando as bactérias infectam o sistema
radicular das plantas e o N, atmosférico de baixa reatividade é capturado pelas bactérias e
reduzido a amdnia (NHs) pela acdo da enzima nitrogenase dentro dos nédulos (Reis 2013). A
NHs produzida é protonada a NH," sendo liberada no citoplasma e assimilada pelo complexo
enzimatico GS/GOGAT descrito anteriormente (Hirel et al. 2011).

A capacidade de algumas espécies da familia Fabaceae de se associar a bactérias,
tornaram este grupo de plantas substancialmente especial, pois a FBN tem implica¢Oes
econdmicas e ecoldgicas. Além disso, estas espécies apresentam vantagens competitivas com
relacdo as demais, principalmente, quando crescem em solos pobres em N, que quando

fixado, acaba sendo utilizado por plantas de outras familias botanicas ap6s a mineralizacao da
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matéria organicas e, deste modo, todas as espécies vegetais acabam sendo beneficiadas por
este processo (Rogers et al. 2009).

Entretanto, em algumas espécies vegetais, a associacdo simbiotica ndo é estabelecida
quando existe disponibilidade de nitrogénio mineral no solo, logo, as plantas absorvem
apenas o nitrogénio disponivel no solo, principalmente nas formas de NO;™ e NH," (Barron et
al. 2011; Batterman et al. 2013). O mecanismo metabolico que leva a preferéncia do NO3” em
relacdo a fixacdo simbidtica e 0s mecanismos que proporcionam tolerancia do sistema
simbidtico a presenca de NO3™ no meio sdo pouco conhecidos, sendo o ponto chave para a
obtencdo de leguminosas capazes de se manterem em associacdo simbidtica efetiva, mesmo
em ambiente com disponibilidade de N mineral (Bollman e Vessey 2006; Camargos 2007).

Existem evidéncias de que quando a planta nodulada ¢ colocada para “escolher” entre
N mineral e N, da fixag@o, a primeira forma ¢é “preferida”, substituindo a fixagdo de N, pelo
N mineral (Glyan’ko et al. 2009; Datta et al. 2009). Além disso, foi sugerido que a redugdo
do numero de nddulos e a FBN em Inga sp., crescendo em condi¢Bes naturais, estd
intimamente correlacionada com os teores de N do solo (Barron et al. 2011). Por outro lado,
0 estudo realizado com Inga edulis aponta que a fonte amoniacal favoreceu o aumento da
nodulacdo (Omena-Garcia et al. 2011) e em plantas de Calopogonium mucunoides
continuaram fixando mesmo na presenca de NO3 na concentracdo de 15 mM (Camargos e
Sodek 2010).

Esta mudanca preferencial pelo metabolismo de NO3; em detrimento a associa¢éo
simbidtica é desfavoravel a utilizacdo econébmica das leguminosas, o ideal seria que fossem
insensiveis, ou com pouca sensibilidade (Camargos 2007). Desta maneira, haveria maior
disponibilidade de N para as plantas. Conduto ¢é de grande importancia a conducéo de estudos
que associem o fornecimento de N mineral para espécies de plantas capazes de realizar

simbiose com bactérias sem que a FBN seja afetada.

Metabolismo do nitrogénio e do carbono

O metabolismo do N possui forte relagdo com o metabolismo do carbono (C), uma
vez que os produtos da fotossintese ou da oxidagdo de agUcares fornecem a energia necessaria
para a absorcdo e reducdo do N mineral e para a fixacdo do N,, enquanto que a capacidade
das plantas em assimilar o CO, varia consideravelmente em fung¢éo do conteudo de N foliar
(Pasquini e Santiago 2012).
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Desta forma, em espécies arboreas, os metabolismos do N e C sdo considerados
fatores determinantes para o acumulo de biomassa (Lawlor 2002). O fornecimento de N
mineral favorece o aumento da &rea foliar em algumas espécies (Helali et al. 2010; Andrews
et al. 2013). Alguns estudos tém mostrado que a &rea foliar especifica (AFE) esta
significativamente correlacionada a concentracdo de N foliar, assimilacdo do carbono e
producdo de tecidos fotossintetizantes, o que corresponde ao aumento das taxas
fotossintéticas (Konnerup e Brix 2010; Bloom et al. 2012; Souza et al. 2012).

No processo fotossintético, parte do N presente nas folhas é destinado a regulacao da
cadeia transportadora de elétrons como os complexos-antena, onde estdo presentes proteinas
e pigmentos cloroplastidicos que possuem N em sua estrutura, desta forma, o suprimento
adequado de N favorece a captura de fdétons pelas moléculas de clorofilas, na etapa
fotoquimica da fotossintese, e essas respostas podem ser confirmadas mediante as varidveis
de fluorescéncia da clorofila a (Eichelmann et al. 2005; Salomon et al. 2013). A importancia
do uso desse método nesta pesquisa € por se tratar de um método nao invasivo e preciso, além
de fornecer informagfes quantitativas sobre o estado das plantas e suas respectivas
vitalidades derivadas dos principios das reacbes Red-Ox mediante a absorc¢éo e conservagdo
do foton absorvido pelo fotossistema Il por moléculas de clorofilas (Papageorgiou e
Govindjee 2004, Srivastava et al. 1999; Strasser et al. 2010).

Na etapa bioquimica da fotossintese, o0 N é constituinte da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco) responsavel pela fixacdo do carbono, assim, o
suprimento inadequado de N pode reduzir a capacidade de assimilacdo do carbono pelas
plantas (Eichelmann et al. 2005). No caso de algumas espécies de leguminosas, a FBN pode
atender a demanda de N resultando em um aumento significativo no acimulo de N nas
folhas. No entanto, em termos de aquisicdo de N, esse beneficio € acompanhado por um
aumento nas taxas fotossintéticas em relacdo as plantas fertilizadas com N mineral por
demandarem de maior energia para o processo de FBN. Portanto, a fixacdo do N, sera
limitada pela disponibilidade fotoassimilados se ndo houver simultdneo aumento das taxas de
fotossintese (Ismande 1988; Kaschuk et al. 2009).

Transporte dos compostos nitrogenados

O perfil dos compostos nitrogenados transportados pelo xilema constitui-se em uma

ferramenta importante para a obtencdo de dados referentes ao metabolismo do sistema
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radicular e ajuda a descrever o desempenho fisiologico das espécies arboreas (Pfautsch et al.
2009). O perfil de aminoacidos do xilema varia em funcdo da fonte priméria de N disponivel
para a absorcéo e, ainda, para alguns grupos, como no caso das leguminosas, a capacidade de
fixar o N do ar (Lea et al. 2007). Espécies pertencentes a tribo Phaseoleae, dependendo
exclusivamente da FBN, tém como principais compostos organicos nitrogenados presentes na
seiva do xilema os ureideos. Por outro lado, quando o N provém da reducdo assimilatoria do
NOgs’, os produtos exportados sdo as amidas, principalmente asparagina (ASN) e glutamina
(GLN) (Amarante et al. 2006).

A diferenca dos compostos transportados conforme a fonte de N primaria também foi
evidenciada nos resultados obtidos em plantas de soja apenas noduladas, cujo principal meio
de transporte de nitrogénio dos noédulos para a parte aérea foi na forma de ureideos, além do
aminodcido ASN (King e Purcell 2005). O mesmo foi observado em condigdes de
alagamento (Amarante et al. 2006). Sob o fornecimento de NO3;" e NH," os aminoacidos ASN
e GLN predominaram (Amarante et al. 2006; Omena-Garcia et al. 2011).

Dentre os aminoécidos utilizados no transporte de N pelas plantas, a ASN caracteriza-
se por ser menos reativa e mais sollvel, desta forma é ideal para transportes a longas
distancias, particularmente, quando comparada a GLN. Outra vantagem no transporte de
ASN ¢ a baixa relacdo N:C de (2:4) quando comparada a GLN (2:5) ou ao glutamato (GLU)
(1:5) (Sieciechowicz et al. 1988).

Os compostos nitrogenados resultantes da FBN sdo as ureidas alantoina, &cido
alantoico e a citrulina. Estas ureidas possuem uma razdo N:C alta (4:4) como nas amidas,
porém a solubilidade destes compostos € menor em relacdo as amidas. O NOj™ também é
encontrado na seiva do xilema, desta forma, a sua presenca € um indicativo da absorcdo e

transporte de NOg3” a partir do sistema radicular (Schmidt e Stewart 1998).

Inga macrophylla Humb. & Bonpl. ex Willd.

Inga macrophylla é uma espécie arborea pertencente a familia Fabaceae, cultivada em
toda Amazonia também encontrada em paises como a Bolivia, Colémbia e Peru. A espécie é
popularmente conhecida como inga-chata ou inga-peluda e € caracterizada por produzir
vagens grandes e achatadas com presenca de pélos. A espécie é classificada como secundaria
inicial, apresentando crescimento rapido e nodulos radiculares eficientes para fixacdo de N,

(Souza 2012).
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HIPOTESES

No presente estudo pretendeu-se relacionar o efeito de diferentes formas de
fertilizacdo nitrogenada no crescimento, assimilacdo do carbono e fixacdo bioldgica do
nitrogénio, bem como aferir sua contribui¢cdo no transporte de compostos nitrogenados via

xilema. Nesse sentido, foram elaboradas as seguintes hipoteses:

Q) As plantas de Inga macrophylla inoculadas apresentardo maior crescimento e

acumulo de massa seca quando fertilizadas com amonio na concentracdo de 5 mM;

(i) A fertilizagdo nitrogenada, independente da forma, promovera aumento da capacidade

fotossintética. Contudo, ndo aumenta a eficiéncia fotossintética no uso do nitrogénio;

(iii) A fertilizacdo com amonio favorecerd a nodulacdo de plantas de Inga macrophylla

enquanto que o nitrato promoveré inibigdo parcial.

(iv) O transporte de compostos nitrogenados vai diferir mediante a forma de nitrogénio
fornecida: plantas utilizando apenas o nitrogénio molecular da FBN irdo transportar
preferencialmente ureideos, por outro lado, quando fertilizadas com nitrogénio mineral,

transportardo os aminoacidos asparagina e glutamina.

21



OBJETIVOS

Geral

Investigar as respostas de crescimento, assimilacdo do carbono, a sensibilidade do
processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio e as possiveis alteragdes dos compostos
transportados via xilema em plantas jovens noduladas de Inga macrophylla cultivadas com

diferentes formas de nitrogénio mineral (NH;" e NO3).

Especificos

Determinar as taxas de crescimento (absoluto e relativo) e alocacdo de massa seca
(folhas, caules, raizes e nddulos) de plantas jovens de Inga macrophylla sob

fertilizacdo de nitrogénio mineral,

e Relacionar o uso das diferentes formas de nitrogénio no processo de assimilagdo do

carbono;

e Analisar a sensibilidade/tolerancia da nodulacédo e da fixacdo biolégica do nitrogénio
sob a fertilizacdo de nitrogénio mineral quanto a capacidade de nodulacdo e a

presenca de ureideos na seiva do xilema;

e Quantificar os principais compostos nitrogenados no transporte e armazenamento do

nitrogénio em plantas utilizando diferentes formas de nitrogénio (NO3, NH," e Ny).
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo e implantag&o do experimento

O experimento foi realizado em regime de casa de vegetacdo do Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica Vegetal (LFBV), campus Ill do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), Manaus, AM, Brasil (3°05'30" S e 59°59'36" W). Os valores de
temperatura na casa de vegetacdo entre 8:00 e 12:00 h variaram entre 28°C e 34°C,
respectivamente e irradiancia 1159 + 6,13 pumol fétons m™ s (valores coletados ao meio
dia).

Material bioldgico e cultivo inicial das plantas

As sementes de Inga macrophylla foram cedidas pelo laboratorio de Microbiologia do
Solo e coletadas na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical do INPA (ZF-1, km 6 da
BR-174), em Manaus em novembro de 2013. Inicialmente, as sementes foram embebidas em
agua destilada durante 24h e, em seguida, semeadas em bandejas plasticas contendo areia
lavada e peneirada, onde germinaram sob condicdes de viveiro. Apés 60 dias do inicio da
germinacado, as plantulas foram transferidas para sacos de polietileno de 5 litros, contendo
areia, onde permaneceram durante 45 dias para que as reservas nutricionais provenientes dos
cotilédones fossem completamente utilizadas e que as plantulas se aclimatassem na casa de
vegetacdo do LFBV. Posteriormente, as plantas foram transferidas para sacos de polietileno
de 5 litros contendo vermiculita como substrato. As plantas foram selecionadas de acordo
com uniformidade de altura, nimero de folhas e estado fitossanitario.

Inoculacdo

A metodologia utilizada para o preparo do inoculante foi a proposta por Vincent
(1970). Inicialmente foi feito o preparo do meio liquido YM (Yeast Mannitol) onde as
bactérias fixadoras cresceram e se multiplicaram. O meio YM foi distribuido em erlenmeyers
de 125 mL que foram tampados com algoddo e papel aluminio e selados com barbante,
levados para a autoclave por 40 minutos & pressdo de 1 kgf/cm? e temperatura de 120°C.

Apo0s a autoclavagem, com auxilio de uma alca de platina, cada uma das bactérias presentes
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em tubos de ensaio da colecdo (estirpes anteriormente ja selecionadas para a espécie em
estudo) foi repicada, permanecendo em agitador por 2-3 semanas até o crescimento e
multiplicacdo das bactérias, indicado quando o meio se torna turvo. Apds esse periodo,
transferiu-se 0 meio com a bactérias crescidas para erlenmeyer de 1 L formando assim um
coquetel de bacterias.

As plantas foram inoculadas uma semana apds o transplantio para a vermiculita.
Duas dosagens foram realizadas com intervalo de quinze dias. Em cada dosagem, as plantas
receberam na altura do coleto, 5 mL de um coquetel contendo 7 bactérias (codigos usados:
832,833,834,841,842,850,852), isoladas a partir de nddulos obtidos de outras espécies do
género Inga nativas da Amazonia. As estirpes utilizadas pertencem ao banco de germoplasma

de rizdbios do laboratoério de Microbiologia do Solo do INPA.

Definicéo dos tratamentos

O experimento consistiu de 60 plantas, com 15 repeticdes para cada tratamento:
T1- Controle (-N): Plantas ndo inoculadas receberam solugdo nutritiva sem adicdo de
nitrogénio;
T2- Inoculado (-N): Plantas inoculadas receberam solucao nutritiva sem adicdo de nitrogénio;
T3- I+NH;" (5 mM): Plantas inoculadas receberam solugdo nutritiva com 5 mM de aménio.
T4- 1+NOj3 (5 mM): Plantas inoculadas receberam solucéo nutritiva com 5 mM de nitrato;

Aplicagéo da solugéo nutritiva

Uma semana ap0s a segunda inoculacdo, as plantas receberam 100 mL de solucdo
nutritiva com macro e micronutrientes nas concentragcdes abaixo descritas, duas vezes na
semana até o fim do experimento (150 dias). Foi aplicada a solugdo de Hoagland e Arnon

(1950) modificada com pH 6,5 como descrito abaixo:

Solucdo + NO3: KNOj3 (5 mM); MgS0,.7H,0 (2 mM); KH,PO,4 (1 mM); CaSO,4.2H,0 (2
mM); K,SO4 (2 mM); H3BO3 (0,046 mM); MnCl,.4H,0 (9,1 uM); ZnS0,4.7H,0 (0,765 uM);
CuS0,4.5H,0 (0,32 puM); H,M00O, (0,56 pM).

24



Solugdo + NH;": (NHg):S0; (25 mM); MgSO47H,0 (2 mM); KH,PO, (1 mM);
CaS0,4.2H,0 (2 mM); K;SO4 (2 mM); HzBOs; (0,046 mM); MnCl,.4H,0 (9,1 pM);
ZnS0,.7H,0 (0,765 pM); CuSO4.5H,0 (0,32 uM); H,MoO, (0,56 M),

Solugdo -N: MgSO,4.7H,0 (2 mM); KH,PO,4 (1 mM); CaS04.2H,0 (2 mM); K,SO4 (2 mM);
H3BO; (0,046 mM); MnCl,.4H,0 (9,1 uM); ZnS0O,4.7H,0 (0,765 puM); CuSO,4.5H,0 (0,32
HM); H2M004 (0,56 HM)

A solucdo de Fe foi acrescentada apenas no momento de se aplicar as solu¢bes nas
plantas. Para isso, cada tratamento recebeu na solu¢do 1 mL/L de uma solucdo de Fe-EDTA
contendo Nay- EDTA (33,2 g L™); FeSO,4.7H,0 (25 g L™) e NaOH (3,65 g L™).

Analise de crescimento

As medidas biométricas foram realizadas em todas as plantas a cada quinze dias ao
longo de todo o periodo experimental (150 dias). As medidas de altura (considerado até a
gema apical) foram obtidas com uma fita métrica graduada em centimetros, e do diametro a
altura do coleto, utilizando-se paquimetro digital (Mitutoyo — CD-8” CX-B). De posse dos
dados de altura e diametro, foram calculadas as taxas de crescimento relativo (TCR) e
absoluto (TCA) (Bugbee 1996; Davanso et al. 2002), a saber:

TCR-a = (LnA;) — (LnA1)/t; — 13 TCR-d = (LnDy) — (LnDy)/t; — t3.

TCA-a=A— Ayta -ty TCA-d =D, - Dyt — 5.

Em que TCR é a taxa de crescimento relativo e TCA ¢ a taxa de crescimento absoluto em
altura (a) e diametro (d); A, é a altura final; A, altura inicial, D, didmetro final e D; didmetro

inicial; T, € o tempo final do experimento e T, tempo inicial experimental.

Morfologia foliar

A érea foliar média (AFM) e a area foliar total (AFT) foram determinadas de cinco
plantas por tratamento no fim do experimento por meio de imagens digitalizadas em
“scanner” de mesa, na resolugdo de 200 dpi arquivadas como imagem monocromatica tipo
bitmap e processadas no software Determinador Digital de Areas (DDA) (Ferreira et al.

2008). A area foliar especifica (AFE) foi determinada a partir de dez discos foliares de area
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conhecida (0, 283 cm?) retirados de cada planta, acondicionados em sacos de papel e
submetidos a secagem em estufa a 65°C durante 72 horas. A AFE foi obtida pela razdo entre

a area foliar (cm?) e massa foliar seca (g) (Evans e Potter 2001).
Massa seca

No fim do experimento as plantas foram seccionadas em folhas, caules, raizes e
nddulos, posteriormente, acondicionados em sacos de papel para a secagem em estufa a 65°C
até a obtencdo de massa seca constante. Com o material seco, foi obtido a massa seca foliar, a
massa seca caulinar, a massa seca das raizes, a massa seca dos nddulos e a massa seca total.
Antes da secagem do material, o nimero de ndédulos foi contabilizado. O peso especifico dos
nodulos (tamanho) foi obtido pela razdo da massa seca dos nddulos (mg) pelo nimero de

nddulos.
Teores foliares e radiculares de macro e micronutrientes

Os teores de macro e micronutrientes foliares e radiculares foram determinados ao
final do experimento de cinco plantas por tratamento. Na selecdo das amostras foram
considerados o aspecto fitossanitario e a idade foliar, coletando-se somente folhas sadias,
maduras e completamente expandidas. As amostras foram secas em estufa a 65°C até
obtencdo de massa constante. Em seguida, as amostras foram moidas para obtencdo de
material finamente pulverizado. A determinacdo dos teores de nitrogénio foi realizada em 0,1
g de matéria seca das amostras submetidas a pré-digestdo durante uma noite, e posteriormente
a digestdo com duplo acido (H,0, + H,SO,), utilizando-se como catalisadores o sulfato de
litio e o selénio, a um aumento gradativo da temperatura de 50 em 50°C até 350°C, em
intervalos de 30 minutos (Miyzawa et al. 1999). O nitrogénio total foi determinado de acordo
com a metodologia de Kjeldahl, em aliquotas de 25 mL do extrato puro apos a digestdo. Os
teores de fosforo foram determinados a partir de amostras contendo 0,5 g de matéria seca
submetidas a digestdo nitro-perclérica, com temperatura ajustada de 50 em 50°C até 210°C,
em intervalos de 30 minutos. Em seguida, foram determinados por espectrofotometria a
3=725 nm (Vitti e Ferreira 1997). A partir do mesmo extrato nitro-perclérico foram retiradas
aliquotas e os teores dos demais nutrientes (Ca, Mg, K, Fe, Zn, e Mn) foram determinados

por espectrometria de absorgdo atdmica (Perkin Elmer 1100B, Uberlingen, Alemanha).
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A eficiéncia fotossintética no uso dos nutrientes [EFU (nutriente)] foi calculada por
meio da razdo entre as taxas de fotossintese maxima (Pnmax) €Stimada e os teores de

nutrientes foliares para cada planta (Santos Junior et al. 2006).

Teores de pigmentos cloroplastidicos

Os teores de pigmentos cloroplastidicos foram determinados a partir de 0,1 g de
material vegetal fresco de folhas maduras, expandidas e em adequado estado fitossanitario de
cinco plantas de cada tratamento. O material vegetal foi macerado com 10 mL de acetona
(100% v/v) + 10 mL de solucdo de acetona (80% v/v) contendo MgCO3 (0,5% p/v).
Posteriormente, o extrato foi filtrado em papel filtro qualitativo n® 2. O extrato foi lido em
espectrofotdmetro de acordo com as absorbancias das clorofilas a (chl a), clorofila b (chl b) e
carotenoides (Cy+c), respectivamente A= 663, 645 e 480 nm (Lichtenthaler ¢ Wellburn 1983).
As concentracdes das clorofilas no extrato foram calculadas na base da massa foliar (umol g

1), a partir das equacdes descritas por Hendry e Price (1993).

chl a (umol g™) = (12,7. A663 - 2,69. A45). 1,119. V
1000. unidade de peso (g)

chl b (umol g) = (22,9. A645 — 4,68. A663). 1,102. V
1000. unidade de peso (g)

Cxrc (umol g1) = (A480 + 0,114. A663 — 0,638. A645) V. 1000
1125 . unidade de peso (g)

A: absorbancia no comprimento de onda indicado
V: volume final do extrato clorofila-acetona (ml)

Por altimo foram calculadas as concentracfes de clorofila total, as razdes chl a/chl b e

clorofila total/ carotenoides (Chliotai/ Cxsc).-

Fluorescéncia da clorofila a

As andlises das variaveis da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em todas as
plantas aos 90 dias de experimentacdo por meio de um fluordmetro portatil (Plant Efficiency
Analyser — MK2 — 9600, Hansatech, Norfolk, UK) entre 8:00 e 12:00 horas, em folhas

maduras, completamente expandidas e em bom estado fitossanitario. Inicialmente as folhas
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foram aclimatadas ao escuro por 30 minutos e posteriormente, foram expostas a um pulso de
luz saturante de 650 nm durante 1 s, numa intensidade de 3000 pmol m™ s™. A partir das
leituras foram obtidos o rendimento quéantico maximo do PSIlI (F./Fy), o indice de
desempenho (Plags) e calculado o indice de desempenho total (Plia) (Srivastava et al. 1999;
Strasser et al. 2010).

Trocas gasosas foliares

As determinacOes fotossintéticas inerentes as curvas de resposta a intensidade
luminosa (PN-I) foram realizadas nas mesmas folhas e no mesmo periodo que foram obtidas
as leituras de fluorescéncia da clorofila a. As medigdes foram realizadas no periodo entre
08:00 e 12:00 horas, com o analisador de gas a infravermelho (IRGA) portétil, de sistema
aberto, modelo LI 6400 (Li-Cor, USA). A camara foliar foi ajustada sob concentracdo de 400
pmol mol™ de CO,, temperatura de 31 + 1°C e vapor de H,0 de 21+1 mmol mol™. Para estas
medicdes as folhas foram inicialmente submetidas & irradiancia de 1000 pmol (quanta) m? s
durante um periodo de 3 a 5 minutos para aclimatacdo da folha as condi¢des da camara de
medicdo. As curvas PN-I foram processadas considerando uma densidade de fluxo de fotons
(PPFD) entre 0 ¢ 2000 umol m™ s™* em escala decrescente de medigdo (2000, 1500, 1000,
750, 500, 250, 100, 75, 50, 25 e 0). O modelo exponencial foi usado para ajustar a curva de
resposta fotossintética a intensidade luminosa para cada planta e a partir desse modelo foram
estimados a fotossintese maxima (Pnmax) € 0 rendimento quantico aparente (o) (Igbal et al.
1997; Santos Junior et al. 2013).

No modelo, I ¢ a irradiancia (~PPFD); PN ¢ a fotossintese liquida (umol CO, m S'l); Pmax €
a fotossintese liquida méxima sob condicdes de luz saturante (umol CO, m? s); Ry é a

respiragdo no escuro (umol CO, m? s™) correspondente ao valor de Py quando I= 0 pmol m™

s e o é o rendimento quéntico aparente da fotossintese (mol CO, mol quanta™).
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Extracdo de compostos nitrogenados

A extracdo dos compostos nitrogenados em diferentes partes das plantas (folhas,
raizes e nodulos) foi realizada no fim do experimento (150 dias) a partir de 1g de material
fresco triturado com nitrogénio liquido, adicionalmente, acrescentou-se 10 mL de solucéo
MCA (Metanol, Cloroférmio e Agua, 60:25:15, v/v/v). O material permaneceu em repouso
durante 24 horas. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de Cloroférmio e 1,5 mL de H,0 para
cada 4 mL de sobrenadante. Apos 24 horas, o precipitado foi descartado e o sobrenadante
coletado. O sobrenadante permaneceu durante 18 horas em banho-maria a 38°C para
concentracdo das amostras. Ao final, o volume do extrato foi aferido e armazenado em
freezer -20°C para posteriores andlises de quantificacdo dos compostos nitrogenados (nitrato,
amonio e ureideos) (Bieleski e Turner 1966).

A seiva do xilema foi coletada entre 8:00 e 11:00 horas da manha de cinco plantas por
tratamento. Apos o corte transversal do caule, as raizes foram submetidas a pressdo com gas
de nitrogénio com auxilio da bomba de pressdo tipo Scholander, até ocorrer a exsudacdo da
seiva. A coleta foi feita com o auxilio de capilares, posteriormente a seiva foi armazenada em

eppendorfs para analises posteriores.

Anélise quantitativa de nitrato

Em volume de 50 pL de seiva e de compostos nitrogenados extraidos de folhas, raizes
e nodulos, foram adicionados 0,2 mL de &cido salicilico (5%) e deixados em repouso durante
30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, foram acrescentados 4,75 mL de
NaOH (2 N), e deixado em repouso durante uma hora. As absorbéancias foram acompanhadas
em espectrofotbmetro a =410 nm (Espectrofotdmetro UV/Visivel Ultrospec 2100 pro.,
Armesham Biosciences). O nitrato de potassio foi utilizado como padrdo (Cataldo et al.
1975).

Analise quantitativa de aménio

Em volume de 200 uL das amostras de seiva, folhas, raizes ¢ nodulos foram
adicionados 2 mL da solucdo de fenol nitroprussiato de sodio. Posteriormente, 2 mL da

solucdo de NaOH contendo fosfato de sodio e hipoclorito de sédio. Em seguida, os tubos
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foram incubados a 37°C durante 35 minutos. Apds o resfriamento em temperatura ambiente,
as absorbancias foram acompanhadas em espectrofotdmetro a 3=625 nm (Espectrofotdmetro
UV/Visivel Ultrospec 2100 pro., Armesham Biosciences). O sulfato de amdnio foi utilizado

como padréo (McCullough 1967).

Analise quantitativa de ureideos

Na quantificacdo dos ureideos foram utilizados 100 puL de seiva, 50 pL do extrato de
folhas ¢ 30 uL das amostras de raizes ¢ nodulos. Para ocorrer a primeira reagdo, hidrélise da
alantoina em acido alantoico, foram pipetados nos tubos de ensaio com as amostras, agua
destilada para completar o volume em 750 pL, 250 uL de NaOH e 20 uL de fenilhidrazina
que posteriormente, foram aquecidos a 100°C durante oito minutos e resfriados a temperatura
ambiente.

A segunda reacdo, hidrolise do acido alantéico em glioxalato, ocorreu a partir da
adi¢do de 250 puL de HCI (0,65 N) e em seguida foram aquecidos a 100°C durante quatro
minutos. Apds resfriamento, foram adicionados 250 pul. do tampao fosfato e 250 pL de
fenilhidrazina, permanecendo em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente e
durante 5 minutos imersos em gelo. Por ultimo, foi adicionado 1,25 mL de HCI concentrado e
250 pL de ferricianeto. Apo6s repouso de 15 minutos as leituras foram realizadas em
espectrofotometro a 3= 535 nm (Espectrofotbmetro UV/Visivel Ultrospec 2100 pro.,
Armesham Biosciences). A alantoina foi utilizada como padrdo (Vogels e Van Der Drift
1970).

Analise de aminoacidos por cromatografia liquida de alta performace (HPLC)

Os aminoéacidos sollveis da seiva de cinco plantas foram separados e analisados por
HPLC em coluna de fase reversa como seus derivados OPA (orto- ftaldealdeideo), de acordo
com o0 método descrito por Jarret et al. (1986). Foi utilizada uma coluna Spherisorb ODS-2
C18 para a eluicdo em um gradiente linear formado pelas solugdes de metanol 65% e tampao
fosfato pH 7,5 (50 mM de acetato de sédio, 50 mM de fosfato disddico, 1,5 mL de acido
acetico, 20 mL de tetraidrofurano, 20 mL de metanol) num fluxo de 0,8 mL/min. O fluido da

coluna foi monitorado por um detector fluorescente Shimadzu (model RF350) operando em
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3=250 nm (excitacdo) e 3= 480 nm (emissdo). Os aminoacidos foram derivatizados utilizando-
se 20 uL da amostra e 40 uL do reagente OPA (orto- ftaldealdeideo). Ap6s 2 minutos foram
injetados 20 pL das amostras no aparelho de HPLC.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
tratamentos de fertilizacdo e quinze repeticbes. Os dados foram submetidos aos testes de
normalidade de Lilliefors e homocedasticidade de Levene. Posteriormente, os dados foram
submetidos a andlise de variancia (Anova One Way) e ao teste de separacdo de médias

Duncan (p>0,05). O programa estatistico utilizado foi o Statistica 7.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento

Plantas de Inga macrophylla apresentaram maior investimento em altura e diametro
quando fertilizadas com NH," e NO3z™ nas concentragdes de 5 mM, ndo havendo diferenca
entre as duas formas de N mineral (Fig. 1A e B). As plantas fertilizadas com NH,;" e NOs"
comecaram a exibir diferenca em altura e diametro das plantas que ndo receberam fertilizacdo
nitrogenada a partir dos 45 dias de experimentacdo como indicado pelas setas no gréafico,

atingindo valor final em altura e diametro cerca de 24% superior (Fig. 1A).
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Figura 1: Crescimento em altura (cm) (A) e didmetro (mm) (B) de plantas jovens noduladas e
ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugédo nutritiva sem nitrogénio mineral (-N)
e contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato (NOg") durante 150 dias (n=15).

As taxas de crescimento absoluto (TCA-a) e relativo (TCR-a) em altura variaram
entre 0,44 a 0,60 cm dia™ e 0,0082 a 0,01 cm cm™ dia™, respectivamente, ao passo que as
taxas de crescimento absoluto (TCA-d) e relativo (TCR-d) em diametro variaram de 0,034 a
0,01 mm dia™ e 0,0066 e 0,0078 mm mm™ dia® (Fig. 2A e B). Verificou-se que tanto a
fertilizagcdo com NH," quanto NO3” promoveram as maiores taxas de crescimento absoluto e
relativo em altura comparado com demais tratamentos. Por outro lado, o crescimento

absoluto e relativo em didmetro foi maior em plantas fertilizadas com NH,".
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Figura 2: Taxa de crescimento relativo (TCR) (A) e absoluto (TCA) (B) em altura e diametro
de plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugéo
nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH;") ou nitrato (NO3).
Os valores sdo médias e as linhas verticais 0os desvios-padrdo. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05) (n=5).

O ingresso adicional de N na forma mineral resultou em diferentes estratégias no uso
do N nas plantas de I. macrophylla no que diz respeito as repostas de crescimento. Apesar
dos melhores resultados de crescimento terem sido em plantas fertilizadas com NH,", as
plantas responderam bem ao fornecimento de NO3;. Neste sentido, a espécie tem a
capacidade de usar o N mineral nas duas formas sugerindo boa plasticidade mediante as
diferentes condigdes ambientais. Enquanto que o crescimento de plantas dependentes apenas
da FBN foi limitado em relacdo as plantas fertilizadas com N mineral.

Resultado similar foi obtido por plantas jovens noduladas de Inga marginata, as

respostas de crescimento em altura e didmetro ndo diferiram entre as duas formas de N
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mineral (NH;" e NO3) e das diferentes quantidades de N fornecidas (5 e 10 mg
N/planta/semana) durante 98 dias (Goncalves et al. 1999). Enquanto que a espécie Inga
edulis fertilizada com NH;" e NOs™ (5 mM) em solugéo nutritiva durante 98 dias obteve as
maiores taxas de crescimento relativo em altura sob o fornecimento de NH,4", porém, ndo
foram observadas diferencas entre as formas de N mineral quanto ao crescimento relativo em

didmetro (Omena-Garcia et al. 2015).
Morfologia foliar

Com relacdo a morfologia foliar observou-se que a fertilizagdo com N mineral
promoveu aumento na area foliar média (AFM), refletindo nos resultados de area foliar total
(AFT) (Tabelal). Plantas do tratamento I+NH;" apresentaram valores de AFM 46 e 68%
superiores aos do tratamento | (-N) e C (-N), respectivamente, enquanto que, para a AFT
corresponderam a 51 e 66%, para 0s mesmos tratamentos, respectivamente (Tabela 1). N&do
houve diferenca entre os tratamentos no que diz respeito aos valores de area foliar especifica
(AFE).

Tabela 1: Area foliar média (AFM), érea foliar total (AFT) e area foliar especifica (AFE) de
plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solucdo nutritiva
sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de amonio (NH;") ou nitrato (NO3"). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05) (n=5).

Tratamento  AFM (cm?) AFT (cm®)  AFE (cm*g?)
C(-N) 212+131b 1701 £ 1109 ¢ 247 £59 a
| (-N) 362+160b  2444+846bc  275+55a

I+NH," 662 + 301 a 4949 + 1311 a 284 +53a
I+NO3’ 480 + 195 ab 3552 + 659 b 261 + 62 a

Estudo em plantas fertilizadas com N mineral demonstrou maior investimento nos
compartimentos acima do solo (Chen et al. 2013). Esses resultados corroboram com os dados
de expanséo foliar exibidos nesta pesquisa nas plantas do tratamento 1+NH,". O investimento
em éarea foliar favorece a captura de recursos primarios como a luz o que pode resultar no
aumento do crescimento das plantas, como outros fatores fisicos relacionados ao ambiente de

crescimento das plantas em condi¢cdes adequadas para a espécie. O favorecimento de
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captacdo de energia proporciona maior sintese de esqueletos de carbono destinados a
assimilacio do NH,4" e, desta forma, maiores quantidades de N s&o disponibilizados para as
plantas, bem como maior alocagdo de carbono em todas as partes das plantas (Ariz et al.
2011).

A presenca ou auséncia de N mineral ndo influenciou na AFE. A razdo entre a
superficie de captura de luz pela massa foliar é influenciada por fatores ambientais como a
luz e a disponibilidade de nutrientes (Messier et al. 2010; Lalibért et al. 2012). A auséncia de
diferenca entre os tratamentos de fertilizagcdo neste trabalho pode ser justificada devido ao
crescimento das plantas sob as mesmas condi¢des de luminosidade e por ndo apresentarem
diferencas entre os teores foliares de N e fosforo (P) (Tabela 2). Resultado similar foi obtido
pela espécie Inga edulis sob o fornecimento de NH;" e NO3 (5 mM). Nesta pesquisa, 0s
valores de AFE sdo atribuidos as mesmas condi¢des ambientais que as plantas estavam

submetidas e por serem supridas com os demais nutrientes (Souza et al. 2012).

Particdo de massa seca

A fertilizacdo com N mineral resultou em uma mudanca notavel no acumulo e
particdo de massa seca entre as partes das plantas. O acumulo de massa seca foliar, caulinar e
radicular foi influenciado positivamente pela fertilizacdo nitrogenada (Fig. 3). Plantas do
tratamento 1+NH,4" apresentaram actimulo de massa seca total e foliar cerca de 103 e 127%
maior em relacdo as plantas dos tratamentos C (-N) e I (-N), respectivamente. Quanto aos
valores de massa seca caulinar e radicular ndo observou-se diferenca entre plantas dos
tratamentos I+NH,;" e I+NO3. Ao mesmo tempo, as plantas fertilizadas com N mineral, em
ambas as formas, exibiram valores de massa seca caulinar e radicular 50% maior quando
comparada com as plantas dos tratamentos C(-N) e I (-N). A fertilizacdo com NOj3 favoreceu

0 acumulo de massa seca dos nédulos.
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Figura 3: Acumulo de massa seca total, foliar, caulinar, radicular e dos nddulos de plantas
jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugdo nutritiva sem
nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de amdnio (NH4") ou nitrato (NO3z). As letras
minusculas comparam o acumulo de massa seca de cada parte da planta entre os tratamentos
de fertilizacdo e as letras mailsculas o acumulo de massa seca total. Médias seguidas da
mesma ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p=0,05) (n=15).

Estudos sobre as relagGes entre crescimento e fertilizagcdo nitrogenada quase sempre
tem demonstrado grande correspondéncia sobre o ganho de biomassa e 0 aumento do teor de
N (Li et al. 2012; Uscola et al. 2014; Otuba e Weih 2015). O maior acimulo de massa seca
total em 1. macrophylla corresponde as variadveis de crescimento, nas quais plantas
fertilizadas com NH," e NO3 tiveram maiores valores em altura e didmetro. O maior
incremento em didmetro resultou no maior acimulo de massa seca do caule em plantas
fertilizadas com NH,". O investimento em massa seca das raizes pode ser consequéncia do
aumento do fornecimento de carboidratos para essa parte da planta neste tratamento uma vez
que a assimilacdo de NH," ocorre basicamente nas raizes (Hirel et al. 2011). Enquanto que o
aumento em massa seca foliar esta relacionado com a expansao de area foliar, corroborando
com 0s maiores valores em area foliar média e total (Tabela 1).

A espécie Inga edulis obteve no maior acumulo de massa seca total sob a fertilizagdo
com NH;" (5 mM) (Omena-Garcia et al. 2011). As melhores respostas nesse tratamento
foram associadas aos maiores teores de N que contribuiram para o aumento das taxas
fotossintéticas permitindo o maior fornecimento de carbono para o crescimento e acimulo de

massa seca total das plantas. Neste caso, a preferéncia pelo NH," pode estar relacionada as
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maiores concentracdes desse ion no habitat natural dessa especie (Wick et al. 2005; Omena-
Garcia et al. 2011; Souza et al. 2012). A espécie Inga marginata obteve o maior acimulo de
massa seca de folhas, raizes e nodulos sob o fornecimento de NH;" (5 e 10 mg
N/planta/semana) (Goncalves et al. 1999). Em contrapartida, a espécie Lonchocarpus
muehlbergianus ndo apresentou diferencas no acimulo de massa seca total e nas propor¢oes
no acumulo de massa seca de folhas, raizes e nddulos ao receber NO3™ em duas concentracfes
(7,5 e 22,5 mM) em solucdo nutritiva durante 20 dias de experimentagdo (Moreira et al.
2014).

Muitas espécies de plantas tém exibido maior crescimento e acumulo de biomassa
quando fertilizadas com alguma forma de N mineral, no entanto, as razGes que levam a
preferéncia por uma das formas ainda ndo s@&o completamente conhecidas. Assim, fatores
relacionados as condi¢Bes experimentais, ambientais e genéticos devem ser considerados com
a finalidade de buscar o entendimento mais completo a cerca desse tema (Boudsocq et al.
2012; Brito e Kronzucker 2013).

A preferéncia por determinada forma de N mineral pode estar relacionada a outros
fatores como a melhor adaptacdo de algumas espécies em solos com maior quantidade de
uma das formas de N mineral (Brito e Kronzucker 2013). A concentracdo de cada nutriente
no solo sdo influenciados pelos valores de pH que interferem diretamente na atividade das
bactérias presentes no solo que mineralizam a matéria organica (Hawkins e Robbins 2010).

Outro fator é referente a classe sucessional uma vez que espécies pioneiras, de
crescimento rapido tém maior capacidade fotossintética e um menor tempo de vida em
comparacdo com as espécies secundarias, sendo observada maior absor¢do de NOj3 que é
assimilado na parte aérea das arvores, enquanto que espécies climax absorvem
preferencialmente o NH,;" que sdo assimilados nas raizes (Stewart et al. 1988; Stewart
1991;Warren et al. 2009; Helali et al. 2010).

O custo energético para a assimilacdo das formas minerais tem sido considerado, haja
vista que o metabolismo do NO3 consome 23% de energia enquanto que o NH;" exige
apenas 14%, uma vez que este ultimo é diretamente assimilado em aminoacidos (Bloom et al.
1992; Martinez-Andujar et al. 2013). No entanto, a presenca do NH,;" em grandes
quantidades pode causar toxicidade nas plantas e o processo de detoxicacdo causada pela
absorgo excessiva de NH;" também consome energia (Von Wiren e Merrick 2004). Desta
maneira, a natureza prejudicial do NH," exige sua rapida assimilacdo, evitando acimulo nos

tecidos vegetais. Para esse fim, os tecidos possuem um eficiente sistema de assimilacdo que
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funciona em baixas concentracdes de NH;  (Holzschuh et al. 2011). Nesta pesquisa,
considerando a concentracdo fornecida ndo foi constatado nenhum efeito prejudicial para o

crescimento e acimulo de massa seca das plantas.

Namero e peso especifico dos nddulos

Todas as plantas de I. macrophylla nodularam, tendo melhor desempenho as plantas
do tratamento C (-N) que apresentaram em média 425 nodulos e as fertilizadas com 1+NOj3
cerca de 464 nodulos, ao passo que, sob fertilizagdo com 1+NH," foi observada reducio do
numero de nddulos, em torno de 124 nodulos (Fig. 4A). O maior numero de nddulos em
plantas do tratamento 1+NO3 possibilitou 0 maior investimento em massa seca dos nddulos
(Fig. 3). Entretanto, mesmo com a redugdo do numero de nodulos nas plantas sob fertilizacéo
I+NH,", proporcionou o actimulo de massa seca dos nédulos similar as plantas do tratamento
C (-N). Isto ocorreu devido as diferencas morfologicas dos nddulos mediante aos tratamentos
de fertilizacdo, uma vez que o tamanho, representado pela varidvel peso especifico dos
nodulos foram 3 vezes superiores aos dos demais tratamentos (Fig. 4B).
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Figura 4: Numero (A) e peso especifico dos nodulos (B) de plantas jovens noduladas e ndo
noduladas de Inga macrophylla recebendo solugdo nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e
contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato (NO3). Os valores sio médias e as linhas
verticais os desvios-padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Duncan (p=0,05) (n=5).

Em espécies de leguminosas, a forma de N pode ter implicacbes ndo apenas no
crescimento, mas em alteracdes quanto ao processo simbidtico e em alguns casos, ocorre a

inibicdo total da nodulagédo e da FBN. Portanto nessas espécies o ideal € encontrar a forma e a
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concentracdo adequada de N que nao interfira na FBN e que resulte em um uso eficiente do N
e promova 0 maior crescimento da planta.

A espécie I. macrophylla teve melhor desempenho de crescimento sob a forma de
NH;*, e mesmo sendo observada uma reducdo da nodulagdo neste tratamento, o peso
especifico dos nodulos foi superior em relacdo aos de outros tratamentos. Isto pode ter
ocorrido devido ao melhor estado da plantas no que se refere ao acumulo de carbono, em
todas as partes das plantas, o que favoreceu também o maior acimulo de massa seca dos
nodulos. As diferencas entre nimero e peso especificos dos nédulos sugerem que ndo pode
ser afirmado em qual dos tratamentos a forma de N mineral foi mais significativa para I.
macrophylla,uma vez que o maior investimento no peso especificos em nddulos do
tratamento 1+NH," podem ter maior atividade da enzima nitrogenase em relagio aos nddulos
dos demais tratamentos, sendo entdo necessario investigar a atividade da enzima nestas
condicdes.

Diferente dos resultados obtidos por I. macrophylla, a nodulacdo da espécie I.
marginata foi completamente inibida sob o fornecimento de NO3 (Gongalves et al. 1999).
Neste caso, a inibicdo da nodulacdo na presenca do NO3™ pode estar atribuida a toleréncia
desta espécie a solos acidos e a capacidade de suportar encharcamento e inundacdes
temporarias, nessas condicdes, os teores NO3 sdo minimos, principalmente por serem
facilmente lixiviados (Lawrence et al. 1995).

A nodulagdo da espécie 1.edulis foi favorecida pelo fornecimento de NH," (5 mM). O
aumento da nodulacdo nesse tratamento correspondeu ao maior crescimento e acimulo de
massa seca, enquanto que sob o fornecimento de NO3;™ na mesma concentracdo foi verificada
reducdo da nodulagdo (Omena-Garcia et al. 2011). Em contrapartida, a espécie Lonchocarpus
muehlbergianus ndo teve a nodulacao reduzida ao receber NO3z™ em duas concentracoes (7,5 e
22,5 mM) (Moreira et al. 2014).

Esses resultados corroboram com os dados encontrados na literatura onde a FBN da
maioria das espécies estudadas até agora, apresentaram algum tipo de sensibilidade ao N
mineral (Streeter 1998; Gly anko et al. 2009; Barron et al. 2011). Alguns fatores vém sendo
apontados sobre o efeito negativo da fertilizagdo com N mineral na nodula¢do. Um deles esta
relacionado ao maior custo energético para o processo de FBN em relacdo a reducdo das
formas minerais de N. Neste caso, € mais vantajoso para as plantas absorver as formas de N
mineral presentes no solo (Glyanko et al. 2009). Adicionalmente, as formas minerais de N

ocasionam reducdo dos compostos fendlicos que sdo responsaveis pela sinalizagdo entre
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bactérias e plantas no solo (Makarova et al. 2007). O aumento do fornecimento de NO3™ ou
ainda nas taxas de desnitrificacdo favorecem a formacdo de Oxido nitroso no solo que
influéncia negativamente a entrada dos rizobios nas raizes (Pagnussat et al. 2002; Zhao et al.
2007).

Teores foliares e radiculares de nutrientes

Os teores foliares e radiculares de N variaram de 33,32 37,2 g kg™ e 16,6 a 19,7 g kg’
! respectivamente e ndo foi observada diferenca entre os tratamentos de fertilizacdo (Tabela
2). Os teores foliares de N encontram-se na faixa entre 12 e 35 g kg™ que sdo considerados
adequados para o crescimento de espécies florestais (Malavolta et al. 1997). Teores foliares
de N em plantas ndo fertilizadas com N mineral foram semelhantes as plantas fertilizadas
com NOse NH,4", 0 que pode ser explicado devido & contribuicdo do N proveniente da FBN.
Resultado similar foi obtido por plantas de Inga edulis onde nédo foi verificado diferenca dos
teores foliares de N em plantas néo fertilizadas com N mineral e as que receberam NOs'e
NH4" (5 mM) (Souza et al. 2012).

As concentracOes adequadas de P (fosforo) para o crescimento das plantas estdo na
faixa de 2 a 5 g kg™ (Raghothama 1999; Kirkby e Johnsto 2008). Nesta pesquisa, 0s teores
foliares de P variaram de 2,1 a 2,4 g kg™ e néo foi observada diferenca entre os tratamentos.
Nas raizes, os teores de P variaram de 0,9 a 1,3 g kg™*. A concentracéo de P foi reduzida nas
raizes dos tratamentos C(-N) e I+NOg3’, 0 que pode ser resultado da grande demanda exigida
para 0 processo de fixacdo bioldgica, visto que os maiores numeros de nédulos foram nesses
dois tratamentos (Fig. 4). O P possui uma fungdo essencial no metabolismo energético das
plantas e assim desempenha importante papel na fixacdo de N, devido a alta demanda por
ATP para a atividade da enzima nitrogenase dentro dos nodulos (Divito e Sadras 2014). A
grande demanda por P em plantas fixadoras de N, também estd associada ao
desenvolvimento de nodulos e a sintese de fosfolipidos em bacteridides (Graham e Vance
2000; Kleinert et al. 2014).

Os teores foliares de K foram superiores nas plantas do tratamento C(-N) (26,6 g kg
1y, no entanto, nas raizes, os teores foram reduzidos (16,25 g kg™), ocorrendo em maiores
quantidades nas plantas fertilizadas com NO3™ (18,9 g kg™) o que pode estar relacionado com
a forma de NOj" fornecida nesse tratamento, o nitrato de potassio (KNO3). De tal forma, os
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maiores teores de K neste tratamento pode ter favorecido a absor¢do do NOj3™ nas raizes, que
é do tipo simporte, desta forma o K pode ter atuado como cotransportador.

Os maiores teores de Ca (célcio) tanto em folhas quanto em raizes, foram observados
nas plantas do tratamento C(-N), 15 e 6 g kg™, respectivamente (Tabela 2). Nas folhas, o0s
teores de Ca variam entre 1 e 50 g kg™ (Marschner 2012). Na FBN, o Ca participa na etapa
de infeccdo das bactérias nas plantas, sendo responsavel por processos de transducdo de
sinais (Oldroyd e Downie 2006). Desta forma, altas ofertas de Ca promovem o0 aumento da
fixacdo e do nimero de nddulos, corroborando com o maior nimero de nodulos obtidos no
tratamento C (-N). Os baixos teores de Ca em plantas do tratamento I+NH," podem estar
relacionados com a maior absorcdo do NH,4" (Vitti et al. 2006).

Os teores de Mg (magnésio) nas raizes foram favorecidos pela fertilizacdo com
I+NH;* e NOg’, 26,4 e 26,5 g kg™, respectivamente. Nas folhas, os maiores teores foram em
plantas dos tratamentos C(-N) e I+NH,", 6,2 e 6,3 g kg™, respectivamente. Nesse caso,
observamos que a fertilizagdo com NH;" ndo reduziu os teores de Mg, uma vez que 0 a
presenca do NH;" no meio em grandes quantidades pode ocasionar diminuicdo de pH,
interferindo na disponibilidade deste ion (Vitti et al. 2006).

As formas de N mineral podem resultar em absorcdo diferenciada dos demais
nutrientes, variando de acordo com as condi¢des do solo e da espécie (Helali et al. 2010;
Uscola et al. 2014). Em folhas de Aniba roseadora fertilizadas com NOs;: NH," em
diferentes proporgdes, os teores de Ca e Mg ndo diferiram entre os tratamentos. Nas raizes, o
maior teor de Ca foi no tratamento 100:0 de%. Enquanto que os teores de K ndo diferiram em
folhas, porém nas raizes os maiores valores foram verificados nos tratamentos 72:25% e
100:0% (Barreto et al. 2007). Nas espécies Senna multijuga e Jacaranda mimosaefolia a
fertilizacdo com NO;3 favoreceu o maior acimulo de Ca e K em comparacdo as plantas
fertilizadas com NH," (Pereira et al. 1996). A maior absor¢io de cations em plantas
fertilizadas com NOj esta relacionada com a maior competicdo entre cations na absorcéao e

com a necessidade do balanco de cargas na planta (Uscola et al. 2014).
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Tabela 2: Teores foliares e radiculares de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio
(Ca) e magnesio (Mg) e de plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla
recebendo soluc&o nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH,")
ou nitrato (NOg3"). Os valores sdo médiastdesvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p=0,05) (n=5).

Parte Macronutrientes
da Tratamentos g/kg
planta N P K Ca Mg
C(-N) 333+0,2a 21+04a 266+25a 15+0,7a 6,2+0,2a
I (-N) 372+0,2a 22+03a 211+26b 8+09¢c 45+0,3¢C
Folhas
I+ NH," 359+04a 21+04a 186+16b 10+x0,2b 6,3+0,1a
I+ NOy 374+03a 24+04a 199+19b 9,2+0,7bc 53+02b
C(-N) 19,7+0,5a 09+03b 16,3+14hb 6+14a 155+10bh
I (-N) 195+0,1a 13+0,2a 173+1,1b 53+08ab 144+22bh
Raizes
I+ NH," 166+0,2a 13+0,3a 166+12b 47+05b 264+19a
I+ NOs 18,7+0,2a 09+02b 189+09a 52+05ab 265+32a

Quanto aos micronutrientes, verificou-se que os teores de Fe (ferro), nas folhas foram
superiores nas plantas fertilizadas com NH,", enquanto que nas raizes ndo diferiu em ambas
as formas de N mineral (Tabela 3). O Fe é essencial para a espécie de leguminosa no que
tange a fixacdo do nitrogénio por ser componente da enzima nitrogenase, participando do
transporte de elétrons da ferredoxina, na proteina leghemoglobina e nas hidrogenases
(Abdelmajid et al. 2008). Apesar das concentragcdes de Fe para o crescimento adequado das
plantas estarem na faixa de 50 e 100 mg kg™, observou-se que plantas de I. macrophylla
apresentaram teores bastante elevados. Contudo, ndo foram verificados sintomas de
toxicidade, uma vez que o crescimento das plantas ndo foi afetado.

Nas folhas, os teores de Zn (zinco) foram superiores nas plantas do tratamento
I+NH," (16,2 mg Kg™), enquanto que nas raizes, o maior acimulo foi no tratamento | (-N)
(64,5 mg Kg™). Quanto aos teores de Mn (manganés), ndo foi verificado diferenca entre os
teores quanto ao fornecimento ou ndo de NH,", visto que plantas dos tratamentos 1+NH;" e
I(-N) apresentaram 0os maiores valores. Ao passo que nas raizes, 0s maiores teores foram sob
a fertilizacdo 1+NO;3™ (Tabela 3). Em Aniba roseadora, os teores de Fe tanto em folhas quanto
em raizes ndo diferiram entre as diferentes proporgdes de NOs” e NH4*. Enquanto que 0s
teores de Zn, em folhas foram maiores no tratamento 100: 0% NOs: NH,". Para Mn ndo

houve diferenca entre os teores presentes nas folhas dos tratamentos testados. No entanto, nas
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raizes os teores mais elevados foram no tratamento com 75: 25% de NO3: NH;" (Barreto et
al. 2007).

A absorc¢éo diferenciada de cations e anions varia em funcdo do pH da rizosfera que
influencia na disponibilidade de outros nutrientes para as plantas (Ortiz-Ramirez et al. 2011).
No caso de plantas que absorvem NOj’, tem sido observado a necessidade de absorver cations
devido ao balaco de cargas (Hageman 1984). A acidificacdo da rizosfera pode ocorrer devido
ao excesso de absorcdo de cétions que neste caso é balanceado pela liberacdo de protons
como ocorre com 0 mecanismo de transporte tipo simporte do NO3™ na membrana, havendo
liberacdo de 2 H+. Enquanto que o excesso de absor¢do de anions em relacao aos de cations
resulta no aumento no pH da rizosfera mediante a remocédo de protons (Ortiz-Ramirez et al.
2011).

Tabela 3: Teores foliares e radiculares de ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn)
de plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugéo
nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH;") ou nitrato (NOs).
Os valores sdo médiastdesvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (p=0,05) (n=5).

Micronutrientes

Parte da
planta Tratamentos mg/kg
Fe Zn Mn
C (-N) 124,7 +11,5ab 10,2+18Db 2199+424Db
I (-N) 122,2 + 16,6 ab 99+18Db 318,9+25,7a
Folhas .
I+ NH,4 139,3+4,7a 16,2+4,4a 331,7+18,6a
I+ NO3 1148+6,7b 13+2,6ab 184,5+20,2b
C (-N) 275,4+428¢c 332+79b 1341+113c
I (-N) 377,2+46,1Db 645+59a 943+18,7c
Raizes .
I+ NH,4 587,7+444 a 256+56Db 253,0+309b
I+ NOj3 605,1 +57,8a 285440 345,7+ 36,3 a

Teores de pigmentos cloroplastidicos e fluorescéncia da clorofila a

Plantas de I. macrophylla tiveram maior investimento de Chl a, Chl b, Cy., Chliga na
condicdo de 1+NOj3 (Tabela 4). Em contrapartida, ndo houve diferenca entre os tratamentos
quanto a razdo Chl a /Chl b. Plantas | (-N) exibiram maior razdo Chliy, / Cx+c. Verificou-se
que plantas 1+NH," apresentaram numero reduzido de Chliw Semelhantes aos resultados
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obtidos em plantas C (-N). Os diferentes investimentos em moléculas de clorofilas bem como
as formas de N mineral ndo afetaram o transporte de elétrons na etapa fotoquimica, uma vez
que ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos quanto as variaveis F/Fn, Plags €
Pliotar (Tabela 4).

Tabela 4: Teores de pigmentos cloroplastidicos na base da massa (umol/g), rendimento
quantico méaximo do PSII (F./Fp), indice de desempenho (Plags) € indice de desempenho
total (Plow) de plantas jovens noduladas ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo
solugdo nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato
(NO3). Os valores sdo médiastdesvio-padrdo. Medias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (p>0,05) (n=5).

Variaveis C (-N) I (-N) I +NH," | +NO3’
Chla 14+04b 1,7+0,4 ab 1,2+09b 23+0,3a
Chlb 05+0,1b 06+0,1b 06+0,3b 08+0,1a
Cyc 05+0,1b 05+0,1b 04+02b 09+0,1a

Chla/Chlb 2,9+0,3a 29+0,1a 23+12a 2,8+0,04a
Chligtal 1,9+05b 23+0,5ab 1,7+11b 31+05a
Chliotal / Cysc 3,9+0/4ab 43+04a 42+0,6ab 3,7+0,1ab
Fu/Fm 0,8+0,01a 0,8+0,01a 0,8+0,003 a 08+0,01la
Plags 1,2+0,3a 1,2+0,2a 1,2+0,3a 15+02a
Pliotal 09+0,2a 0,7 £0,1a 0,7+0,2a 1,0 £0,3a

As clorofilas sdo essenciais para a transformacdo da energia luminosa em energia
quimica e por essa razdo, sdo estreitamente relacionadas com a eficiéncia fotossintética das
plantas, e consequentemente, ao seu crescimento e estabelecimento em diferentes ambientes
de luz, agua e nutrientes (Marenco e Lopes 2009). A relacdo entre o investimento de
moléculas de clorofilas para melhor absorcéo e uso da energia luminosa sob o fornecimento
de diferentes formas de N foi observada para a espécie Inga edulis, na qual os maiores teores
de Chl a, Chl b, Cy+c € Chlyya foi sob o fornecimento de NH;* (5 mM) (Souza et al. 2012). O
maior investimento em moléculas de clorofilas no tratamento com NH;" possibilitou maior
capacidade de absor¢do de fotons com reflexos diretos sobre o ganho em carbono, quando
comparados com os demais tratamentos. Em relacdo aos pardmetros de fluorescéncia em 1.
edulis ndo foi verificado diferenca, o que pode ser atribuido aos teores foliares de N que nédo

diferiram entre plantas fertilizadas com N mineral e as dependentes apenas da FBN.
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Em plantas de I. macrophylla, mesmo nédo sendo observada diferencas entre as taxas
fotossintéticas (Tabela 5), sugere-se que 0 maior investimento em pigmentos cloroplastidicos
em plantas do tratamento I1+NOj3 pode ser estratégia utilizada pelas plantas de tal forma que
pudessem conciliar a absorg¢éo e o uso da energia luminosa com a energia destinada para a
reducdo do NO3~ a NO', uma vez que, este processo exige elevado custo energético, bem
como para a assimilacdo do carbono. Contudo, os diferentes investimentos de moléculas de
clorofilas por tratamento contribuiram para melhor aclimatacdo das plantas corroborando
com os dados de fluorescéncia da clorofila a (Tabela 4).

Outro fator que pode ter favorecido o bom desempenho de plantas em todos os
tratamentos, incluindo os de plantas que ndo receberam N mineral, foi o fornecimento da
solucdo nutritiva com macro e micronutrientes e a irrigacdo diaria em condi¢cdes moderadas
de luz. Adicionalmente, os teores de foliares de N que ndo diferiram entre os tratamentos
favoreceram tanto a capacidade de absorcdo de luz, quanto no transporte de elétrons na
membrana dos tilacéides assim como reportado em outros trabalhos (Nikiforou e Manetas,
2011; Zivcak et al. 2014).

Trocas gasosas

Os valores de assimilacdo de CO, em fungdo do aumento da irradiancia exibiram
comportamento diferenciado entre os tratamentos (Fig. 5). Os maiores valores de Py foram
em plantas do tratamento C(-N) a partir da irradiancia de 500 pmol m™s™. Nesse ponto, 0s
tratamentos | (-N) e I+NOj3" apresentaram comportamento similar até os maiores valores de
irradiancia (2000 pmol m?s™), enquanto que plantas do tratamento I+NH;* tiveram
desempenho inferior, apresentando valores cerca de 25% menor em todos 0s pontos em

relacdo as plantas do C (-N).
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Figura 5: Curva resposta da fotossintese (Pn) em funcdo do aumento da irradiancia de plantas
jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugdo nutritiva sem
nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH;") ou nitrato (NOz"). As linhas
representam o ajuste dos dados utilizando o modelo exponencial. As barras verticais
representam o desvio-padréo.

N&o foram observadas diferencas quanto aos valores de fotossintese maxima (Pnmax),
rendimento quantico (a), irradidncia de saturagdo (lIs) e transpiracdo (E) (Tabela 5).
Entretanto, observou-se que os valores de Ry de plantas do tratamento I+NH," foi 84%
inferior em relacdo as plantas do tratamento | (-N), o que resultou nos menores valores de
irradiancia de compensacéo (lc) que foi cerca de 89% inferior em relagdo a esse mesmo
tratamento | (-N). Para gs2000, Verificou-se que as plantas 1+NOjs” exibiram valores cerca de 4

vezes maiores do que em plantas do tratamento 1+NH,".
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Tabela 5: Caracteristicas fotossintéticas de plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga
macrophylla recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de
amoénio (NH;") ou nitrato (NO3"). Fotossintese maxima (Pmax), respiragdo no escuro (Rg),
rendimento quantico (o), irradidncia de compensagdo (lc), irradiancia de saturagdo (ls),
conduténcia estomatica (gse000), transpiracdo (Ezon0), Os valores sdo médiastdesvio-padréo.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p>0,05) (n=5).

Variaveis Unidade C (-N) I (-N) | + NH," | + NOy
P umol m? s 128+19a 122+29a 105+14a 119+14a
Ry pmol m?s™ 08+02ab 09+0la 05%01b  06+0,06b
o mol CO, mol quanta® 0,1+00la 0,1+00la 004+002a 0,06+0,002a
I pmol m? st 134+44ab 159 +14a 84+14c  92+13hc
ls pmol m? st 524+114a 517+158a 400+57a  406+7.4a
052000 mmol m? s 350+130ab 450+130ab 150+5b 580+40a
Eo00 mmol m?2s? 42+05ab 49+09a 29+09b 48+16a

Independente da forma de N, ndo houve diferenca nas taxas fotossintéticas entre os
tratamentos de fertilizacio. Os menores valores de Pymax €m plantas do tratamento 1+NH,"
sdo atribuidos ao menores valores gs. A reducdo dos valores de gs pode ser estratégia utilizada
para minimizar a perda de &gua visto que os valores de Ejpo oObtidos em plantas do
tratamento 1+NH," foram cerca de 68% menor em relagdo as plantas do tratamento 1(-N) que
obteve os maiores valores. Isto pode ter afetado os valores de fotossintese por unidade de area
das plantas do tratamento 1+NH," e contribuir para os menores valores de I.. Por outro lado, 0
maior investimento em area foliar total das plantas do tratamento I+NH," contribuiu para
maior produtividade destas plantas, decorrente da maior atividade fotossintética por area
foliar total neste tratamento, o que resultou no maior crescimento e acimulo de massa seca
das plantas.

O fato de algumas espécies apresentarem maior assimilacdo de carbono em plantas
fertilizadas com NH,4" pode estar relacionado a taxa de regeneragdo da Rubisco, uma vez que
o NH4" pode causar maior taxa de regeneracdo da RuBP quando comparado com outras
formas de N (Guo et al. 2007). Isto ocorre devido & réapida assimilagdo do NH;" em
aminoacidos, enquanto que o NOj3 precisa primeiramente ser reduzida a NO, e
posteriormente a NH,4". Este processo interfere diretamente no consumo de NADPH, pois,

grande porcdo dos produtos da cadeia transportadora de elétrons pode ser usada para a
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assimilacdo de NO3  a NO;, (Downie 2005). O custo de foto energia para a assimilacdo de
NH," é cerca de 45% inferior em relagdo ao NOs™ (Raven 1985).

Quanto as taxas fotossintéticas de plantas ndo fertilizadas com N mineral serem
similares as de plantas fertilizadas com NH;" e NO3™ pode estar relacionado a maior fixagio
do N, visto que esse processo demanda de grande disponibilidade de fotoassimilados. Em
estudo com soja essa relacédo foi observada, uma vez que plantas sob o fornecimento de NO3
apresentaram taxas fotossintéticas inferiores em relacdo as plantas dependentes da FBN
(Kaschuk et al. 2009). Isso é reflexo das altas taxas de respiracdo em plantas dependendo da
FBN em plantas do tratamento C (-N) e I (-N) que destinaram maior energia para 0 processo
simbidtico, o que resultou no menor investimento em biomassa. Por outro lado, plantas dos
tratamentos 1+NH;" e I1+NO3" adotaram outras estratégias de modo que menores quantidades
de carboidratos foram consumidas o que ocasionou 0 maior acimulo e aloca¢do de biomassa
nas diferentes partes das plantas.

Em comparacdo, as respostas fotossintéticas das espécies I. edulis com Dipteryx
odorata crescendo em area degradada préximo a hidrelétrica de Balbina, sem receber
nenhum tipo de fertilizacéo, a espécie I. edulis obteve valor de Py cerca de 59% superior em
relacdo a Dipteryx odorata, contudo, ndo foi verificado relacdo entre crescimento e com a
assimilacdo de carbono nessa condicdo (Jaquetti et al. 2014). Tal fato corrobora com os dados
obtidos nesse trabalho com 1. macrophylla que mesmo apresentando valores de Py
semelhantes entre os tratamentos, a maior parte de energia produzida pode estar sendo
destinada para o processo de FBN e ndo para o acumulo de biomassa. Porém, quando
comparado espécies de I. edulis dependendo apenas do processo de FBN com as que
receberam fertilizacdo, verificou-se maior crescimento em plantas, acompanhado dos

menores valores de respiracdo nestas condi¢Oes (Jaquetti et al. 2014).

Eficiéncia fotossintética no uso dos nutrientes

Os tratamentos variaram quanto a eficiéncia fotossintética no uso dos nutrientes
(EFUNutriente) (Tabela 6). A maior EFUN foi em plantas fertilizadas com NOj3’, enquanto que
ndo foi observada diferenca entre os tratamentos quanto a EFUP e EFUK. Plantas sob
fertilizagdo com NOs™ e NH," apresentaram menor eficiéncia fotossintética dos nutrientes

analisados em relagdo as plantas que ndo receberam N mineral. Os maiores valores de
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EFUCa, EFUMg e EFUZn foram em plantas do tratamento I(-N). Enquanto que a maior
EFUFe e EFUMN foram em plantas do tratamento C(-N).

Tabela 6: Eficiéncia fotossintética no uso de macro e micronutrientes de plantas jovens
noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio
mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato (NO3). Os valores sio
médiastdesvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (p=0,05) (n=5).

C (-N) I (-N) I+ NH,* I+ NOy
(mmol mol™ s™)

EFUN 1855+ 197 b 1931 +65b 1989 +282 b 2271 +230a
EFUP 6161 + 1534 a 5708 + 1524 a 5487 + 495 a 4978 + 693 a
EFUK 520+ 80 a 560+ 70 a 560 + 50 a 500+80a
EFUCa 827 +162cC 1526 + 261 a 1112 + 79 be 1234 + 208 ab
EFUMg 2167 + 152 ab 2384 + 167 a 1787 + 158 ¢ 1973 + 90 bc
EFUFe 114+46a 78+3,3¢C 80,3+5¢c 103+5,7b
EFUZn 1270 + 265 ab 1539+ 290 a 537+20¢c 1007 +85b
EFUMN 63,2+12a 33,7+3,1b 315+3,1b 66,8+118b

A eficiéncia de utilizacdo do nutriente € um importante parametro que afeta a
sobrevivéncia e reproducdo de plantas bem como a produtividade priméria liquida no
ecossistema terrestre, sendo entdo utilizado para avaliar o desempenho fisioldgico das
espécies (Hidaka e Kitayama 2009; Weih et al. 2011).

A EFUN foi superior em plantas do tratamento NO3’, mesmo ndo havendo diferenca
nos teores foliares de N e nas taxas fotossintéticas. Este resultado indica maior exigéncia de
N para o processo fotossintético nesse tratamento, fato que pode estar relacionado ao gasto de
energia para a assimilacdo do NO3". Quanto a EFUP, observou-se que a quantidade fornecida
durante o experimento foi adequada em todos os tratamentos, uma vez que as taxas
fotossintéticas ndo diferiram entre os tratamentos e por considerar que a espécie em estudo é
uma leguminosa e que 0s processos relacionados a nodulagéo e fixacdo do N, dependem de P
(Kleinert et al. 2014). Adicionalmente, os teores foliares de P obtidos nessa pesquisa podem
ter contribuido para outros processos tais como regulacdo do ciclo de Calvin e o transporte de
metabolicos e de compostos assimilados (Jia e Gray 2004), fato corroborado com os valores

das taxas fotossintéticas.
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Em relacdo a EFUK, mesmo os menores teores de K terem sido menores em folhas
dos tratamentos | (-N), I +NOs™ e I+NH;" em relaco ao C (-N), ndo houve diferenca entre os
tratamentos quanto a eficiéncia no uso desse nutriente indicando que as menores quantidades
de K ndo interferem no processo fotossintético nas condicGes que as plantas estavam
submetidas. Os resultados obtidos por plantas do tratamento I (-N), os menores teores de Ca
podem estar associados a demanda exigida pelas plantas dependentes da FBN, mediante a
funcéo deste nutriente na nodulagdo das leguminosas (Oldory e Downie 2006). Assim como o
Ca, 0 Mg e 0 Zn neste tratamento estavam em quantidades inferiores em relacdo aos demais,
contudo, nao foram prejudiciais tendo em vista que 0 uso no processo fotossintético nao foi
afetado.

A maior EFUFe em plantas do tratamento C (-N), ndo corresponde aos teores obtidos
na folhas, sendo que os menores valores foram em plantas do tratamento | +NOj". Esses
resultados sugerem que as plantas do tratamento com NOj  poderiam ter sua capacidade
fotossintética afetada caso houvesse reducéo dos teores de Fe. A demanda de Fe exigida por
plantas do tratamento | +NO3™ pode estar relacionada a maior nodulagdo e fixagdo do N,
onde parte do nutriente absorvido pelas plantas pode estar sendo utilizado em enzimas do
processo de FBN (Abdelmanjid et al. 2008).

Quantificacao dos compostos nitrogenados

Os teores foliares de NOj3™ variaram de 0,2 a 0,6 umol/g, enquanto que nas raizes
variaram de 0,03 a 1,9 pumol/g e nos nédulos de 0,3 a 0,52 umol/g (Tabela 7). Nas trés partes
das plantas, observou-se o maior acimulo de NO3 no tratamento | + NH;" em relagdo aos
demais tratamentos de fertilizacdo. Em comparacdo ao tratamento | (-N), plantas do
tratamento | + NH," exibiram teores de NO3; em folhas e nddulos cerca de 75 e 50%
superiores, respectivamente. Engquanto que nas raizes os valores foram 98% superiores
comparado com as plantas do tratamento C (-N). Os teores de NH,", ndo diferiram entre os
tratamentos nas trés partes das plantas analisadas, no entanto, verificou-se maior acimulo de
NH;" em relacdo ao NO3". Nas folhas, os maiores teores de ureideos foram observados no
tratamento C (-N), enquanto que nos nédulos nos tratamentos C (-N) e | (-N). Ndo houve

diferenca entre os tratamentos quanto aos teores de ureideos nas raizes.

50



Tabela 7: Teores de nitrato, aménio e ureideos em folhas, raizes, nddulos de plantas jovens
noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solucdo nutritiva sem nitrogénio
mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato (NO3). Os valores sio
médiastdesvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan (p>0,05) (n=5).

Nitrato Amonio Ureideos
Tratamento

pumol/g pmol/g mmol/g
Folha
C(-N) 0,6 £0,1a 165+15a 1,1+0,1a
I (-N) 0,2+0,0b 16+1,3a 1,0+0,1ab
| + NH," 05+0,1a 148+ 0,6 a 09+0,1b
| + NO3y 06+0,1a 155+10a 1,0+0,1ab
Raiz
C (-N) 0,03+£0,0c 122+14a 06+0,1a
I (-N) 05+0,1b 132+19a 06+0,1a
| + NH," 19+0,4a 124+20a 06+0,1a
| + NO3 05+0,1b 124+17a 06+0,1a
Nodulo
C (-N) 0,3+0,1b 18,2+0,8a 0,7+0,0a
I (-N) 0,3+0,1b 176+09a 0,7+0,0a
| + NH," 052+0,1a 17,2+0,04a 0,66+0,1ab
| + NO3y 046+0,2ab 172+10a 05+0,1b

As diferentes quantidades de compostos nitrogenados nas espécies vegetais sao
decorrentes da atividade de enzimas na reducdo e assimilacdo nos diferentes tecidos das
plantas que podem ser influenciadas pelas condi¢cdes ambientais, a necessidade do uso dos
nutrientes, uma vez que 0 NOj e os ureideos podem ser estocados nas plantas antes de serem
reduzidos a outras formas. No caso do NH,", a toxicidade pode ser um fator que induz a
rapida assimilagdo pelas plantas (Camargos e Sodek 2010; Andrews et al. 2013; Werner et al.
2013; Tegeder 2014).

Na espécie I. macrophylla, foi verificado baixos teores de NO3; em todos o0s
tratamentos quando comparado aos teores de NH;" e ureideos, o pode estar relacionado a
rapida redugdo do NOs a NO; e posteriormente a NH4", o que justifica os elevados teores de

NH4" ou ainda por ser resultado da fixacdo do N,. Diferente dos resultados obtidos por 1.
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macrophylla, plantas da espécie Inga edulis fertilizadas com NO3; ou NH," (5 mM), os teores
de NOj3 foram dez vezes superiores ao encontrado para I. macrophylla nos diferentes tecidos
das plantas, ao passo que o NH," foi rapidamente assimilado, ndo sendo detectado em folhas,
raizes e nddulos. Quanto aos teores de ureideos, os valores encontrados para I. edulis foram
bastante reduzidos em comparacdo a I. macrophylla, prevalecendo os maiores teores de
aminoacidos (Omena-Garcia et al.2015).

A fertilizagdo nitrogenada em ambas as formas néo interferiram no processo de FBN.
Em I. macrophylla, os ureideos s&o a principal forma de acimulo de N em folhas, raizes e
nodulos. Para grande parte de espécies de leguminosas, a presenca do NO3™ reduz a nodulacao
e a fixacdo do N, (Glyan’ko et al. 2009). Contudo, para I. macrophylla 0 NO3™ ndo afetou a
nodulagdo, diferente dos resultados obtidos em plantas do tratamento I+NH;". Em
Lonchocarpus muehlbergianus, os valores de ureideos ndo diferiram estatisticamente entre os
tratamentos em nenhuma das partes da planta. Os teores de ureideos da seiva indicaram que a
fixacdo bioldgica nos nddulos estava plenamente ativa mesmo nos tratamentos em que
plantas noduladas foram submetidas ao tratamento com NOs™ (Moreira et al. 2014).

A verificacdo de alteragcbes no padrdo de compostos nitrogenados translocados via
xilema é uma maneira de avaliar a atividade assimilatoria do nédulo, pois a translocacédo de
ureideos via xilema, compostos diretamente associados com a fixacdo do N,, estd
intimamente relacionada com a taxa de fixagdo como demostrado em outros trabalhos
(Amarante et al. 2006; Camargos e Sodek 2010). Nesta pesquisa, verificou-se que os ureideos
sdo a principal forma de transporte de nitrogénio pela seiva do xilema em |. macrophylla

independente da forma de N fornecida (Fig. 6).
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Figura 6: Distribuicdo do conteudo de nitrato, ureideos, aménio e aminoacidos na seiva do
xilema de plantas jovens noduladas e ndo noduladas de Inga macrophylla recebendo solugéo
nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e contendo 5 mM de aménio (NH4") ou nitrato (NO3).

Em algumas espécies de leguminosas, 0 NO3™ causa reducéo nos teores de ureideos no
xilema, reflexo da inibicdo da fixacdo de N, provocada pelo NOj3’, enquanto ocorre aumento
de NO3 nos exsudatos do xilema (Kato et al. 2010). Em I. macrophylla, os teores de NO3
transportados para a parte aerea foram baixos em todos os tratamentos. A auséncia de
reducgdo nos teores de ureideos translocados via xilema indica que a presenga de N mineral no
meio externo ndo influenciou na fixacdo do N, em I. macrophylla, uma vez que observou-se
altos teores de ureideos sendo translocados na seiva do xilema em todos os tratamentos
avaliados e o maior acimulo em folhas em relacdo ao NOs” e NH,", indicando que as plantas
conseguiram usar o N da fixacao biol6gica bem como o disponivel em solucdo nutritiva, visto
que os teores de NOs” NH,4" foram reduzidos nos demais tecidos das plantas em relagdo aos
teores de ureideos (Tabela 7).

Os elevados teores de ureideos em plantas de I. macrophylla fertilizadas com NO3’
pode ser relacionado a nodulacdo e a maior massa seca dos nodulos como descrito
anteriormente. No entanto, em plantas fertilizadas com NH4" ndo é observada esta relagio,
pois mesmo esta fonte de N mineral reduzir a nodulacéo, a massa seca dos nédulos foi igual a
do tratamento C (-N) que teve maior nodulagdo, os ureideos ndo foram afetados. A relacdo
entre 0 aumento da nodulacdo e da massa seca dos nodulos com o transporte de ureideos foi

verificado em Lonchocarpus muehlbergianus (Moreira et al. 2014).
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Resultados obtidos pela espécie Calopogonium mucunoides, o tratamento com NOg
(15 mM) causou reducdo do nimero de nédulos, porém nédo afetou a massa de nédulos das
plantas. Nesse experimento, a atividade da enzima nitrogenase manteve-se constante quando
a planta foi tratada com solugéo nutritiva contendo NO3™ (15 mM), mas reduziu 59% quando
cultivada em solucdo com NOj3 (30 mM) (Camargos e Sodek 2010).

Na espeécie Inga edulis, mesmo a nodulacdo e a massa seca dos nodulos terem sido
estimuladas pela fertilizagdo com NH," (5 mM), os aminodacidos foram a forma predominante
na seiva (Omena-Garcia et al. 2011). Enquanto que a espécie I. macrophylla se enquadra no
grupo de leguminosas transportadora de ureideos, assim como a soja e espécies pertencentes
a tribo Phaseoleae (Mcclure e Israel 1979; King e Purcell 2005). O transporte das formas de
ureideos é vantajoso para as plantas, uma vez que para cada carbono da constituicdo dos
ureideos, um N € transportado, 0 que ndo ocorre com 0Ss aminodcidos comumente
transportados pela seiva do xilema de leguminosas, como glutamina e asparagina e suas
aminas glutamato e aspartato (Amarante et al. 2006). Adicionalmente, os ureideos sdo usados
como uma forma de estocar N, e utilizados mediante a demanda de N exigida para diferentes
processos nas plantas (Smith e Atkins 2002; Tegeder 2014).

Perfil de aminoacidos da seiva

Dentre os aminoacidos transportados pela seiva do xilema, destaca-se a asparagina
(ASN) em todos os tratamentos (Figura 7). Neste caso, o transporte de ASN em uma espécie
arbdrea pode ser considerado vantajoso, uma vez que, este aminoacido € menos reativo e
mais soltvel, sendo desta forma ideal para transportes a longas distancias (Sieciechowicz et
al. 1988).

E importante ressaltar que informacdes a respeito do transporte de aminoacidos livres
em espécies arbdreas sdo limitadas e partes dos trabalhos existentes sdo com espécies
cultivadas. Contudo, no estudo realizado em areas em processo de regeneracdo natural na
Mata Atlantica com espécies arbdreas, verificou que Inga marginata apesar do aminoacido
ASN ser a principal forma de transporte de N, esta espécie também conseguiu se beneficiar
do processo de FBN mediante a presenca de ureideos na seiva mesmo em menor quantidade
(Aidar et al. 2003). Enquanto que em espécies de Acacia crescendo em areas impactadas na
Australia, transportam entre 40 e 60% de ASN do total de compostos organicos nitrogenados

na seiva do xilema (Pfautsch et al. 2009). Plantas jovens noduladas de Inga edulis o
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transporte de ASN (cerca de 60%) foi predominante na seiva do xilema, independente da

fonte de N mineral ofertada (Omena-Garcia et al. 2011).
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Figura 7: Perfil de aminoacidos na seiva do xilema de plantas jovens noduladas e néo
noduladas de Inga macrophylla recebendo solugdo nutritiva sem nitrogénio mineral (-N) e
contendo 5 mM de aménio (NH,") ou nitrato (NO3") (n=>5). Aspartato (Asp), glutamato (Glu),

asparagina (Asn), Acido gama-aminobutirico (Gaba).

No contexto nutricional, outra vantagem relacionada ao transporte de ASN em
detrimento ao transporte de outros aminodacidos, é a de possuir melhor relacdo N:C (2:4)
quando comparado a GLN (2:5), transportando a mesma quantidade de N por molécula,
economizando carbono das reservas do sistema radicular necessarias como substrato para 0s
processos respiratorios envolvidos na obtencdo de energia para o crescimento e
desenvolvimento do organismo vegetal (Sieciechowicz et al. 1988). Adicionalmente, no caso
da ASN, qualquer que seja a forma inicial do seu metabolismo em folhas e tecidos verdes, o
N do grupo amina acaba sendo liberado na forma de NH;" e, a partir desse ponto, o
metabolismo segue a via acdo do complexo enzimatico sintetase da glutamina/ 2-oxoglutarato
amidatransferase da glutamina (GS/GOGAT) fornecendo o N para a biosintese de todos 0s
aminoéacidos (Heidari et al. 2011).
Os aminoacidos aspartato (ASP) e glutamina (GLN) estdo presentes de forma similar

em todos os tratamentos, porém em menores quantidades em relacdo a ASN. De certa forma,
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era de se esperar baixas concentracdes de ASP e GLN, visto que estes dois aminoacidos sao
precursores metabolicos para a sintese de outros aminoacidos como 0 GLU e ASN por acéo
da enzima asparagina sintetase (AS), enquanto que o aminodcido GLN entra na rota
metabdlica para a sintese de ureideos que foi predominante em I. macrophylla (Sulieman et
al. 2010).

O aminoacido GABA esta presente em peguenas quantidades em todos os tratamentos
de fertilizacdo. O aminoacido GABA pode ser encontrado em concentragbes mais elevadas
nos nodulos de leguminosas. O papel fisioldgico do GABA em funcionamento nédulo ainda
ndo é claro, mas este metabolito é facilmente acumulado em resposta ao estresse, bem como
das condi¢bes que eram projetados para regulacdo da atividade da enzima nitrogenase
(Sulieman et al. 2010).

Em sintese dos resultados apresentados, a FBN da espécie |. macrophylla ndo foi
afetada pelas formas de N mineral fato comprovado pela presenca pronunciada dos ureideos
em todas as partes das plantas e por ser 0 composto majoritario na seiva do xilema, diferindo
da maior parte das espécies que demonstram sensibilidade mediante a disponibilidade de N
mineral no solo. O comportamento de I. macrophylla assemelha-se de um pequeno grupo de

espécies tropicais que conseguem utilizar diferentes formas de N.
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CONCLUSAO

Plantas de 1. macrophylla respondem mais efetivamente a combinagéo
inoculagdo com NH," quanto aos pardmetros de crescimento, acimulo de massa seca,
decorrente da maior assimilacéo de carbono nessa condicao.

Diferente dos resultados encontrados em grande parte das leguminosas 0 NO3’
favoreceu a nodulagéo e 0 acimulo de massa seca dos nédulos enquanto que para 0 NH," ndo
houve um efeito significativo.

Independente da forma de nitrogénio fornecida, os ureideos sdo a forma
predominante de transporte de nitrogénio via xilema, indicando a capacidade da espécie I.
macrophylla de utilizar tanto o N mineral quanto o proveniente da fixacdo bioldgica do

nitrogénio.
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