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Senhor, muito obrigado pelo meu lar. E tio maravilhoso ter um lar.
Nao ¢ importante se esse lar € uma mansao, ou uma tapera
se ¢ um ninho, uma casa na favela,

um bangalo, seja 14 o que for

mas ¢ importante que dentro dele

exista a figura do amor.

Amor de méae ou de pai, de mulher ou de marido

de filho ou de irmao

a presenca de um amigo

alguém que nos dé a mao

pelo menos a companhia de um céo

porque ¢ tio doloroso, viver na solidao.

Mas se Eu a ninguém tiver para amar

nem um teto para me agasalhar

Ou uma cama para me deitar

nem assim reclamarei, € nem blasfemarei

ao contrario te direi, obrigado senhor porque eu nasci

Muito obrigado porque eu creio em ti

Pelo teu amor, obrigado Senhor

O texto acima € parte de um poema declamado por Divaldo Pereira Franco*, em
algumas de suas palestras. Procuro sempre aplica-lo como filosofia de vida.

*Divaldo Pereira Franco cursou a escola priméria ¢ o curso normal rural em
Feira de Santana, onde nasceu. Ja realizou cerca de 8.500 palestras, em nmis de 1.000
cidades, inclusive por cinco vezes na ONU. Ja psicografou mais de 140 livros,
totalizando, aproximadamente, 4 milhdes de exemplares, traduzidos para mais de
catorze idiomas. Toda a renda dos livros, e de outras atividades, Ele reveste para a
Mansao do Caminho, a gigantesca obra social e educacional, em Salvador. Por sua
instituicdo ja foram atendidas mais de 50.000 criancas carentes.
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Aos meus pais Matias Gomes da Cruz e Maria Lopes da Cruz, pelo amor,

incentivo, exemplo de honestidade e amor ao proximo e pelos constantes



sacrificios realizados durante todo o processo de minha longa formac@o. Vocés

sd0 0s maiores responsaveis pelo objetivo ora conseguido.

A minha esposa Claudinéia e minhas filhas Deborah e Maria Claudia,

donas do meu coracdo e razdo maior da minha vida.

Aos meus irmdos Jorge, Z¢lia, Z¢ Hamilton, Jaci, Janda, Deide e Messias
pelo carinho e amizade durante todos esses anos em que estivemos convivendo.
Que nossa amizade seja eterna. Dedicagdo especial a Z¢ Hamilton que, com seus

exemplos, fez crescer em mim a importancia da solidariedade.

AGRADECIMENTOS:

Ao Professor Paulo Roberto Mosquim pela orientagdo segura, pela
amizade e pelos exemplos de competéncia e de capacidade profissional.

Ao Professor Fabio Murilo Da Matta pelas criticas, sugestoes, amizade e
pelos exemplos de competéncia e de capacidade profissional.

A Claudinéia pelo amor, compreensdo e ajuda na condugdo das atividades

experimentais.



Aos professores Carlos Alberto Martinez y Huaman, Marco Aurélio
Pedron e Silva e Luiz Edson Mota de Oliveira pelas sugestdes apresentadas a
redacdo final do texto.

Aos amigos Marlos e Luciene, Prof. Raimundo dos Santos Barros, Jay e
Dra. Santana, Vespasiano e Monica, Mercés e Prof. Marcelo Loureiro, pela
amizade e alegre convivéncia durante o desenvolvimento do curso.

Aos funciondrios do departamento de Biologia Vegetal, especialmente
Carlos Raimundo, Rogério e Geraldo, pelo auxilio na realizacdo das atividades
de pesquisa.

Ao estudante Wagner Luiz AraQjo cuja ajuda foi de grande valia para a
realizagdo deste trabalho.

Ao CNPq pela concessao da bolsa de estudo

A EBDA e a EMBRAPA/CNPMF pela oportunidade de realizagio do

curso

BIOGRAFIA DO AUTOR

Jailson Lopes Cruz, filho de Matias Gomes da Cruz e Maria Lopes da
Cruz, nasceu em Conceicao do Almeida, Estado da Bahia, em 20 de setembro de
1960.

Em Margo de 1979, iniciou o curso de Engenharia Agronémica na

Universidade Federal da Bahia, concluindo-o em dezembro de 1982.



Em 1983, foi contratado pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural da Bahia, onde desenvolveu atividades até o ano de 1985. Em 1986 foi
transferido para a Empresa de Pesquisa Agropecudria da Bahia, hoje denominada
Empresa de Desenvolvimento Agropecuario da Bahia (EBDA).

Iniciou o curso de Pds graduacdo, em nivel de mestrado, em Agronomia,
area de concentracdo Fisiologia Vegetal, na Escola Superior de Agricultura de
Lavras, hoje denominada Universidade Federal de Lavras, em mar¢o de 1990,
concluindo-o em agosto de 1992.

Em dezembro de 1998, foi contratado pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria, para exercer atividades de pesquisa no Centro Nacional de
Mandioca e Fruticultura.

A partir de marco de 1997, iniciou o curso de Pos Graduagdo, em nivel de
Doutorado, em Agronomia, area de concentracdo Fisiologia Vegetal, na

Universidade Federal de Vigosa, concluindo-o em agosto de 2001.

INDICE

RESUMO .o e e s
ABSTRACT ...ttt et e

X



INTRODUQCAO ... e e eneenen
............................................................................................................................... 1
REVISAO DE LITERATURAL .........coomrrrvimrrrirsesrseesesessessesesnessssesnss sesessnees
............................................................................................................................... 4
Regulacdo da absor¢ao do NOs......c.c.ceevivirieiereenine e e
.......................................................................................................................................................................... 4
Redugio do NO; e assimilagio dO NH ... e,
.......................................................................................................................................................................... 6
O nitrogénio e a assimilagdo do carbono...........cccecveiereirieeniiiniecieeeieinee. 10
MATERIAL E METODOS.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseese s seeesesesesea
14
Condugao dOS EXPEITMENTOS........ceeverrereeeirrereeees srerteeeressenseeesesseeesees saeseses 14
EXPERIMENTO N Lot et sessesse s 14
Crescimento das plantas.............ccceeevereeerieneceeeeesieeeese e e 14
Taxa fotossintética HQUida...........cecevveeirieeinie e e 16
FOSTOT0 INOTZANICO ...ttt ettt et eaeas
17
Fragdes de aglicares € de NItrOZENI0 ..........eeveeererrereeieecereieieeeeeee e 17
Proteinas SOIIVEIS tOLAIS..........e.eueueeriririeiereiin sttt e
.................................................................................................. 18
IMASSA SECA ....verveninirieieieitetet ettt ettt ettt et
19
EXPERIMENTO 11 2.ttt st sesb s 19
TTOCAS ZASOSAS ...vvevrenrereeeietieieies sreeteeseeeeeetessessesseese esesssensesseensenseensenes 20
Fluorescéncia da clorofila @ ...........cccoveveeeeiininis e e 20
Concentracao de clorofilas............cooeeieieieiiei i 21
Atividade das eNZIMAS...........ceoevuririeueirinis et s 22
Redutase do NIrato ..........cceeeeveieerieiee et e eaeas 22
Sintetase da GIItAMING.............coveeieieirieee et e 23
Desidrogenase do glutamato dependente de NADH............ccccccovevevvevennnnns 23
Sintase do glutamato dependente de ferredoxina...........c.ceceeevveerirreeveniennn 24



Invertases .....ooooeeeeviiviiiieeiiins

Sintase da sacarose.....................

ADNALISE ESALISTICA. ... eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee eete et e eeeeeeeeeeeesaeteese sereeeseseeesaeeesereeesseees

RESULTADOS E DISCUSSAO ....

Efeito do nitrato sobre o metabolismo do nitrogenio ............cc.ceceeeeveereennnns

Efeito do nitrato sobre a alocagdo, parti¢do e assimilagdo do

CarbonO.....cocevvvveeeeeeenn

Efeito do nitrato sobre as trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofilaa .ocovvevv

RESUMO E CONCLUSOES..............

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

25
25
26
27
27

40



RESUMO

CRUZ, JAILSON LOPES, D.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2001. Efeitos de niveis do nitrato sobre o metabolismo do nitrogénio,
assimilacio do CO, e fluorescéncia da clorofila ¢ em mandioca.
Orientador: Paulo Roberto Mosquim. Conselheiros: Fabio Murilo Da Matta
e Carlos Alberto Martinez y Huaméan

Plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz ‘Cigana Preta’) foram
cultivadas com diferentes concentragdes de NO3;, para avaliar-se possiveis
alteragdes no metabolismo do nitrogénio, assimilagido do CO, e parametros de
fluorescéncia da clorofila a. Os experimentos foram conduzidos em solugdo
nutritiva, em blocos ao acaso. Apds 90 dias de cultivo, verificou-se que os niveis
de nitrogénio foliar total e de suas fragdes (NO;, NH',, amino4cidos e proteinas
soltiveis), bem como as atividades das enzimas redutase do nitrato, desidrogenase
do glutamato, sintetase da glutamina e sintase do glutamato foram reduzidas pela
menor disponibilidade de NO’; no meio de cultivo. Nas folhas, os teores de
acucares soliveis totais, de agucares ndo-redutores e de fosforo inorganico,
aumentaram linearmente, com o incremento dos niveis NO3; mas os niveis de
amido e aglcares redutores diminuiram. Nas raizes de absorcdo e raizes
tuberosas, os niveis de amido e agucares redutores também foram maiores para as
plantas cultivadas sob deficiéncia de NO3. A deficiéncia de NO’; ocasionou
reducdes nas taxas fotorrespiratoria e fotossintética liquida e, paralelamente,
proporcionou aumento na taxa respiratoria total. A manutencdo dos valores de
C/C,, F.,F,, F,/F,’e aumento nos niveis de redugdo de Qa, verificados nas
plantas cultivadas sob deficiéncia de NO7, indicaram que a menor taxa
fotossintética liquida, por unidades de area e de massa, ndo foi devida a
limitagdes estomaticas e tampouco ao funcionamento da etapa fotoquimica, mas
em fungdo: (i) da menor concentragio de proteinas, presumivelmente aquelas

relacionadas com a etapa bioquimica da fotossintese, (ii) da menor taxa de



carboxilagdo da Rubisco, (iii) da menor disponibilidade de Pi e, (iv) da

retroinibi¢do devida ao aciimulo de agucares redutores.
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ABSTRACT

CRUZ, JAILSON LOPES, D.S., Universidade Federal de Vigosa. August, 2001.
Effects of differents nitrate levels on nitrogen metabolism, CO,
assimilation and chlorophyll @ fluorescence parameters in cassava
plants. Adviser: Paulo Roberto Mosquim. Advisory Committee: Fabio
Murilo Da Matta and Carlos Alberto Martinez y Huaman

Cassava plants (Manihot esculenta Crantz 'Cigana Preta) were grown with
nitrate in different levels (0.5; 3.0, 6.0 and 120 mol m® NO73) to evaluate
possible alterations in nitrogen metabolism, CO, assimilation and chlorophyll «
fluorescence parameters. Experiments were conducted in nutrients solution, in a
randomized block design. After 90 days of cultivation, total leaf nitrogen
concentration and its fractions (NO3 NH', aminoacids and soluble proteins), as
well as the activies of nitrate reductase, glutamate dehydrogenase, glutamine
synthetase and glutamate synthase were decreased in the plants under lowest
nitrate level treatments. In leaves, concentration of total soluble sugars, non
reducing sugars and inorganic phosphate increased linearlly along with nitrate
levels, whilst starch and reducing sugars decreased. In both absorbing and
tuberous roots, concentration of starch and reducing sugars were higher in plants
grown under nitrate deficiency. Such a deficiency also led to reductions in
photorespiratory rates and net CO, assimilation, but an opposite trend in total
respiration rate was found. Maintenance of (i) internal to ambient CO, ratio, (ii)
both dark and light-adapted wvariable to maximum chlorophyll fluoresecence ratio
and (ii)) an increase in the reduction state of Q, under nitrate deficiency
suggested that decreased net CO, assimilation, on both area and mass bases, was
a consequence of biochemical limitations, due possibly to (i) a decreased
concentration of proteins, presumably the ones associated with the Calvin cycle,
(i) a decreased rate of Rubisco carboxylation, (i) a decline in Pi availability

and, (iv) an end-product inibition owing to the reducing sugars accumulation.
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INTRODUCAO

A mandioca, a despeito de ser uma planta G, tem sido considerada como
uma espécie bastante eficiente no wuso dos fatores ambientes, apresentando
razoavel capacidade de produgdo de massa seca, mesmo quando cultivada sob
escassez de 4gua e de nutrientes.

Apesar da constatagdo de que o fornecimento natural de nitrogénio pelos
solos tropicais ¢ bastante limitado, a pratica correta da adubacdo nitrogenada nao
¢ utilizada por parte significativa dos agricultores que cultivam a mandioca. Isso
indica que, em grande parte da 4rea cultivada, o crescimento e o
desenvolvimento da mandioca ocorrem sob condicdes de deficiéncia de
nitrogénio. Esse fato, aliado a outros, como deficiéncia de agua e de fosforo, faz
com que a produtividade da mandioca no Brasil gire em tomo de 14 t ha™ ano™
(IBGE, 1995), enquanto a produtividade potencial da cultura ¢ superior a 60 t
ha' ano™ (COCK, 1976). Vale ressaltar que a auséncia ou pratica inadequada da
adubacdo nitrogenada ndo ocorre apenas nos plantios de mandioca, ja4 que o
nitrogénio tem sido considerado como um dos elementos que mais tem limitado a
producdo de biomassa nos ecossistemas naturais, florestais e comerciais
(GREENWOOD et al. 1991), especialmente nos tropicos.

O nitrogénio ¢ um nutriente necessario a formagdo de diversas moléculas
de suma importincia para o crescimento € o desenvolvimento das plantas. Dentre
essas moléculas, ¢ possivel destacar aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos e
clorofilas. A deficiéncia de nitrogénio, portanto, pode causar sérios distirbios ao

metabolismo celular.
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Quando a concentragdo de nitrogénio na planta estd abaixo de um
determinado nivel critico, a taxa de formacdo de novas folhas ¢ baixa, devido a
redugdo na atividade do meristema apical (TOLLEY-HENRY & RAPER, 1986).
Além disso, a expansao das folhas em crescimento também ¢ comprometida
(RADIN & BOYER, 1982), acarretando, como conseqiiéncia, menor area foliar e
menor capacidade de interceptacdo da radiagdo solar. A deficiéncia de nitrogénio,
além de reduzir o crescimento, também pode afetar a particdo de assimilados
entre as diferentes partes da planta, ocasionando, via de regra, um aumento na
relacdo entre a massa seca das raizes e a massa seca da parte aérea.

Plantas cultivadas com uma quantidade inadequada de nitrogénio
normalmente ndo expressam o seu potencial produtivo, visto que, sob tais
condigdes, podem ocorrer reducdes significativas na taxa assimilatoria liquida
(EVANS, 1989). O efeito negativo da deficiéncia de nitrogénio sobre a
fotossintese pode estar relacionado, dentre outros fatores, a redugcdo no contetido
de clorofila (CIOMPI et al., 1996), redugdo na quantidade de tecido paligadico
(KOZLOWSKI & PALLARDY, 1997), reducdo da atividade de algumas
enzimas do ciclo redutivo do carbono (SUGIHARTO et al., 1990) e do
nitrogénio (DELU FILHO, 1994) e redugio na condutincia estomdtica ao vapor
d’agua (GUIDI et al., 1998). Em relacdo a fase fotoquimica da fotossintese, tem-
se verificado que, sob limitagdio de nitrogénio, pode ocorrer uma reducdo
substancial na eficiéncia do fotossistema II (KOLBER et al, 1988); outros
autores, contudo, mostram que essa eficiéncia ndo ¢ afetada significativamente
pela deficiéncia de nitrogénio (e.g, HAK et al, 1993; CECHIN, 1998).
Indiretamente, o suprimento inadequado de nitrogénio também pode reduzir a
fotossintese e, conseqlientemente, o crescimento da planta, por dificultar a
absor¢do e utilizagdo de outros elementos minerais, que sdao de capital
importdncia para o metabolismo da planta como um todo (KHAMIS &
LAMAZE, 1990; PEUKE et al., 1994).

Apesar de ser comum a ocorréncia de plantios de mandioca em solos com
algum grau de deficiéncia de nitrogénio, os trabalhos visando avaliar-se as suas

conseqiiéncias negativas sobre a fisiologia e a produtividade dessa cultura ainda
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sdo bastante escassos e alguns deles bastante contraditorios. Por exemplo, os
estudos de SANTANNA et al. (1975) e MORAES et al. (1981) mostraram que a
fertilizagdo nitrogenada pode causar aumento na produtividade econdomica da
mandioca, enquanto GOMES & HOWELLER (1984) verificaram que a
mandioca ndo responde a fertilizagdo nitrogenada, havendo, em alguns casos, a
reducdo do rendimento econdmico pela aplicagio desse nutriente. Diversos
fatores podem estar envolvidos nessas respostas diferenciadas, inclusive a
possibilidade de existirem diferengas varietais na eficiéncia do uso de
nitrogénio.

Em algumas regides do Brasil, a expressdo economica e social decorrente
do cultivo da mandioca ¢ muito alta, principalmente no nordeste, onde ela ¢
cultivada por grande parte dos agricultores. Assim, em funcdo da importancia
dessa cultura ¢ dada a escassez de informacdo sobre o tema acima discutido, este
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do nitrogénio sobre a fotossintese,
alocagdo do carbono e do nitrogénio absorvido, produ¢do de massa seca das
diferentes partes da planta e sobre algumas enzimas relacionadas ao metabolismo

do carbono e do nitrogénio.
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REVISAO DE LITERATURA

1 - REGULACAO DA ABSORCAO DO NO,

O nitrogénio requerido para o crescimento normal de muitas plantas ¢
originado, basicamente, da absor¢do de nitrato pelo sistema radicular. Apesar da
importancia desse processo, os mecanismos envolvidos na regulagdo da absor¢ao
desse ion ainda sdo pouco conhecidos (IMSANDE & TOURAINE, 1994;
SEHTIYA & GOYAL, 2000).

Quando plantas sdo cultivadas sob condigdes de deficiéncia de nitrogénio,
quantidades relativamente maiores de assimilados sdo desviados para o
crescimento radicular, possibilitando a aquisicdo de maiores quantidades de
nitrogénio. Por exemplo, plantas de trigo cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio
apresentaram concentragdes de carboidratos nas raizes maiores do que as de
plantas cultivadas sob disponibilidade adequada desse nutriente (TALOUIZTE et
al., 1984b). O maior acimulo de carboidratos, segundo esses autores, foi usado
para a promog¢dao do crescimento radicular. EGHBALL & MARANVILLE
(1993) observaram que, tanto em condicdes de campo como em casa de
vegetacdo, a deficiéncia de nitrogénio aumentou o comprimento € a massa seca
do sistema radicular de alguns genotipos de milho. Para aqueles autores, sistemas
radiculares mais volumosos, associados a deficiéncia de nitrogénio, podem
possibilitar maior exploragdo de camadas mais profundas do solo e extrair
maiores quantidades de nitrogénio. Os mecanismos relacionados a esse

crescimento  diferencial do sistema radicular, sob concentragdo variada de
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nitrogénio, ndo estdo totalmente esclarecidos, mas existe a possibilidade de que
fatores hormonais e a particdo de carbono e nitrogénio entre a raiz e a parte aérea
possam estar envolvidos (Van der WERF & NAGEL, 1996).

A absorcdo de NO7; ocorre por um processo ativo, ou seja, envolve o
transporte de NO'; para o interior das células da raiz, contra um gradiente de
potencial eletroquimico, através de um sistema simporte, com a absor¢ao
simultinea de 2H" (MARSCHNER, 1995). Citacdes de IMSANDE &
TOURAINE (1994) sugerem que a absor¢cao de 1 mol de NO7 consome cerca de
1 a 2 moles de ATP, o que corresponderia a 5% do catabolismo do carbono
radicular e a 10% do processo de redugdo e assimilagdo do NO.

A absor¢do ativa do NO7; ¢ mediada por transportadores localizados na
membrana plasmatica e que se diferenciam por suas propriedade cinéticas.
Estudos com influxo de NO; em cevada, por exemplo, evidenciaram a existéncia
de trés sistemas de transportadores: sob alta concentragio de NO; no meio de
cultivo, opera um sistema de baixa afinidade, constitutivo, € que ndo sofre
regulagdo; contudo, sob baixa concentragdo de nitrato, operam dois sistemas de
alta afinidade, um constitutivo ¢ com K,, para NO’; de aproximadamente 7 UM e
outro, que sofre regulacio e tem um K, de aproximadamente 15-34 uM
(ASLAM et al., 1992; KING et al., 1993). Estudos com Vicia faba também
sugerem a existéncia de pelo menos dois transportadores de nitrato com alta e
baixa afinidade (SANCHEZ-GUERREIRO et. al., 1998).

A magnitude da absorcdo de NO7; ¢ fortemente influenciada por fitores do
ambiente e pelos niveis de alguns metabolitos nitrogenados na solucdo nutritiva
e, ou, na planta (MULLER & TOURAINE, 1992; KING et al., 1993). Dada &
caracteristicas da redutase do nitrato, a taxa de absorcdo do NO73; normalmente
excede a capacidade de sua redugdo, fazendo com que esse ion se acumule
(SOLOMONSON & BARBER, 1990) e exer¢a algum tipo de regulagdo sobre os
seus proprios transportadores (SIDDIQI et al., 1989). Usando mutantes com
capacidade limitada para reduzir o NO7, KING et al. (1993) indicaram que o
reservatorio de NO7, per se, foi capaz de controlar a atividade dos

transportadores e, portanto, do influxo de nitrato para as raizes. HOLE et al.
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(1990) e TEYKER et al. (1988) também verificaram que, em milho e em cevada,
o sistema de absorcdo de nitrato sO se expressa integralmente se houver um
contato dos transportadores com seu substrato. Corroborando esses resultados,
SIDDIQI et al. (1989) observaram interacdo significativa entre o reservatorio de
NO7; nas raizes e a sua taxa de absorcao.

Alguns autores, no entanto, t€m sugerido que a regulacdo da expressdo dos
transportadores de alta afinidade ¢ realizada por compostos originados da
assimilagdo do amonio e ndo pelo nitrato ou amoénio (LEE et al, 1992;
IMSANDE & TOURAINE, 1994). Entretanto, KING et al. (1993) sugerem que
dada a complexidade do metabolismo do nitrogénio, que envolve diversos
compostos ¢ diversos compartimentos celulares na raiz ¢ na folha, ndo ¢ possivel
se descartar a possibilidade de que o nitrato ou o amonio sejam moduladores da

absorcao do nitrato.

2 - REDUCAO DO NO’; e ASSIMILACAO DO NH',

O NO7; absorvido da solu¢do do solo pode ser armazenado no vacuolo das
células da raiz ou transportado, via xilema, para a parte aérea, onde pode ser
armazenado. Tanto a raiz quanto a parte aérea também podem ser sitios de
reducdo do NO7;. Mesmo quando o influxo de NO; ¢ extremamente baixo, pode
ocorrer alguma atividade de redugdo, porque o NO’; armazenado ¢ liberado para
0 reservatorio metabolico, no citoplasma, onde ele ¢ reduzido (KING et al.,
1992).

A composicdo da seiva do xilema pode fornecer indicios da localizacdo
preferencial da redugdo do nitrato entre as diferentes espécies (PATE, 1972).
Plantas como Xanthium, que apresentam altas concentragdes de nitrato na seiva
xilematica, realizam o processo de reducdo na parte aérea (SIVASANKAR &
OAKS, 1996). Ao contrario, plantas como seringueira, cujos sitios preferenciais
de reducdo do NOj; sdo as raizes, devem transportar grandes quantidades de
nitrogénio reduzido (DELU FILHO, 1994). Contudo, essa avaliacdo, quando

realizada de forma isolada, pode induzir a erros de interpretacdo, uma vez que
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algumas plantas, mesmo reduzindo o NO3; na parte aérea, podem transportar
quantidades significativas de nitrogénio reduzido, originadas da degradacao de
proteinas que, sob certas condi¢des, pode ocorrer nas raizes (JACKSON et al.,
1976). Além disso, existem espécies que reduzem o NO7; tanto na parte aérea
quanto nas raizes (PATE, 1980).

fons nitrato absorvidos da solugdio do solo sio reduzidos a NO, pela
redutase do nitrato (RN) e posteriormente reduzidos a amoénio, pela redutase do
nitrito (RNi). As duas enzimas, apesar de atuarem seqiiencialmente, estdo
localizadas em compartimentos celulares diferentes, a primeira no citossol e a
RNi, nos plastidios (WALLSGROVE et al., 1979).

A regulagdo da atividade da RN pode ser exercida por diversos fatores,
tais como: luz, compostos nitrogenados e reguladores de crescimento
(GALANGAU et al., 1988; LU et al., 1990; SIVASANKAR & OAKS, 1996).
No entanto, a luz e o NO7j; t€m sido indicados como os principais responsaveis
pela regulacdo da RN (OELMULLER & BRIGGS, 1991; LI & OAKS, 1995). A
regulagdo da atividade dessa enzima pode ser exercida tanto no controle dos
niveis de produgdo da proteina quanto por modificacdes que podem ser induzidas
apos a sua formacao (GALANGAU et al., 1988).

Em cotilédones de girassol, formados sob iluminagdo, a atividade da RN
nao foi detectada na auséncia de NO7; apos a adigdo desse ion ao meio de
crescimento, ocorreu a indugdo e o aparecimento da atividade da RN
(CABELLO et al, 1998). De forma semelhante, os niveis da atividade e da
concentragdo da enzima, em tomate ¢ em fumo, foram -caracterizados por uma
diminuicdo dramatica logo apos a retirada do NO3; do meio de cultivo
(GALANGAU et al., 1988). Para esses ultimos autores, o mecanismo pelo qual
nao ocorreria formacdo da proteina em plantas  deficientes de NO73 estaria
relacionado a necessidade do NO7; para tradu¢gdo do mRNA e, ou, para a
protecao contra a sua degradacdo. Também existe a possibilidade de que o NO;
seja essencial para evitar que a proteina perca a atividade devido & ocorréncia do
processo de fosforilagdio e interagdo com a proteina inibidora 14-3-3

(BACHMANN et al., 1996). Contudo, tem-se verificado que, mesmo entre os
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diferentes genotipos de uma mesma espécie, a regulacio da RN pelo nitrato pode
nao seguir o mesmo padrao. Em milho, por exemplo, os resultados obtidos
mostraram que alguns hibridos apresentaram aumento na atividade da RN, em
resposta ao aumento da nutrigdo nitrica, enquanto em outros houve, inclusive,
reducdo na atividade daquela enzima (PURCINO et al., 1998).

Os metabolitos originados do processo de reducdo e assimilagdo do NO7;,
também podem agir como moduladores da expressdo génica da RN (FAURE et
al, 1991). Com efeito, MIGGE et al. (1997) observaram que a aplicacao de
amoénio proporcionou um aumento significativo na concentracdo de aminoécidos
e, a0 mesmo tempo, contribuiu para redu¢do dos niveis de mRNA da RN. Além
disso, a aplicacdo de glutamina ou asparagina pode anular o efeito benéfico do
nitrato sobre a atividade da RN (SIVASANKAR & OAKS, 1995). A regulagao
da expressdo dos genes da RN, por compostos nitrogenados, tem sido explicada
como uma estratégia das plantas para evitar-se a acumulagdo de nitrito e de
amoénio (FAURE et al, 1991) que, sob concentragdes elevadas, podem ser
extremamente prejudiciais a0 metabolismo celular.

As principais fontes de NH', para as plantas superiores residem na
reducdo do NO7, na absor¢do da solugdo do solo, na fixacdo simbidtica, na
fotorrespiragdo e no catabolismo de alguns compostos nitrogenados, tais como
asparagina e glutamato (SIVASANKAR & OAKS, 1996). Vale ressaltar que o
processo fotorrespiratorio, quando presente, ¢ a principal fonte geradora de
amonio, podendo superar em até 10 vezes a quantidade de NH', originada pelo
processo de reducdo do nitrato (GIVAN et al., 1988).

O NH', produzido ou absorvido pela planta ¢ assimilado em glutamina
pela sintetase da glutamina (GS). Nas folhas, a GS tem duas isorformas: GS;, que
estd presente no citossol e a GS, compartimentalizada nos cloroplastos
(McNALLY et al, 1983). A GS, esta envolvida na sintese da glutamina para o
transporte (EDWARDS et al., 1990), enquanto a GS, tem como principal fungao
assimilar o NH', produzido durante a fotorrespiragio (FREEMAN et al., 1990).

A propor¢ao das duas isoformas depende da espécie, da variedade e do tecido
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vegetal (McNALLY et al, 1983; EDWARDS et al, 1990; FREEMAN et al.,
1990 e PURCINO et al., 1998).

O efeito positivo do nitrogénio sobre a atividade da GS ja foi observado
em varias culturas, tais como feijao, ervilha e soja (HOELZLE et al., 1992). Em
girassol, CABELLO et al. (1998) verificaram que a aplicagio de NO; induziu
aumentos na atividade da GS,, mas ndo da GS,. Resultados com milho sao
divergentes, na medida em que WATANABE et al. (1985) observaram um
aumento significativo na atividade da GS, em funcdo da aplicacdo de nitrato,
enquanto no trabalho de PURCINO et al. (1998) esse efeito positivo ndo foi
observado para todas as cultivares. Em algumas situagdes, pode ser a luz, ¢ nao o
nitrato, o principal responsavel pelo estimulo ao aumento da sintese da GS
(SEITH et al., 1994).

A  GOGAT (aminotransferase da glutamina:2-oxoglutarato) catalisa a
formacao de duas moléculas de glutamato, a partir da glutamina gerada pela GS.
Nas plantas cultivadas sem estresse a acdo combinada da GS/GOGAT representa
a forma primaria de assimilagdo do amonio (LEA & MIFLIN, 1974). Dois tipos
de GOGAT sdo conhecidos: GOGAT-Fd e a GOGAT-NAD(P)H
(SIVASANKAR & OAKS, 1996). Nas folhas, a GOGAT-Fd, que se localiza nos
cloroplastos, ¢ a principal forma da enzima e pode representar até 1% do teor de
proteina total (MARQUEZ et al, 1988). Além da folha, também ¢& possivel
encontrar-se  GOGAT-Fd em tecidos estiolados ¢ em raizes (SUZUKI et al.,
1982).

Em milho, a expressdao do gene para a GOGAT-Fd e GOGAT-NADH foi
aumentada em resposta a aplicacdio de NO3; (SAKAKIBARA et al., 1997).
Quando plantas de cevada foram cultivadas continuamente com NO3;, o mRNA,
os niveis da proteina e a atividade da GOGAT-Fd aumentaram
consideravelmente (PAJUELO et al., 1997). J4 em arroz, os niveis do mRNA da
GOGAT-Fd foram aumentados pelo NO7, mas o nivel de acimulo da proteina e
a atividade ndo seguiram a mesma tendéncia (MATTANA et al, 1996). Em
folhas de fumo, a diminuicdo na expressao dos genes da GOGAT-Fd, devido a

deficiéncia de NO3, foi considerada como conseqiiéncia da reducdo que ocorreu
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no metabolismo foliar ¢ ndo como resultado de um efeito direto daquele nutriente
(MIGGE & BECKER, 1996).

A desidrogenase do glutamato (GDH) ¢ outra enzima do ciclo do
nitrogénio que tanto pode sintetizar quanto oxidar o glutamato e apresenta duas
isorformas: GDH-NADH, localizada na mitocondria, ¢ GDH-NADPH, no
cloroplasto (SECHLEY et al, 1992). Antes da descoberta da via GS/GOGAT, a
GDH foi considerada como a principal enzima envolvida na assimilagdo do
amonio produzido ou absorvido pelas plantas. No entanto, FOX et al. (1995)
concluiram que a principal fungdo da GDH ¢ oxidar o glutamato e gerar
esqueletos de carbono para o funcionamento do ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Para aqueles autores, a importincia dessa funcdo residiria no fato de que, sob
condigdes de deficiéncia de carbono, a GDH serviria como o elo de ligacdo entre
o metabolismo do nitrogénio e do carbono. No entanto, a func¢@o real da GDH no
metabolismo celular ainda ndo estd bem definida (OAKS, 1995).

Varios gendtipos de milho cultivados sob altos niveis de nitrato
apresentaram atividades da GDH maiores do que quando cultivados sob
deficiéncia desse ion (PURCINO et al., 1998). Em seringueira, a aplicagdo de
NO?73 promoveu aumentos significativos na atividlade da GDH foliar, enquanto a
atividade na raiz ndio sofreu qualquer alteragio (DELU-FILHO, 1994). Por outro
lado, foi verificado, em rabanete, que a aplicagdio do NO; afetou negativamente a

atividade da GDH (SOOD et al., 1999)

3 — O NITROGENIO E A ASSIMILACAO DO CARBONO

O aumento na disponibilidade do nitrogénio pode ter efeito positivo sobre
a taxa de assimilacdo do carbono, ja4 que ele ¢ um elemento que faz parte dos
principais  componentes do  sistema  fotossintético, tais como  clorofila,
carboxilase/oxigenase da ribulose-1,5-bisfosfato  (Rubisco) e carboxilase do
fosfoenol piruvato (PEPcase), dentre outros. Trés causas sdo enumeradas por
KHAMIS et al. (1990) para explicar os efeitos da nutricdo nitrogenada (NO7),

sobre a fotossintese: por alteragdo da quantidade, estrutura e composicao do
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aparelho fotossintético; competicio entre a assimilagio do NH'y; e o ciclo
redutivo do carbono por poder redutor; € modulagio do metabolismo do
cloroplasto, em virtude da alteracdo que induz na composic¢ao dos carboidratos.

Quase sempre existe uma forte associagdo entre a taxa fotossintética e a
concentracdo de nitrogénio foliar, independente se a relagdo for expressa com
base na area ou na massa seca (EVANS, 1989). Os resultados com arroz indicam
que a relacdo entre nitrogénio e a taxa de assimilagdo de CO, por unidade de area
foliar ¢ quase sempre linear, em fungdo de que, nessas plantas, uma larga por¢ao
do nitrogénio foliar ¢ investida na formacdo do aparelho fotossintético (MAE,
1997).

Em plantas de milho, cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio, a reducao
na fotossintese deveuse a capacidade limitada do funcionamento do aparelho
fotossintético, em virtude da redugdo nos niveis das proteinas dicinase do
piruvato ortofosfato e carboxilase do fosfoenol piruvato (SUGIHARTO et al.,
1990). Para alguns autores, o declinio da fotossintese, sob deficiéncia de
nitrogénio, ¢ primariamente devido a uma reducdo da taxa de carboxilagdo e nao
a uma redugdo significativa nos pardmetros da fase fotoquimica (TAN &
HOGAN, 1995). Em consonancia com essa idéia, plantas de Ulva rotundata,
cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio, tiveram suas capacidades de assimilacdo
de CO, reduzidas, sem, no entanto, haver redugdo da eficiéncia fotoquimica
(HENLEY et al, 1991). Além disso, a reducdo no ganho de carbono ndo foi
associada com o efeito negativo da deficiéncia de nitrogénio sobre a eficiéncia do
FSII. (BUNGARD et al, 1997). Por outro lado, em café, a deficiéncia de
nitrogénio reduziu o transporte de elétrons e a eficiéncia fotoquimica do FSII
(NUNES et al,1993). Conforme sugerido por LIMA et al. (1999), as
divergéncias relacionadas ao efeito da deficiéncia do nitrogénio sobre os
pardmetros fotoquimicos da fotossintese estariam relacionadas a existéncia de
diferentes mecanismos que propiciariam & plantas reciclar e, ou, alocar, de
forma mais eficiente, o nitrogénio disponivel.

O efeito do nitrogénio sobre o comportamento estomatico ¢ dependente da

espécic ¢ da etapa do ciclo da cultura. A deficiéncia de nitrogénio produziu
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reducdes na condutincia estomatica em feijio e pimentio (PENUELAS et al,
1993) e em algodio (RADIN & ACKERSON, 1981). GUIDI et al. (1998)
também observaram que, em plantas de tomate cultivadas sob deficiéncia de
nitrogénio, a reducdo da fotossintese na fase vegetativa foi associada com a
diminuicdo na condutincia estomatica; na fase reprodutiva, por sua vez, a
condutdncia  estomatica ndo sofreu  alteragdes. Resultado  divergente  foi
encontrado em girassol, em que a deficiéncia de nitrogénio promoveu um
aumento significativo na condutancia estomatica (CIOMPI et al., 1996).

A relagdo entre o teor de clorofila para uma dada quantidade de nitrogénio
foliar varia, dependendo da irradidncia e da temperatura, indicando que a
quantidade de clorofila ¢ um fator dindmico e que responde a variagdo de alguns
componentes do ambiente; nesse caso, a relacdo parece ser regulada para
otimizar a captura da luz em relagdio ao potencial fotossintético do ambiente
(MAE, 1997). Em milho, a imposicdo da deficiéncia de nitrogénio ocasionou
maior redu¢do na concentragdo de clorofila total do que na taxa de assimilagdo de
CO,, fazendo com que as plantas fossem mais eficientes em termos de
assimilagdo de CO, por unidade de clorofila, do que plantas cultivadas sob
suprimento adequado de nitrogénio (KHAMIS et al, 1990). Contudo, uma
conclusdo diferente foi postulada por LU & ZHANG (2000).

Os resultados que relacionam os efeitos da deficiéncia de nitrogénio sobre
a razdo clorofila a/b, que refletem a composi¢do do tilacdide (ANDERSON et al.,
1988), também tém sido divergentes. Em plantas de feijdo, ndo se verificou
nenhuma mudanca naquela razdo (LIMA et al,1999), enquanto em milho foi
possivel ~evidenciar um aumento = significativo na razdo clorofila  a/b
(LICHTENTHALER & RINDERLE, 1988). J4 em cevada, foi observado que a
deficiéncia de nitrogénio pode aumentar (LICHTENTHALER & RINDERLE,
1988), ou mesmo nio influir (HAK et al., 1993) na relagdo clorofila a/b.

Apesar da forte correlagdo entre nitrogénio e fotossintese, o efeito
negativo da deficiéncia de nitrogénio sobre a fotossintese, aparentemente, ndo
seria a causa primaria da reducdo no crescimento das plantas. Realmente, a

menor disponibilidade de nitrogénio limita o crescimento, mas essa restri¢do
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normalmente ¢ mais pronunciada devido & menores taxas de formagdo e de
expansao foliar do que a um declinio na taxa fotossintética (TOLLEY-HENRY
& RAPER, 1986 a,b).

O nitrogénio também pode influenciar a alocagdo do carbono assimilado
entre amido, sacarose ¢ monossacarideos, nas células do mesofilo. Quando a
deficiéncia de nitrogénio reduz o crescimento, a utilizagdo de assimilados pela
planta ¢ reduzida e maiores quantidades de carbono podem ser desviadas para a
formagdo de amido (RUFTY et al, 1988). Para ROBINSON (1996), sob
condi¢des de deficiéncia de nitrogénio, a utilizagdo de carbono para a sintese de
proteinas pode ser reduzida, aumentando, dessa forma, a disponibilidade de
substrato (hexoses) para a formagdo de amido. Se o acumulo de amido no
cloroplasto for excessivo, a fotossintese pode ser seriamente afetada, em fungao
de que o amido pode contribuir para a reducdo da condutincia do mesofilo e
dificultar o ingresso do CO, nos sitios de carboxilagdo (GUIDI et al., 1998).

O efeito da deficiéncia do nitrogénio sobre o actimulo dos agucares mais
simples tem gerado alguns resultados divergentes. Em tomate, foi verificado um
acumulo de sacarose (GUIDI et al, 1998), enquanto WANG et. al. (1996)
verificaram aumentos nos niveis de glicose e frutose, mas ndo nos de sacarose.
Entretanto, em girassol, a concentracdo de nenhum dos trés carboidratos citados

foi alterada, mesmo apos um periodo de 24 dias de crescimento em solucdo

deficiente de nitrogénio (CIOMPI et al., 1996).
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MATERIAL E METODOS

CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Neste estudo, dois experimentos foram conduzidos, separadamente, em
casa de vegetacdo do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal
de Vicosa. A cv ‘Cigana Preta’ (Manihot esculenta Crantz, BGM 116) foi
escolhida para a implantacdo dos experimentos. Essa variedade apresenta bom
potencial produtivo, sendo indicada pelo Centro Nacional de Pesquisa em
Mandioca e Fruticultura (CNPMF/EMBRAPA) para plantios comerciais em
algumas areas da regido Nordeste do Brasil.

O municipio de Vigosa (20°45° S; 42°15” W.) apresenta altitude média de
650 m, localizando-se na Zona da Mata do estado de Minas Gerais. O clima da
regido enquadra-se na classificagdo Cwb de Wilhelm Kdppen.

O primeiro experimento foi implantado em 15 de dezembro de 1998 e
encerrado em 15 de marco de 1999; o segundo foi implantado em 20 de setembro
de 2000 e encerrado em 20 de dezembro do mesmo ano. A radiagdo solar média,
no interior da casa de vegetagdo, durante o periodo experimental, foi de 8,5 MJ
m° dia' e de 6,7 MJ m" dia”, respectivamente, para o primeiro e segundo

experimento.

EXPERIMENTO N* 1

Manivas de aproximadamente 15 cm de comprimento foram retiradas das

hastes do tergo médio de plantas sadias ¢ com idade aproximada de 11 meses.
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Antes do plantio, as manivas foram tratadas com hipoclorito de sédio 5% (v/v)
por 5 min., e, posteriormente, lavadas abundantemente com agua de torneira.

O substrato utilizado para o plantio foi areia grossa, previamente lavada
varias vezes com agua de tomeira e, por ultimo, com agua destilada, visando a
retirada de toda matéria organica, de argilas e de minerais que, eventualmente,
estivessem presentes.

A capacidade dos vasos utilizados foi de 10 kg de areia seca. As manivas
foram plantadas na posicdo vertical, enterrando-se cerca de 50% do seu
comprimento. Inicialmente, foram plantadas duas manivas em cada vaso. Nos
primeiros 10 dias as plantas foram irrigadas, duas vezes ao dia, com dagua de
tomeira. ApoOs esse periodo, foi descartada a planta menos vigorosa € o
experimento passou a ser conduzido com apenas uma planta por vaso.

Em seguida ao desbaste, os vasos foram lavados abundantemente com
dgua destilada e as planta passaram, entdo, a ser fertilizadas com diferentes
solugdes nutritivas, modificadas a partir da solugdo de HOAGLAND & ARNON
(1938). Essas solucdes foram preparadas para apresentar quatro niveis de NO7;
(0,5; 3,0; 6,0 e 12 mol m'3) (Tabela 1). Esses niveis foram escolhidos para que as
plantas pudessem crescer com um intervalo de deficiéncia a bom suprimento de
nitrogénio (TANKOU et al., 1990). O pH inicial de todas as solugdes foi sempre
ajustado para um valor entre 5,7 e 6,0.

As plantas receberam 3,4 L de solugdo (divididos em duas aplicagdes de
1,7 L). Como a capacidade de saturagdo do substrato era de 1,3 L, o excedente da
primeira aplicagdo foi descartado. Apds a segunda aplicacdo, o excedente foi
recolhido e utilizado para as irrigagdes que se realizavam nos dias subseqiientes e
sempre com 1,7 L de solugdo. A cada irrigacdo, o excedente era sempre
recolhido. Quando a quantidade de solugdo recolhida como excedente era inferior
a 1,7 L, completava-se a solugdo com &gua destilada, cujo pH também era
ajustado, para situar-se na faixa de 5,7 a 6,0. Com essa operacdao, as plantas
recebiam 3,0 L de solugdo nutritiva por semana. Nos primeiros 15 dias, as
solucdes nutritivas utilizadas para as irrigagdes apresentavam apenas a metade da

forga da solugdo definitiva.
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Tabela 1. Concentracio final dos macronutrientes (mol m°) das solugdes

nutritivas de crescimento®.

Tratamentos
(solugdes) NO7; P K Ca Mg S
1 0,5 1 6 3,5 1 6,75
2 3 1 6 3,5 1 5,5
3 6 1 6 3,5 1 4
4 12 1 6 3,5 1 1

*Para a adicdo de micronutrientes, fez-se uma solugdo contendo: 2,86 g de HBO; +
1,81 g de MnCl,.4H,0O + 0,22 g de ZnSO,.7H20 + 0,08 g de CuSO,.5H,0 +0,09 g de HMoO,
em um litro. Foi usado 1 mL dessa solucdo por litro de cada solugdo de crescimento. Para a

adico do ferro, foi preparada uma soluco contendo 5,57g FeSO,.7H,0 + 7,45 de EDTA em

1 litro. Posteriormente, utilizaram-se 3 mL dessa solugdo para cada litro da solugdo de

crescimento.

A cada sete dias, todos os vasos eram lavados, primeiramente com 5,1 L
de agua de torneira e, depois, com 1,7 L de agua destilada, a fim de evitar-se a
salinizagdo do substrato. Posteriormente a essa operagdo, eram aplicados, como
mencionado, 3,4 L (1,7 L + 1,7 L) de solucao nutritiva ¢ o excedente utilizado
nas irrigagdes dos dias subseqiientes.

A porgao superior do vaso foi parcialmente coberta com papel laminado,
para evitar-se proliferacdo de microrganismos e rapida evaporagdo de parte da
solugdo aplicada.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com quatro
tratamentos (aplicacdes de NO3) e cinco repeticoes. Cada parcela experimental
era constituida por uma planta.

Um dia antes do encerramento do experimento foram avaliadas as

seguintes caracteristicas:
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TAXA FOTOSSINTETICA LIQUIDA — Esse parimetro foi determinado nos
trés Ultimos 1obulos centrais e totalmente expandidos, € em condigdes de casa de
vegetacdo. As avaliagdes foram realizadas com wum analisador de gas no
infravermelho (IRGA), portatil, modelo LCA-2, em sistema aberto, com camara
foliar do tipo Parkinson (Analytical Development Company, Hoddesdon, UK) e
fluxo de ar de 300 mL min'. Ao IRGA foi acoplada uma fonte artificial de luz
para projetar, sobre a superficie da folha, uma irradidncia de 1100 pmol fétons
m? s'. As medigdes eram realizadas entre 9-11 horas. Para evitar-se que as
variagoes climaticas ocorridas ao longo do horario de avaliagdo afetassem a
tomada de dados, as avaliagdes foram realizadas por blocos. Durante o periodo
de medigdes a temperatura do ar oscilou entre 31 a 33°C e a umidade relativa
entre 55 a 60%.

No dia do encerramento do experimento foram retiradas porgdes da

lamina foliar, para se determinar os seguintes parametros:

FOSFORO INORGANICO SOLUVEL EM ACIDO - Foram coletados
aproximadamente 500 mg do material foliar e imediatamente imersos em 3 mL
de HCIO,4 0,2 mol m frio e armazenado a —20 °C. Posteriormente, esse material
foi macerado em almofariz com mais 3,0 mL do mesmo extrator e centrifugado a
1.000 x g por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e o precipitado ressuspendido
mais duas vezes com 3 mL de HCIO, 0,2 mol ni’. Apds esse processo, o volume

do sobrenadante foi ajustado para 25 mlL, filtrado e utilizado para a determinagio

de fosforo, conforme LINDEMAN (1958).

FRACOES DE ACUCAR E NITROGENIO — Amostras de 500 mg de matéria
fresca foram imersas em 2 mL de etanol 80% fervente e armazenadas a —20°C.
Posteriormente, as amostras foram maceradas em almofariz e centrifugadas a
1.000 x g por 10 min. O residuo foi ressuspendido por mais trés vezes em etanol
80% fervente. Apos a realizacdo dessas operacdes, o residuo foi armazenado e os
sobrenadantes coletados, combinados e completado para 25 mL com etanol 80%

frio. Desse extrato etandlico, 10 mL foram despigmentados com cloroférmio (10
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mL) e dgua (3 mL) em funil de separagio. Em seguida, o extrato despigmentado
foi evaporado até a secura, em evaporador rotativo a vacuo, a 45 °C. O residuo
obtido foi ressuspendido em 5 mL de 4gua destilada. Desse extrato final,
tomaram-se aliquotas para a determinagdo de agucares soluveis totais (HODGE
& HOFREITER, 1962), acucares redutores (NELSON, 1944), NO; (CATALDO
et al., 1975), NH', livie (WEATHEBURN, 1967) e aminoacidos livres (MOORE
& STEIN, 1948). A concentragdo de aglcares ndo-redutores foi estimada pela
diferenca entre as concentracoes dos agucares soluveis totais ¢ de acucares nao-
redutores. Para a determinagdo do amido, o residuo da extracdo etanolica foi
ressuspendido trés vezes com d4cido perclorico 30% e centrifugado a 1.000 x g
por 10 min. Os sobrenadantes obtidos foram combinados e completados para 50
mL, obtendo-se uma solug¢do com concentracdo final de 4cido perclorico de
6,9%. A determinagdo do amido foi realizada com base na reagdo com antrona
(HODGE & HOFREITER, 1962). Para a determinagdo dos aglicares e amido o
padrdo utilizado foi a glicose, enquanto para a determinagdo dos aminodcidos o
padrao utilizado foi a glicina. Os carboidratos ndo-estruturais (CNE) foram
estimados pela soma dos agticares soluveis totais e amido

Para a determinacdo da relagdio matéria fresca/matéria  seca,
separou-se aproximadamente 1 g da ldmina foliar. Esse material foi seco a 75°C,
por 96 h, em estufa com ventilagio forcada de ar e, finalmente, pesado.
Aproximadamente 0,1 g do material seco sofreu digestdo sulfurica e a
concentracdo de nitrogénio total determinada colorimetricamente, utilizando-se o

reagente de Nessler (UMBREIT et al., 1972).

PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS — 500 mg da amostra foliar foram imersos
em nitrogénio liquido e imediatamente armazenados a —20°C para posterior
analise. Antes do descongelamento, as amostras foram imersas em
metanol:cloroférmio:agua (MCA), na propor¢do de 12:5:3 (v/v/v), maceradas em
almofariz e centrifugadas a 1.000 x g por 10 min. Essa operagdo foi repetida trés
vezes, sempre descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi, entdo,

ressuspendido por trés vezes com NaOH 0,1 mol m® e, posteriormente,
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centrifugado a 1.000 x g por 10 min. Os sobrenadantes combinados foram, entdo,
utilizados para a quantificacdo das proteinas, conforme BRADFORD et al.
(1976), utilizando-se da soroalbumina bovina (BSA) como padrio. O residuo
sofreu  digestdo sulfirica e o nitrogénio  insolivel foi  determinado
colorimetricamente, utilizando-se do reagente de Nessler (UMBREIT et al.,
1972). O nitrogénio soltvel foi calculado pela diferenca entre o nitrogénio total e
0 nitrogénio insold vel.

Antes da separacdo dos diferentes componentes da parte aérea (folha,
peciolo e caule) as plantas foram retiradas do substrato, as raizes de absorgdo
lavadas com agua de torneira e colocadas por 30 min em agua destilada para
permitir-se a difusdo dos bns localizados no apoplasto. Apos esse periodo, foram
coletadas porgdes da parte mediana das raizes de absor¢dao, para a determinagao
de aglcares soluveis totais, agucares redutores, NO7, NH', livre, aminoécidos,
amido e proteinas, de forma semelhante ao que foi feito para o material foliar.

As raizes de armazenamento [didmetro maior do que 0,5 cm; TANKOU et
al. (1990)] foram destacadas, contadas e porgdes retiradas da parte central para a
determinagao de agucares soliveis, agucares redutores € amido.

Foram computados, ainda, os seguintes dados de crescimento: massa seca
das folhas, do peciolo, do caule, das raizes de absor¢do e das raizes de

armazenamento.

EXPERIMENTO N< 2

Este experimento foi conduzido visando-se a avaliar o efeito do NO;
sobre as trocas gasosas das folhas, fluorescéncia da clorofila a e sobre algumas
enzimas relacionadas ao metabolismo do carbono e do nitrogénio. Em fungdo dos
resultados obtidos no primeiro experimento, escolheram-se apenas dois niveis de
NO75: 3,0 mol m’, que indwiu uma deficiéncia moderada e 12,0 mol m’,
considerado como sendo um suprimento adequado para o crescimento normal
das plantas de mandioca. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados,

com seis repeticdes para as trocas gasosas € cinco repetigdes para a determinacdo
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das atividades das enzimas. Cada parcela experimental era constituida por uma
planta. A metodologia utilizada para promover o crescimento das plantas, neste
experimento, foi igual ado experimento anterior.

Um dia antes do encerramento do experimento foram realizadas as
seguintes avaliacoes:
TROCAS GASOSAS - Os procedimentos adotados para estimar-se a taxa de
assimilagdo liquida do CO,, a condutincia estomatica (g,), taxa transpiratoria (E)
e a concentracdo interna (C;) de CO, foram semelhantes ao do experimento
anterior, quando se estimou a taxa fotossintética liquida, com a diferenca que,
neste experimento, foi utilizado apenas o 1obulo central da dltima folha
totalmente expandida. Ap6s a obtengdo dos dados relativos a assimilagdo liquida
de carbono procedeu-se a medicdo da respiracdo total, da seguinte forma: a luz
artificial foi desligada e a camara coberta com um tecido escuro, para evitar-se a
incidéncia de qualquer luminosidade sobre a folha que estava sendo avaliada.
Com o objetivo de se evitar o efeito da liberagio de CO, “pods-iluminatorio”
esperou-se a estabilizacdo das medig¢oes, que ocorreu com um tempo aproximado
entre 6 - 8 min. Com os dados das trocas gasosas foi possivel estimar-se a
liberagdo do CO, pelo processo fotorrespiratorio ¢ a taxa de oxigenacao e
carboxilagdo da Rubisco, baseado no modelo proposto por SHARKEY (1988).
Durante o periodo de medi¢des a temperatura do ar oscilou entre 30 a 32°C e a

umidade relativa entre 57 a 60%.

FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a- Na mesma folha que foi utilizada para
a avaliagdo das trocas gasosas, avaliaram-se as alteragdes ocorridas na fase
fotoquimica da fotossintese. Os parametros foram rastreados com um medidor de
fluorescéncia de luz modulada (FMS2, Hansatech, Norfolk, UK). Apo6s um
periodo de 30 min sob obscuridade, as folhas foram expostas a luz vermelha-
distante de baixa intensidade (< 2 pmol m’s’), computando-se, assim, os valores
de fluorescéncia inicial (F,). Posteriormente, aplicou-se um pulso saturante de
6.000 pmol n’s” por 1 s para a redu¢cdo maxima das quinonas A (Q,), obtendo-

se, assim, os valores da fluorescéncia maxima (F,). Logo apds, a luz actinica foi
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acionada, numa intensidade de 1.100 pmol m” s', para a obtencio da
fluorescéncia constante (Fs). Apos 480 s, um pulso adicional saturante de 6.000
pumol m’s’ foi aplicado por 1 s, medindo-se, em seguida, a fluorescéncia
méxima adaptada a luz (F,). A luz actinica foi, entdo, desligada e a luz vermelha-
distante novamente ligada para a medicdo da fluorescéncia inicial adaptada a luz
(Fy'). As seguintes estimativas foram obtidas: razio entre a fluorescéncia varidvel
e a fluorescéncia maxima (F,/F,), a eficiéncia fotoquimica dos FSII abertos
(F,'F.'), a dissipagdo da energia fotoquimica [coeficiente de energia
fotoquimica (qP)], a dissipagdo da energia ndo-fotoquimica [coeficiente de
extingdo ndo-fotoquimica (NPQ)] e taxa de transporte de elétrons (ETR),
conforme GENTY et al. (1989). A fragdo da luz absorvida que foi dissipada (D)
ou usada na fotoquimica do FSII (P) foram -calculadas, respectivamente, como
[(1-(F,F,)] e (F,/F,) x qP) (DEMMING-ADAMS et al., 1996). O nivel de
reducdo de Q, foi determinado pela expressdo (1-qP), conforme MAXWELL &
JOHNSON (2000). A nomenclatura dos parametros da fluorescéncia seguiu as
recomendacdes descritas por van KOOTEN & SNEL (1990) e MAXWELL &
JOHNSON (2000).

CONCENTRACAO DE CLOROFILA — Dos mesmos lobulos utilizados para a
avaliagdo das trocas gasosas, foram retirados dois discos foliares (totalizando
1,327 sz) e utilizados para a determinacdo da clorofila. Os discos foram imersos
em 7 mL de dimetil sulféxido (DMSO) e incubados a 60°C por 20 min, no escuro
(HISCOX & ISRAELSTAM, 1979). Apods o resfriamento, a temperatura
ambiente e ainda no escuro, foram adicionados mais 3 mL de DMSO para
perfazer um volume final de 10 mL. As absorbancias dos extratos foram lidas a
648 ¢ 665 nm, utilizando-se como branco o DMSO. Quando necessario, as
amostras foram diluidas com DMSO para obtengdo de leituras com valores entre
0,15 e 0,8 de absorbancia. O conteudo das clorofilas a, b e total foi calculado
usando-se da equacao de BARNES et al. (1992).

Ap6s a realizacdo das avaliagdes supracitadas, a folha foi destacada da

planta, a area foliar medida, sem as nervuras, ¢ colocadas para secar a 75°C em
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estufa de circulagdo forcada de ar. Apdés 96 h, computou-se a massa seca dessa
folha. Posteriormente, foram tomados 100 mg de tecido vegetal seco para a
analise de nitrogénio total. Com esses dados foi possivel calcular a darea foliar

especifica (AFE) e a eficiéncia no uso do nitrogénio para a fotossintese (Ey).

ATIVIDADE DAS ENZIMAS:
Trés outros grupos de 10 plantas foram utilizados, 90 dias apds o plantio,

para a determinacao da atividade das seguintes enzimas:

REDUTASE DO NITRATO (RN; EC 1.6.6.1)

O ensaio da dividade dessa enzima foi realizado in vivo, 24 e 48 h apds a
ultima renovacdo das solugoes. Tomaram-se, aproximadamente, 300 mg de
discos foliares de 5 mmz, sem a nervura central € dos lobulos da ultima folha
totalmente expandida. Os discos foram colocados em ‘elermeyer’ de 25 mlL,
contendo 10 mL de um meio de incubagdo, formado por tampao fosfato de
potassio (100 mol m’; pH 7,5), KNO; (100 mol rﬁ3) e npropanol 2% (v/v).
Todo esse conjunto foi infiltrado a vdcuo por trés vezes, durante 1 min, a uma
pressdo de 86,8 kPa. Logo ap0s, foram incubados a 30°C , em total obscuridade.
Aos 20 e 40 min, foram retiradas aliquotas de 500 ML e, entdo, adicionadas a um
meio de reagdo contendo 1 mL de sulfanilamida 1% (p/v) em HCI 1,5 mol m'3, 1
mL de N-I-naftil etilenodiamino bicloridratode HCl 0,02% (p/v) e 1,5 mL de
agua destilada. Ap6és 30 min, a quantificacdo do nitrito formado foi realizada em

espectrofotdmetro a 540 nm.

OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS PARA A DETERMINCAO
DA ATIVIDADE DAS DEMAIS ENZIMAS:

Vérias amostras de 1 g da ultima folha totalmente expandida, sem a
nervura central, foram coletadas entre 9:30-11:00 h, imediatamente colocadas em
papel-aluminio e congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, esse material
foi armazenado em freezer, a —80°C. Os extratos brutos foram obtidos pela

maceracdo das amostras em 5 mL de um meio, que variou em funcdo da enzima
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a ser ensaiada (DELU-FILHO, 1994). As extragdes foram realizadas em banho-
de-gelo e no interior de uma cimara fria (temperatura em torno de 5C). Todos os
materiais de extracdo e solugdes utilizados sofreram uma pré-refrigeracdo. FEstes
procedimentos permitiram que todo o processo de extragdo das enzimas fosse

realizado entre 0 e 4°C.

EXTRACAO E ENSAIO DA SINTETASE DA GLUTAMINA (GS; EC 6.3.1.2)
E DESIDROGENASE DO GLUTAMATO DEPENDENTE DE NADH (GDH-
NADH; EC 1.4.1.2).

O meio de extracdo foi constituido de: tampao HEPES (50 mol m’; pH
7,5), 2-mercaptoetanol (10 mol m’), PVPP (2%), PVP (1%), EDTA (I mol nt’)
e MgCl, (5 mol ni3). A centrifugacdo foi realizada a 18.000 x g, por 20 min, a 2
4°C. O extrato foi usado até, no maximo, 2 h da extragdo.

Para o ensaio da GS, 320 UL dos extratos foram adicionados a um meio
contendo tampdo Tris-HCl (100 mol n?’; pH 7,5), 2mercaptoetanol (10 mol
m’), MgSO, (40 mol m’), glutamato (50 mol m”), hidroxilamina (10 mol m),
ATP (10 mol rf13), em um volume final de 1000 pL (DELU FILHO, 1994). Essa
mistura foi incubada, por 20 min, a 30°C. A reac¢do foi paralisada pela adi¢do de
I mL de wuma solugdo contendo: cloreto férrico (0,37 mol m'3), HCI (0,67 mol
m’3) ¢ acido tricloroacético (0,2 mol ot ). Para a avaliagdo do branco, a solugiao
responsavel pela paralisacdo da reagdo foi adicionada antes da adicdo do extrato.
As proteinas foram removidas por centrifugacdo a 1.000 x g, por 5 min, € o
quelato Fe-L-glutamil- y- hidroxamato produzido foi determinado
espectrofotometricamente, a 540 nm (RATAJCZAK et al, 1981). Uma curva de
calibragdo com Y-glutamilhidroxamato de até¢ 4 pumol, foi utilizada como padrao.

Para o ensaio da GDH-NADH, usouse o método descrito por DELU
FILHO (1994), com a introdugdo de algumas modificagdes. Tomaram-se
aliquotas de 25 e 50 ML de extratos dos tratamentos 3 e 12 mol m° de NO3,
respectivamente, que foram adicionadas a um meio contendo: tampao tris-HCI
(100 mol ni’; pH 7.5), sulfato de amonio (100 mol ), 2-oxoglutarato (10 mol

m’), cloreto de célcio (4 mol m”), em um volume de 2,7 mL. Esse meio foi
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incubado em banho-maria a 30°C, por 3 min e, em seqiiéncia, adicionou-se 0,3
mL de NADH (0,1 mol m'3), perfazendo um volume final de 3 mL. A oxidacdo
do NADH foi rastreada, automaticamente, a cada 60 s, durante 600 s, em
espectrofotometro (Hitachi, modelo U-2000, Japao), a 340 nm. Para a formagdo

do branco, omitiu-se o 2-oxoglutarato do meio de reagao.

EXTRACAO E ENSAIO DA SINTASE DO GLUTAMATO DEPENDENTE
DE FERREDOXINA (GOGAT-Fd; EC 1.4.7.1)

O material vegetal foi macerado em almofariz, cujo meio foi constituido
de: tampao fosfato de potassio (100 mol m; pH 7,5), 2mercaptoetanol (10 mol
m’), PVPP (2%), PVP (1%), EDTA (1 mol m’) ¢ MgCh (5 mol ni). A
centrifugacdo foi realizada a 18.000 x g, por 20 min, a 2-4°C. O extrato foi
utilizado até, no maximo, 2 h da extragao.

Ensaiou-se a enzima conforme MATOH et al. (1979), com modificagoes.
Aliquotas de 300 pL foram adicionadas a um meio de reagdo contendo: tampdo
fosfato de potassio (133 mol m’; pH 7,5), glutamina (10 mol m’), 2-
oxoglutarato (10 mol m”) e methil viologénio (8 mol m’). Para o branco,
omitiram-se 0 2-oxoglutarato e a glutamina do meio de reacdo. Essas misturas
foram incubadas por 2 min, a 30°C, e a reacdo iniciada pela adi¢do de 300 pL do
reagente redutor (constituido de 16 mg de ditionito de sodio/mL + 16mg de
bicarbonato de sodio/mL). O volume final foi de 1,5 mL. Ap6és 20 min, a reagao
foi paralisada, por imersdo dos tubos em &gua fervente, por 2 min, seguida de
uma agitacdo imediata e vigorosa, para o desaparecimento da cor azul.
Posteriormente, os tubos foram resfriados em banho-de-gelo e, finalmente,
centrifugados a 20.000 x g, por 5 min. O glutamato formado na reagao foi
separado da glutamina, passando-se 1 mL do sobrenadante em uma coluna de
DOWEX 1 X 8 (100-200 mesh) na forma acética. Apos a lavagem com 15 mL de
dgua destilada, o glutamato retido foi eluido com uma solu¢do de acido acético
(0,3 mol m'3). Ap0s recolher-se 7,0 mL, tomouse uma aliquota de 1 mL que foi
misturada a 2 mL de uma solugdo formada por: 400 mg de ninhidrina, 1g de
CdCl,, 80 mL de etanol, 10 mL de &cido acético e 20 mL de agua. Apos
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incubagdo em banho-maria a 80°C, por 10 min, a reagdo foi paralisada por
imergir os tubos em banho -de-gelo. A absorbancia foi lida a 506 nm e comparada

com uma curva padrdo de glutamato, de até 300 nmol.

EXTRACAO E ENSAIO DAS INVERTASES (EC 3.2.1.26) ACIDA E
NEUTRA E SINTASE DA SACAROSE (EC 2.4.1.13) — O material vegetal foi
macerado em almofariz, cujo meio de extracdo foi constituido por: tampao Hepes
(50 mol nt'; pH 7,0), 2-mercaptoetanol (10 mol m’), PVPP (2%), PVP (1%),
EDTA (1,0 mol m”) e MgC}h (10 mol m’). A centrifigacio foi realizada a
18.000 x g, por 20 min, a 2-4°C. O sobrenadante foi coletado ¢ uma aliquota de
0,5 mL foi dessalinizada através de uma coluna de 3 mL de Sephadex G25. O
mesmo extrato foi utilizado para o ensaio das trés enzimas.

A atividade da invertase d4cida foi ensaiada da seguinte forma: uma
aliquota de 50 PL do extrato dessalinizado foi incubada com 950 YL de uma
solugio contendo tampdo acetato de sédio (125 mol ni’; pH 4,5), sacarose (50
mol m’) e MgCL (15 mol ni’). A reagio foi iniciada pela adicdo do extrato e a
mistura incubada a 28°C, por 30 min. A reagdo foi paralisada pela adi¢io de 1
mL do reagente de cobre alcalino (NELSON, 1944). O meio de reagdo foi
centrifugado a 1.000 x g, por 5 min, e a atividade da enzima determinada,
avaliando-se a producdo de aglcares redutores (NELSON, 1944). Para a
formagdo do branco omitiu-se a sacarose do meio de reagao.

A atividade da invertase neutra foi avaliada de forma semelhante ao da
invertase dacida, a excecdo do tampdo acetato que foi substituido por tampao
fosfato (125 mol m™; pH 7.5).

A atividade da sintase da sacarose, na diregdo da hidrdlise, foi ensaiada
com 100 YL do extrato dessalinizado, em um meio contendo: tampao Hepes-
NaOH (125 mol m; pH 6,5), sacarose (125 mol ni3), MgC}b (15 mol m'3) e
UDP (uridina-5-difosfato, 2 mol m), em um volume final de 1 mL. A reagdo foi
iniciada pela adicdo do extrato, incubada a 28°C, por 15 min, e paralisada pela
adicdo do reagente de cobre alcalino (NELSON, 1944). O meio de reagdo foi

centrifugado a 1.000 x g, por 5 min, antes da quantificacdio dos agucares
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redutores (NELSON, 1944). Para a formag¢do do branco, omitiu-se a UDP do

meio de reagao.

ANALISE ESTATISTICA:

As andlises estatisticas foram efetuadas mediante ajustes das equagdes e
testes de correlagdo (experimento 1). As equagdes de regressdo foram ajustadas
entre as varidveis dependentes, em fun¢do da varidvel independente (doses de
NO?3). Com base no quadrado médio dos residuos das andlises de variancia,
testou-se a significancia dos modelos das equagdes de regressdo. Optowse pelo
modelo que apresentou maior coeficiente de determinagdo, maior significancia e
que fosse explicavel do ponto de vista biologico. Para avaliar-se as inter-relagdes
entre algumas varidveis de interesse, efetuouse estudo de correlagdo, baseado no
modelo de Pearson.

Os dados do experimento 2 foram submetidos a uma andlise de variancia;
quando os valores de F foram significativos, fez-se uma comparacdo das médias.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se do programa de

analise estatistica SAEG, da Universidade Federal de Vigosa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1.0 - EFEITO DO NITRATO SOBRE O METABOLISMO DO
NITROGENIO EM PLANTAS DE MANDIOCA

A massa seca (total e parte aérea) aumentou com o incremento das doses
de NO; aplicadas, tendendo a estabilizar-se em torno de 9 mol ni, ao passo que
nenhum ganho adicional da massa seca de raizes tuberosas foi observado além da
aplicagio de 6 mol m”> (Figura 1). Para as raizes de absor¢do, seu actmulo de
massa seca foi linear e positivo com o aumento das doses de NO'; (Figura 1).

A concentracdo do nitrogénio total, tanto da folha (Figura 2A) quanto da
raiz (Figura 2B), aumentou, linear e significativamente, em funcdo da elevacdo
dos niveis de NO73. A concentragdo do nitrogénio foliar variou de 27,2 a 43,6 mg
g'1 (MS), respectivamente, para os niveis de 0,5 ¢ 12,0 mol m"°. Nas raizes de
absorcio a concentragio de nitrogénio total variou de 8,6 a 16,0 mg g'(MS).
Considerando que a producdo de massa seca total tendeu a estabilizar-se a partir
da aplicagdo de 9,0 mol m° de NO; (Figura 1), enquanto a concentracdo de
nitrogénio foi sempre linear (Figuras 2A, 2B), existe a possibilidade de que as
plantas podem ter absorvido ions NO'; além da sua capacidade de utilizagdo no
processo de crescimento.

A relagdo entre as doses de NO7; aplicadas e a concentragdo desse ion na
folha foi quadratica (2C), sem, no entanto, ter sido detectado nenhum nivel de
NO73 nas folhas das plantas submetidas a baixos teores de NO73 na solugdo

nutritiva.
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Figura 1 - Efeito da concentracdo do nitrato sobre a massa seca das plantas

de mandioca cultivadas por 90 dias, em solugdo nutritiva. Simbolos

representam a média de cinco repetigdes. As equacdes de regressao sio:

total (y = -1,28% + 27,95x + 5,20; R = 0,99%*); parte aérea (y = - 0,75X +

17,42x + 1,24; R* = 0,99%%); raizes de absor¢io (y = 1,38x + 9,09; R* =

0,94**) e raizes tuberosas (y = - 0,49X + 8,59x — 4,06; R® = 0,99%%), ** _

significativo a p <0,01.
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Figura 2 - Efeito da concentragdo do nitrato sobre os niveis de nitrogénio total
das folhas (A) ¢ das raizes de absor¢ao (B) e NO7; das folhas (C) e das raizes de
absor¢do (D) de plantas de mandioca cultivadas por 90 dias, em solugdo
nutritiva. (Observar diferencas de escala). Simbolos representam a média de
cinco repeticdes. As equagdes de regressdao sao: A — (y = 1,36x + 27,90; R =
0,96*%); B — (y = 0,63x + 8,50; R = 0,99%*); C — (y = 0,90X + 8,25x — 12,88;
R’ = 0,98%*%); D — (y=0,061X — 0,38x + 0,64; R* = 1**), ** gignificativo a p <
0,01.



40

Mesmo para as plantas cultivadas com suprimento adequado de NO3;, a
concentragdo desse ion no tecido foliar foi baixa. Em termos comparativos, as
plantas supridas com 12 mol m" apresentaram menores concentragdes de NO;
foliar do que plantas de cevada cultivadas com 2,0 mol ni’ desse fon (LEWIS et
al., 1982).

A relagdo entre as doses aplicadas de NO; e a sua concentracdo nas raizes
de absorcdo foi quadratica, com o maior valor sendo obtido pelas plantas
cultivadas sob 12 mol m” (Figura 2D). A concentragdo de NO3 nas raizes de
absorgdo das plantas cultivadas com 0,5 mol m” foi maior do que a das plantas
cultivadas com 3,0 mol m° e semelhante a das plantas do tratamento com 6,0
mol m° de NO3 (2D). Conforme sugerido por RUFTY et al. (1990), a maior
concentragdo de NO7; encontrada nas raizes das plantas cultivadas com 0,5 mol
m” pode ter sido conseqiiéncia do aumento no potencial de absorgio desse fon,
devido ao aumento na taxa de crescimento das raizes e na eficiéncia de absorcao
dessas plantas. Além disso, TALOUIZTE et al. (1984a) também verificaram que,
sob condigdes de deficiéncia de NO73;, a maior parte do NO7 absorvido ¢ retida
nas raizes.

Em todos os tratamentos, a concentragdo de NO7; nas raizes de absorcao
foi sempre maior do que a das folhas. BARNEIX et al. (1984), no entanto,
verificaram que, em cevada, o NO3 ¢ a principal forma de armazenamento de
nitrogénio [até 1.800 pmol NO’; g'(MS)] e seu actmulo ocorre, prioritariamente,
nas folhas e ndo nas raizes. Neste experimento, a baixa concentracdo foliar de
NO7 pode ter sido conseqiiéncia da capacidade reduzida de seu transporte das
raizes para a parte aérea, a semelhanca do que tem sido verificado em soja por
RADIN et al. (1978). Isso porque, em mandioca as folhas sdo os sitios
preferenciais de reducdo do NO3 e a atividade da RN ¢ relativamente baixa
(PEREIRA & SPLITTSTOESSER, 1986)

Em plantios comerciais de mandioca ¢ comum haver perda de parte da
folhagem acarretada por estresse hidrico, por ataque de pragas (ex. mandarova)
ou por cortes sucessivos realizados pelos produtores, com o objetivo de fornecer

alimentagdo aos animais na época seca. Assim, o acimulo de NO3, nas raizes,
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pode ser de grande importancia, porque os ions ai acumulados podem suprir a
parte aérea com nitrogénio, permitindo, dessa forma, o rapido crescimento das
plantas apdés a perda da folhagem ou, entdo, quando as condigdes ambientes
voltarem a ser adequadas.

A concentragio de NH', no tecido foliar aumentou linearmente com o
incremento das doses de NO7; aplicadas (Figura 3A). Como as plantas ndo foram
fertilizadas com NH',, é possivel sugerir que a maior concentracio desse fon, nas
plantas cultivadas sem déficit, foi decorrente do aumento que a fertilizagdo
nitrica provocou nos processos de fotorrespiracdo (Tabela 7) e de redugdo do
NO75 (Tabela 2). Ja a concentragdo de NH', nas raizes apresentou uma relagio
quadratica, com as plantas cultivadas com 0,5 mol m> de NO7; tendo o maior
valor (Figura 3B). Este resultado sugere que, além de ser retido, o NO; pode
passar a ser reduzido nas raizes das plantas cultivadas sob déficit severo de NO7,
conforme observado por RUFTY et al. (1990). Adicionalmente, a maior
concentragdo de NH', radicular também pode ter sido conseqiiéncia do aumento
da atividade oxidativa da GDH, conforme alguns resultados apresentados por
SRIVASTAVA & SINGH (1987).

Nas folhas, o teor de nitrogénio reduzido (nitrogénio total menos NO3) e
de nitrogénio insolivel, mas ndo o de nitrogénio solivel, apresentaram uma
relacdo linear e positiva com os niveis aplicados de NO’; (Figura 3C). A fracao
do nitrogénio total que se manteve como nitrogénio soluvel também seguiu ajuste
linear; porém, os maiores valores foram obtidos nas doses mais baixas de NO;
(Figura 3D). A observacdo de que as folhas de mandioca particionam de 55 a
65% do nitrogénio total para a fragdo soliivel, claramente contrasta com plantas
de sorgo, que particionam em torno de 23% daquela fracdo (GOMES, 1983 e
GARDNER et al, 1994), e de fumo (RUFTY et al, 1990) e estilosantes
(MOSQUIM, 1978), cujos particionamentos se situam ao redor de 6%.

Nas folhas, o teor de proteinas soliveis seguiu uma relacdo quadratica e
positiva (Figura 4A), com a estabilizacdo dos valores ocorrendo a partir de 6,0
mol m> de NO7;. O teor de proteinas soliveis das raizes de absor¢do aumentou

lincarmente com a elevacdo das concentragdes de NO'; na solugdo nutritiva
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Figura 3 - Efito da concentragio do nitrato sobre os niveis NH'; das folhas
(A) e das raizes de absorcao (B), fracoes do nitrogénio foliar (C) e razdo entre
nitrogénio soluvel e nitrogénio total das folhas (D) de plantas de mandioca
cultivadas por 90 dias, em solu¢do nutritiva. (Observar diferencas de escala).
Simbolos representam a média de cinco repeticdes. As equagdes de regressao
s30: A — (y = 6,50x — 5,44; R = 0,99%%); B — (y = 2,82x — 42,38x + 224,65;
R*= 0,89**); C — [N reduzido (y = 1,34x + 27,99; R’ = 0,96**; (N soluvel (y
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= 0,055X + 1,10x + 17,66; R = 0,80 ™; N insolavel (y = 0,95x + 9,10;
R*>=0,99%%)]; D — (y = - 0,01x + 0,66; R* = 0,89%). *, ** _ sjonificativos a p <

0,05 e 0,01; respectivamente; ™ = ndo significativo.
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=-0,96x" + 18,97x + 27,57; R>=0,99%*); B - (y = 1,64x + 4,77; R = 0,96); C
— (y=-0,0075x" + 0,14x + 0,23; R* = 0,97). ** - significativo a p < 0,01.
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(Figura 4B). Embora a concentracdo de nitrogénio soluvel ndo tenha sido
influenciada pelos niveis de NO73;, ¢ possivel verificar que a porcentagem do
nitrogénio solivel direcionada para a formagdo das proteinas soliveis foi
bastante alta para as plantas cultivadas sob boa disponibilidade de NO’;, em torno
de 80%, enquanto para as folhas das plantas cultivadas com 3,0 ¢ 0,5 mol m”
esse valor foi de 51% e 42%, respectivamente (Figura 4C). Uma possibilidade
para a menor formagdo de proteinas, nos tecidos das plantas cultivadas sob 0,5 e
3,0 mol m°, é que a presenca de niveis adequados de NO7; seriam necessarios
para a expressio de muitos genes que codificam diversas proteinas
(REDINBAUGH & CAMPBELL, 1991). Uma outra possibilidade pode ter sido
o aumento no nivel de proteases dessas plantas, conforme sugerido por
(GALANGAU et al., 1988), que atuariam no sentido de diminuir a concentragdo
de proteinas soluveis do tecido vegetal.

A capacidade de manter a maior parte do nitrogénio na forma soluvel e
direciona-lo para a formacdo de proteinas soluveis pode ajudar a entender, ao
menos parcialmente, porque plantas de mandioca apresentam algumas vantagens,
principalmente em termos de assimilagio de CO,, quando comparadas a outras
plantas do mesmo grupo C; (EL-SHARKAWY, 1992).

Os teores foliares de aminodcidos livres aumentaram linearmente em
funcdo do aumento nos niveis de NO7; (Figura 5A). Esse incremento,
possivelmente, deveu-se ao aumento da atividade das enzimas responsaveis pela
assimilagdo e reassimilacio do NH', (Tabela 2) A relagio entre os teores
radiculares de aminoacidos ¢ a concentracdo de nitrato na solucdo nutritiva foi
quadratica, sendo possivel observar que o valor obtido pelas plantas cultivadas
sob 0,5 mol m” foi semelhante ao observado para as plantas cultivadas sob 12
mol m’ (Figura 5B). Essa alta concentracdo de aminoacidos nas raizes das
plantas cultivadas com 0,5 mol m” pode ter sido conseqiiéncia de (i) nibigio na
formagdo das proteinas; (ii) aumento no processo de degradagdo das proteinas;
(iii) aumento na capacidade de assimilacio do NH',; e (iv) maior importagdo de

aminodacidos da parte aérea (RUFTY et al., 1990).
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A atividade foliar da RN foi maior no segundo dia subseqiiente a
renovagdo da solucdo nutritiva (Tabela 2). Este resultado evidencia que, apds
a  fertilizacgdo com nitrato, haveria a necessidade de um periodo de espera,
superior a 24 h, para que se possa amostrar o tecido foliar de mandioca para a
analise da RN. DODDEMA et al. (1986) também obtiveram resultados
mostrando que, em tomate, um periodo superior a 24 h foi necessario para que a
aplicacdo do NO7; pudesse induzir maxima atividade da RN. No entanto,
PURCINO et al. (1998) observaram, em milho, que a atividade méaxima da RN
foi obtida 24 h apds a aplicacdo do NO; no meio de cultivo. Provavelmente, os
processos de absor¢do, carregamento no xilema e, ou, transporte do NOj para a
parte aérea, sejam mais lentos em mandioca do que em milho.

Nas plantas cultivadas sob deficiéncia de NO7, o aumento na atividade da
RN, em torno de 270%, de 24 para 48 h, foi muito maior do que para as plantas
cultivadas sem deficiéncia, cujo aumento foi de, aproximadamente, 83% (Tabela
2). No entanto, nos dois dias de avaliagdo as plantas cultivadas sob o nivel mais
alto de NO’; apresentaram a maior atividade da RN. Esse efeito positivo do NO7;
sobre a atividade da RN também foi encontrado em braquiaria (FERNANDES et
al, 1976) e em seringueira (DELU-FILHO, 1994). Para CRAWFORD et al.
(1992), o NO7; pode ser considerado como o sinal primario para a indugdo da
atividade da RN, visto que ele, além de propiciar aumentos nos niveis do mRNA
da proteina, também estimularia a sua atividade. Adicionalmente, o NO; também
pode colaborar para a reducdo da atividade de proteases e prevenir a degradagdo
da RN (GALANGAU et al., 1988).

A atividade da RN, de 1,5 pmol (NO3) gl(MF) h', obtida com a
aplicagdo de 12 mol m° de NO7, foi semelhante a obtida em outro trabalho com
mandioca (PEREIRA & SPLITTSTOESSER, 1986), mas ¢ inferior &
encontradas para plantas de tomate (cultivadas com 4,5 mol m° de NO3) e
espinafre  (cultivadas com 14,0 mol m° de NO3), que apresentaram,
respectivamente, atividades de 60 e 7,0 umol (NO’,) g' (MF) Iy (DODDEMA et
al., 1986 e ZORNOZA & GONZALEZ, 1998).
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Tabela 2 - Efeito da concentracdo de NO’; sobre a atividade foliar das enzimas
redutase do nitrato (RN - 24 e 48 horas apo6s a adicdo do NO7;), sintetase da
glutamina (GS), sintase do glutamato dependente de ferredoxina (GOGAT-Fd) e
desidrogenase do glutamato dependente de NADH (GDH-NADH) de plantas de
mandioca cultivadas por 90 dias, em solu¢cdo nutritiva. Valores representam a

meédia de cinco repetigoes.

NO; RN -24h RN -48h GDH GS
(molm™) [wmol NO, ¢ '(MF)l']  [pmol NO, g (MF)h']  [umol NAD"g'(MF)h™]  [umol GHA g'(MF)
3,0 0,20 0,74 0,13 1,14
12,0 0,83 1,52 0,32 2,43
Significancia p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01

C.V. (%) 9,1 16,5 15,4 23,5
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Considerando que a RN ¢ uma enzima induzida pelo substrato, ¢ possivel
supor que a sua baixa atividade nas folhas de mandioca pode estar relacionada
com a menor concentracdo de NO'7; no sitio de redugdo (Figura 2C) e ndo com a
inibicdo peos metabdlitos nitrogenados, como tem sido sugerido para outras
espécies por FAURE et al. (1991) e SIVASANKAR & OAKS (1995).

Pode-se observar, ainda, que plantas cultivadas sob baixas doses de NO7;,
apresentaram atividade da RN mesmo quando a concentragdo do ion esteve
abaixo do limite de deteccdo (Tabela 2, tratamento 3,0 mol m'3). Segundo
SOUZA (1994), o NO; recém-absorvido e transportado para a parte aérea ¢ mais
importante para induzir a atividade da RN do que o estoque de NO7; que,
normalmente, estd localizado nos vactiolos celulares e ndo no citoplasma, onde se
processa a sua reducdo. Com efeito, DODDEMA et al. (1986) observaram ser
possivel a existéncia de folhas com altas concentragdes de NO3, mas com baixa
atividade da RN.

A atividade da GDH-NADH aumentou 2,5 vezes, em fun¢do do aumento
no nivel de NO3, de 3,0 mol m° para 12 mol nt’ (Tabela 2). Embora existam
citagdes mostrando que o NO3 possa diminuir ou nido apresentar nenhum efeito
sobre a atividade da GDH, a possibilidade maior ¢ que, em trabalhos de longa
duragdo, o NO7; estimule a atividade dessa enzima (SRIVASTAVA & SINGH,
1987), conforme aqui observado. No entanto, o efeito positivo do NO; sobre a
GDH-NADH parece ser indireto, via produtos de sua redugdo. Por exemplo,
PEETERS & van LAERE (1992) verificaram que a inclusdo de NH', no meio de
incubacdo promoveu um aumento na atividade da GDH muito maior do que
quando se usou o NOj; como unica fonte de nitrogénio. O aumento da atividade
da GDH, quando se aumenta a propor¢io de NH';NO; na soligio nutritiva,
também mostra que o NH', e nio o NO3j, seja mais efetivo em induzir a
atividade da GDH (ZORNOZA & GONZALEZ, 1998).

O incremento no suprimento de NO’; aumentou a atividade da GS e
GOGAT-Fd, em 113 e 160%, respectivamente. O aumento simultineo e
semelhante da atividade das duas enzimas mostra que elas atuam de forma

coordenada na rota de assimilagio do NH', denominada GS/GOGAT (LEA &
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MINFLIN, 1974). Se a regulagdo da RN pelo NO3; ¢ bem caracterizada, para a
GS ¢ GOGAT-Fd essa regulacdo ainda carece de estudos (SAKAKIBARA et al.,
1997). Em relacdo a GS, WATANABE et al. (1985) observaram que, em milho,
o aumento na concentracdo de NO3;, no meio de cultivo, aumentou a sua
atividade, quando a massa fresca foi a base de expressdo. No entanto, PURCINO
et al. (1998) verificaram que o aumento na disponibilidade de NO7 tanto pode
aumentar quanto reduzir a atividade da GS de alguns genotipos de milho. Em
seringueira, a aplicagio tanto do NO; quanto do NH'; no meio de cultivo pode
induzir aumentos na atividade da GS, muito embora o NH, tivesse sido
significativamente mais efetivo (LEMOS, 1996). Contudo, o uso de tungsténio,
que inibe a atividade da RN e permite o acimulo de NO';, mostrou que esse ion,
per se, foi capaz de induzir aumentos na atividade da GS (CABELLO et al.,
1998). Vale ressaltar que as plantas fertilizadas com os maiores niveis de NO
também apresentaram os mais altos niveis de NH', (Figura 3A), o que pode ter
contribuido para o aumento da atividade da GDH e da GS no presente trabalho.

Em relagio & GOGAT-Fd, DELU-FILHO (1994) mostrou que a nutri¢do
nitrica promoveu aumentos na sua atividade. Em milho, a expressdo do gene para
a GOGAT-Fd e GOGAT-NADH foi aumentada em resposta a aplicagdo de NO;
(SAKAKIBARA et al, 1997) e, quando plantas de cevada foram cultivadas
continuamente com NO73; o mRNA, os niveis da proteina e a atividade da
GOGAT-Fd tiveram aumentos consideraveis (PAJUELO et al, 1997). Esses
resultados sdo semelhantes ao efeito positivo do nitrato sobre a atividade da
GOGAT-Fd encontrado no presente trabalho (Tabela 2).

Em folhas de mandioca, o aumento na disponibilidade de NO3 leva ao
aumento da atividade da RN (Tabela 2) e da fotorrespiracdo (Tabela 7), tendo
como conseqiiéncia o aumento na concentragdo de NH', celular. Assim, o
aumento da atividade da GS, GOGAT-Fd e GDH-NADH também pode aumentar
a assimilacio e reassimilacio do NH', e evitar o actmulo desse fon, em niveis
toxicos. Esses resultados também concordam com os dados obtidos por

EDWARDS & CORUZZI (1989), que mostraram haver uma relagdo positiva
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entre 0 aumento do processo fotorrespiratorio (principal formador de NH', foliar)
e a acumulacao do mRNA da GS.

Quando se comparam as atividades da GS e GDH, verifica-se que a GDH
representa apenas 12% do processo total de assimilagio do NH', evidenciando a
baixa contribuicio da GDH para a assimilagio e/ou reassimilagio do NH', em
folhas de mandioca.

A baixa atividade da RN em relacdo a GS, e a resposta positiva da GS ao
aumento do NH', celular, parecem indicar que o processo & redugdo do NOj é
mais limitante para o crescimento da mandioca do que o processo de assimilagdo
do NH',. De fato, tem-se noticiado que a reagdo catalisada pela RN é o passo
metabdlico que normalmente limita a assimilagdo de nitrogénio (FOYER et al.,
1998). Assim, ¢ factivel sugerir-se que trabalhos de melhoramentos que visem
aumentar a eficiéncia de reducdo do NO'; (maior absorcdo, transporte para o sitio
de reducdo e, ou, atividade catalitica da RN) possam contribuir para a melhoria
do desempenho produtivo da mandioca. No entanto, ¢ possivel observar que,
apesar da baixa atividade da RN, as folhas de mandioca apresentam concentracao
de nitrogénio reduzido maior do que a de plantas com mais alta atividade da RN

como, por exemplo, o sorgo (Gardner, 1994) e milho (PEREIRA, 1997).

2.0 - EFEITO DO NITROGENIO SOBRE A ALOCACAO, PARTICAO E
ASSIMILACAO DO CARBONO EM MANDIOCA

Nas folhas, os teores de acucares soliveis totais (AST) aumentaram
linearmente com o incremento de NO3; na solugdo nutritiva (Figura 6A). A
composicdo de AST foi diferentemente afetada pela nutricdo nitrogenada.
Enquanto os agucares redutores (AR), compostos basicamente por glicose e
frutose, tiveram seus teores diminuidos, na medida em que as doses de NO;,
aumentaram (Figura 6B), a concentracdo de aglcares nao-redutores (ANR),

compostos presumivelmente por sacarose, foi favorecida pela maior disponibili -
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Figura 6 - Efeito da concentracdo do nitrato sobre os niveis de agucares

soluveis totais (AST) (A), agucares redutores (AR) (B), agucares nao redutores
(ANR) (C) e fosforo inorganico (Pi) (D) das folhas de plantas de mandioca
cultivadas por 90 dias, em solugao nutritiva. (Observar diferengas de escala).
Valores representam a média de cinco repeti¢cdes. As equagdes de regressao
sd0: A — (y = 5,03x + 100,85; R? = 0,94**); B — (y = 0,36x° —7,28x + 56,33; R? =
0,97**); C — (y = -0,74X + 17,21x + 36,1; R* = 0,99**) e D — (y = 0,016x +
0,50; R? = 0,87*). * e **- significativos a p < 0,05 e 0,01, respectivamente.
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dade de NO3; (Figura 6C). Resultados divergentes tém sido encontrados sobre
o tipo de carboidrato solivel que se acumula na fonte, em fungdo da deficiéncia
de NO73 Em soja, RUFTY et al. (1988) verificaram aumentos nos teores de
sacarose, mas, em cevada, WANG & TILLBERG (1996) observaram aumentos
nos teores de glicose e frutose. Entretanto, em girassol, a concentracdo de
nenhum dos trés agucares solaveis sofreu qualquer alteragdo, em fungdo da
deficiéncia de NO’; (CIOMPI et al., 1996).

Vale salientar, que o efeito da deficiéncia severa de NO7 (0,5 mol m'3)
sobre a composicdo de AST foi altamente significativa, j4 que ela promoveu um
aumento de 170% nos teores de AR e reducdo de 70% nos ANR foliares. Essa
reducdo acentuada nos teores de ANR ndo era esperada, visto que mandioca ¢
uma planta com grande capacidade de direcionar o fluxo de assimilados para a
formacdo de sacarose. ANGELOV et al. (1993), por exemplo, observaram que,
apds 1 min da aplicagio de '“C, 45% do carbono marcado foram detectados em
sacarose, enquanto em soja e caruru (planta C4) detectaram-se, respectivamente,
34% e 25%.

A atividade das enzimas responsdveis pela hidrolise da sacarose esta
apresentada na Tabela 3. A sintase da sacarose (SS) ndo apresentou atividade
detectavel, possivelmente em fungdo da SS ser uma enzima com maior atividade
em tecidos que armazenam amido de reserva e¢ em tecidos em crescimento;
nestes, a sacarose ¢ degradada e utilizada na sintese de polissacarideos, com
vistas a formacdo de novas paredes celulares (HELDT, 1997). Por outro lado, a
atividade das invertases aumentou com o incremento da dose de NO’; no meio de
cultivo (Tabela 3), fato também relatado por WANG & TILLBERG (1996), em
cevada. Assim, a concentracdo reduzida de sacarose, verificada nas plantas
cultivadas sob os niveis mais baixos de NOj3, ndo foi conseqiiéncia de sua maior
degradagao.

As concentragdes de Pi elevaram-se lincarmente, em funcdo do aumento
nos niveis aplicados de NO7; (Figura 6D). Segundo LAMAZE et al. (1984), os
maiores teores de Pi nas folhas das plantas cultivadas com disponibilidade

adequada de NO3; deve-se ao fato de que o NOj dificulta o acimulo de Pi no
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vacuolo das c€lulas radiculares e favorece o seu carregamento no xilema. A
conseqiiéncia ¢ o aumento no transporte de Pi para a parte aérea. Outra

alternativa ¢ que a redugdo na disponibilidade de Pi também poderia estar

Tabela 3 - Atividade foliar das enzimas invertase neutra (IN) e invertase acida
(TA) de plantas de mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO7;.

Valores representam a média de cinco repetigdes.

Nitrato (mol m®) IN 1A

Hg glicose g '(MF) min’'

3,0 35,7 134,6
12,0 59,22 266,1
Significancia p<0,05 p<0,01
C.V. (%) 25,2 12,53

relacionada com a menor formacao de sacarose, como observado no presente
trabalho. Isso porque, as fracdes de Pi utilizadas para a formacdo das trioses-
fosfato, no cloroplasto, sao liberadas quando da formagdo de sacarose, no
citoplasma (HELDT, 1997).

A concentragdo de amido foi maior para as plantas cultivadas sob
deficiéncia de NO3; (Figura 7A). Resultados semelhantes foram encontrados por
OPARKA et al. (1987), RUFTY et al. (1988), WANG & TILLBERG (1996) ¢
GUIDI et al. (1998), em outras espécies. Uma das explicagdes para aquele
resultado € que a deficiéncia de NO3; reduz o crescimento em maior propor¢ao
do que reduz a fotossintese por unidade de area (Figura 1 e Tabela 5), fazendo
com que o carbono assimilado e ndo exportado seja direcionado para a formacao
de amido.

Sob condi¢des normais de crescimento, a maior formagdo de sacarose, e
ndo de amido, na fonte, ¢ importante para a manutencdo de altos potenciais de

turgescéncia no floema a altura da fonte, favorecendo, assim, a exportagao dos
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Figura 7- Efeito da concentragdo do nitrato sobre os niveis de amido
foliar (A) e sobre a razao amido/ANR (agucares nao redutores) (B) das
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compostos formados (SCHEIBLE et al., 1997) e estimulando o crescimento dos
diversos drenos da planta. Em funcao disso, GALTIER et al. (1993) sugerem que

a comparagdo da razdo amido/sacarose pode fornecer indicacdo valiosa do efeito
de determinado estresse sobre a alocacdo e o particionamento de fotoassimilados,
entre as diferentes partes da planta. No presente trabalho, essa razdo foi maior
para as plantas cultivadas sob menor disponibilidade de nitrogénio (Figura 7B),
indicando que algum fator reduziu o nivel de exportagio dos fotoassimilados
produzidos e aumentou a capacidade para a formagdo de amido. Em contraste,
OPARKA et al. (1987) observaram que, em batata, a deficiéncia de nitrogé€nio
nao reduziu a taxa de exportagdo de carbono, das folhas para os tubérculos. A
diferenca ¢ que em batata a deficiéncia de nitrogénio ndo alterou, de forma
significativa, a formagdo do principal dreno das plantas (tubérculos) € nem inibiu
a formagdo de sacarose na folha (OPARKA et al, 1987). A conjuncdo desses dois
fatores, fato nao observado no presente trabalho, pode ndo concorrer para a
redugdo da exporta¢do do carbono assimilado.

A obtencdo de uma correlagdo negativa entre ANR e amido (Figura 8A) ¢
um indicativo de que a formagdo de amido ocorreu em detrimento da formacao
de sacarose. Resultados semelhantes foram obtidos por HUBER & ISRAEL
(1982) e KERR et al. (1986) e pode ser explicados pelo fato de que a deficiéncia
de NO7; inibe a atividade da sintase da sacarose fosfato e estimula a da
pirofosforilase da ADPG.

A menor formagdo de aminoacidos e proteinas (Figuras 4A e 5A) também
pode ter contribuido para o acumulo de amido das plantas cultivadas sob
deficiéncia de NO73;. A explicagdo € que plantas cultivadas sob altos niveis de
nitrogénio tendem a reduzir o fluxo de carbono em dire¢do a formacdo de amido
e a promover aumentos na sintese de acidos organicos que podem ser utilizados
como esqueletos de carbono para a formagdo de aminoacidos (SCHEIBLE et al.,
1997). Ao contrario, quando a deficiéncia de nitrogénio ¢ induzida, ocorre
redu¢do na demanda por fotoassimilados para a formacdo de aminoacidos e
proteinas € um comseqiiente aumento na disponibilidade de hexoses que podem

ser utilizadas para a produ¢do de amido (ROBINSON, 1996). A correlacdo posi-
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tiva entre AR e amido (Figura 8B) também da suporte a idéia de que a maior
disponibilidade de AR pode ter levado a maior formacdo de amido.
Adicionalmente, a reduco na concentragdo de Pi, que dificulta a saida de triose-

fosfato do cloroplasto, onde o amido ¢ formado, para o citoplasma, onde ¢
formada a sacarose, pode ter contribuido para o aumento na formagdo de amido
das plantas cultivadas sob estresse. Essa indicagao ¢ reforgada pela associagao
negativa entre Pi e amido (Figura 8C).

O aumento nos niveis de amido de plantas cultivadas sob deficiéncia de
nitrogénio também pode ser conseqiiéncia da redu¢do na sua taxa de degradacdo.
OPARKA et al. (1987) verificaram que a incorporagdo de “C em amido foi
semelhante, independente dos niveis de nitrogénio, e concluiram que baixas
concentragoes de nitrogénio foliar teriam maior influéncia na taxa de degradacao,
e ndo na sintese, do amido. Assim, existe a possibilidade de que o maior teor de
amido verificado nas plantas cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio também
pode ter sido conseqiiéncia da redu¢do na sua taxa de degradagao.

Nas raizes de absor¢do a concentragdo de AST foi maior para as plantas
cultivadas com  disponibilidade adequada de nitrogénio (Figura 9A).
Contrariamente, o nivel de amido foi maior para as plantas cultivadas sob déficit
de NO73 (Figura 9B). Tendéncia semelhante foi observada para as raizes
tuberosas (Tabela 4).

Os valores de CNE das raizes de absor¢do das plantas cultivadas sob
déficit de NO3 (0,5 ¢ 3,0 mol ni3) foram semelhantes aos das plantas cultivadas
sob 12 mol m® de NO7 (Figura 9C). Para as raizes tuberosas o CNE foi maior
nas plantas cultivadas sob déficit de nitrogénio (Tabela 4). Assim, o menor
crescimento das raizes de absor¢do e das raizes tuberosas (Figura 1), das plantas
cultivadas sob déficit, ndo foi conseqiiéncia da menor disponibilidade de
fotoassimilados.

A razdo amido/AST pode ser um indicativo da forma de utilizagdo dos

fotoassimilados que estdo sendo importados da fonte. Nas raizes de absorgdo, a
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maior razdo obtida nas plantas cultivadas sob deficiéncia de NO7; (Figura 9D),

sugere que a taxa de utilizagdo para o crescimento, a semelhanca da taxa de
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Tabela 4 — Niveis de agucares soluveis totais (AST), agucares redutores

(AR),

acucares

ndo-redutores  (ANR),

amido,

carboidratos  ndo-

estruturais (CNE) e razdo amido/ANR das raizes tuberosas de plantas de

mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO3. Valores

representam a média de cinco repeti¢des.

NO3; AST AR ANR Amido CNE Amido/ANR
(mol m”) mg g'(MS)
3,0 85,30 B* 6,09 C 79,70 B 821,27 A 906,57 A 10,63 A
6,0 119,69 AB 12,26 B 107,42 AB 648,16 B 767,85 A 6,14 B
12,0 141,48 A 17,84 A 123,65 A 693,07 B 834,55 A 5,61 B
C.V. (%) 19,22 26,12 18,43 13,23 12,7 22,76

* Meédias seguidas pelas mesma letras, nas colunas, ndo diferem entre si,

pelo teste de Ducan, em nivel de 5%.
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exportacdo das folhas, também foi reduzida nessas plantas. Mesmo para as raizes
tuberosas, a alta razdo obtida (Tabela 4), nessa fase (90 dias apos o plantio),
também indica baixa taxa de utilizacdo dos AST para a promogdo de seu
crescimento

Nas plantas cultivadas sob baixa disponibilidade de NO7;, foi verificada
uma concentracdo foliar de sacarose bastante inferior a obtida nas plantas
cultivadas sem deficiéncia (Figura 6C), resultado que se deveu, provavelmente, a
redugdo na sintese e ndo a maior exportacdo ou hidrdlise da sacarose. Foi
observado, também, que o crescimento das raizes tuberosas, que s30 0s principais
drenos da mandioca, foi sensivelmente reduzido nas plantas cultivadas sob
deficiéncia de NO7; (Figura 1). Estes resultados, tomados em conjunto, sugerem
que a menor producdo de sacarose, na fonte, pode estar sendo controlada pela
capacidade reduzida dos drenos de utilizar os fotoassimilados importados, e sdo
consistentes com os resultados de KERR et al. (1986), que atribuiram o
decréscimo na atividade da sintase da sacarose fosfato na folha (fonte) a redugdo
que ocorreu na atividade dos diversos drenos da planta de soja. Segundo QIU e
ISRAEL (1992), o mecanismo associado a menor utilizacdo de fotoassimilado
pelas diferentes partes da planta, sob deficiéncia mineral, precisa ser melhor
estudado, visto que ainda ndo se t€m idéias claras sobre o assunto. Para aqueles
autores, existe a possibilidade da ocorréncia de inibicdo de alguma enzima da via
relacionada com a degradagio do amido e, ou, algum efeito negativo indireto
sobre a atividade dos drenos.

Além de promover alteragdes na alocagdo do carbono, em direcdo a
formacdo do amido, a deficiéncia de nitrogénio também pode regular a taxa de
assimilagdo do carbono. Neste trabalho, a fotossintese aumentou com o aumento
na disponibilidade de NO3 at¢ o nivel 6 mol m'3, tendendo a estabilizagdo a
valores proximo de 9 mol m” (Figura 10A). A redugdo na taxa fotossintética,
induzida pela deficiéncia severa (0,5 mol m'3), em relacdo ao nivel de 12,0 mol
m> de NO;, foi de 26,4%. Efeito positivo do nitrogénio sobre a fotossintese de
folhas de mandioca também ja havia sido reportado anteriormente por TANKOU
et al. (1990).
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representam a média de cinco repeticbes. * e ** - significativos a p <

0,05 e 0,01, respectivamente.
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Pelos resultados observados na Figura 4A e Tabela 6 ¢ possivel supor que
a reducdo na capacidade de assimilagio de CO, das plantas cultivadas sob
deficiéncia de nitrogénio esteja relacionada com a menor concentragdo de
proteinas e redu¢do na capacidade carboxilativa da Rubisco. Em adido a esses
fatores, tanto os niveis de agucares quanto a redugdo na disponibilidade de Pi,
observados no presente trabalho, também podem ter colaborado para reduzir a
capacidade de assimilagio de CO, daquelas plantas. Em relagdo aos agtlcares,
GOLDSCHIMITD & HUBER (1992) ¢ JANG & SHEEN (1994) mostraram que
o seu acumulo pode levar a um processo de retroinibi¢do da fotossintese. PAUL
& DRISCOLL (1997) também constataram que a atividade da Rubisco foi
negativamente afetada pelo acumulo de agucares que ocorreu nas plantas de
milho cultivadas sob baixa disponibilidade de nitrogénio. Segundo FOYER
(1988), a baixa demanda do dreno leva a redugdo na taxa de exportacdo e
acimulo de sacarose na fonte, que ¢ percebida no citossol. Essa percepcao
provoca alteragdes no metabolismo do proprio citossol e, posteriormente, do
cloroplasto, podendo levar a reducdes na taxa de assimilagdio de carbono da
planta. Em mandioca, também existem evidéncias sugerindo que a capacidade
fotossintética de algumas variedades possa ser limitada pelo acumulo de
carboidratos nas folhas, em fungdo da baixa capacidade dos drenos em utilizar os
fotoassimilados produzidos (CIAT, 1991). No entanto, o mecanismo bioquimico
e fisiologico que determinaria essa inibicdo ainda ndo estd totalmente elucidado
(KILB et al., 1996; PIETERS et al., 2001). A idéia ¢ que pode ocorrer repressao,
em nivel de codigo genético, cujo objetivo seria de ajustamento da assimilacdo
de CO,, em fungdo da demanda por carboidratos pelos diferentes drenos da
planta JANG & SHEEN, 1994).

A correlagdo positiva entre a concentragdo de AST e fotossintese (Figura
10B), a correlagdo positiva entre fotossintese ¢ ANR (Figura 10C) e a correlacao
negativa entre fotossintese ¢ AR (Figura 10D) evidenciam que as hexoses podem
ter sido os aglcares responsaveis por parte dessa regulacido negativa da
fotossintese. Resultados obtidos por FOYER (1988) também mostraram que, em

plantas de espinafre e de soja, a glicose, € ndo a sacarose, foi mais efetiva em
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causar retroinibicdo do processo de assimilagio de CO, Adicionalmente,
SHEEN (1990) observou que glicose, frutose e sacarose inibiram a expressao de
sete genes relacionados a atividade fotossintética; contudo, a inibigdo que a
sacarose normalmente causa a fotossintese ndo se daria por sua acdao direta, mas,
por conseqiiéncia das hexoses liberadas apds a sua hidrolise (JANG & SHEEN,
1994).

Em relacdo ao Pi, FOYER (1988) observou que uma redugido de 24% em
seus niveis foi suficiente para causar alteracdo significativa na taxa de
assimilagdo de CO,. Como no presente trabalho foi observada uma reducdo nos
niveis de Pi em torno de 26% e 20%, respectivamente, para os estresses severo e
moderado (Figura 6D), ¢ possivel sugerir que a reducdo dos teores de Pi também
possa ter contribuido para a diminuicdo da taxa fotossintética nessas plantas.
Como sugerido por LAUER et al. (1989), a deficiéncia de Pi pode ter reduzido a
quantidade, a eficiéncia de carboxilagdo e o estado de ativagdo da Rubisco,
reduzido a regeneragdo de alguns dos metabdlitos do ciclo de Calvin (e.g.
ribulose- 1,5-bisfosfato) e provocado aumento no ponto de compensagdo para o
CO..

A baixa correlagdo obtida entre amido e a taxa fotossintética (R2 = -0,29;
p<0,10) demonstrou que a influéncia do amido, apesar de negativa, explica muito

pouco da redugdo observada na fotossintese.

3.0 - EFEITO DO NITROGENIO SOBRE AS TROCAS GASOSAS E
FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ EM PLANTAS DE MANDIOCA

A concentracio de nitrogénio na folha foi de 45,8 mg g'(MS) e 28,1 mg
g'(MS) para as plantas cultivadas com 12 mol m” e 3,0 mol m> de NO3,
respectivamente (Tabela 5). Segundo ASHER et al. (1980), em mandioca, a
concentragio de nitrogénio foliar abaixo de 50 mg g' (MS) pode ser considerada

como indicativo de deficiéncia, podendo limitar a taxa fotossintética ¢ a produ -
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Tabela 5 - Nitrogénio total (N), taxa fotossintética liquida (FS), area foliar especifica
(AFE), teor de clorofila (Cl) total, teores de clorofila @ ¢ b e razdo clorofila a/b em
plantas de mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO7j. Valores

representam a média de seis repeticoes.

NO; N FS FS~ AFE Cl total Cla
(molm™)  [mgg'(MS)]  [umol (CO2)m?s] [umol (CO) g'MS)s"]  (m’g?) (gm?) (gm?)
3,0 28,12 8,33 0,24 0,029 0,60 0,48
12,0 45,81 10,48 0,34 0,033 0,83 0,70
Significincia ~ P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01  P<0,01 P<0,01
C.V. (%) 6,96 4,08 4,89 4,87 3,64 3,99

T y
Base de area

2
Base de massa



70

¢do de raizes tuberosas. No entanto, foi verificado, para a variedade utilizada no
presente trabalho, que a concentracdo de nitrogénio foliar acima de 37 mg

g'(MS) apresentou pequena influéncia sobre a taxa fotossintética (Figuras 2A e
10A) e nenhuma influéncia sobre a producdo de raizes tuberosas (Figura 1).
Assim, ¢ possivel considerar-se que as plantas cultivadas sob 12 mol ni’ de NO,
nao sofreram limitagdo de nitrogénio.

O resultado do efeito das doses de nitrogénio sobre a taxa fotossintética
liquida esta apresentado na Tabela 5. Vale ressaltar que a taxa fotossintética
observada das plantas-controle, em torno de 10 pmol (CO,) m” s" estd bem
abaixo das taxas obtidas, em nivel de campo, por EL-SHARKAWY et al. (1992),
que registraram valores superiores a 40 Hmol(CO,) m° s'. Como o presente
experimento foi conduzido com uma variedade comercialmente ja utilizada e
essas plantas cresceram sem limitagdes de nutrientes, temperatura ou de agua, ¢
provavel que a baixa irradidncia, que normalmente ocorre no interior das casas de
vegetacdo, tenha sido a principal causa da diferenca tdo acentuada na taxa
fotossintética liquida. Em termos de irradidncia, a mandioca ¢ uma planta
extremamente exigente ¢ algumas variedades requerem altas intensidades de
fluxo de fotons fotossintético, em torno de 1.800 pmol (fotons) m” s, para a
obtencdo de altas taxas de assimilagio de CO, e altas produtividades (EL-
SHARKAWY et al., 1992).

A deficiéncia de nitrogénio provocou reducdes significativas na taxa
fotossintética liquida, quer expressa por unidade de area ou de massa foliar; no
entanto, pode-se observar que, quando expressa por unidade de massa seca, a
reducdo foi mais acentuada (30%) do que quando se usou a area como base de
expressao (20%).

Foi verificada uma correlacdo alta e positiva entre a taxa fotossintética
liquida e concentracdo de nitrogénio foliar (Figura 11). Observacdes semelhantes
ttm sido feitas para diversas espécies e sdao explicadas pelo fato de que a
aplicacdo de niveis Otimos de nitrogénio determinam a formacdo de compostos
relacionados a fotossintese tais como, clorofilas, transportadores de elétrons e

Rubisco (EVANS, 1989). Além disso, concentra¢des 6timas de nitrogénio podem
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ser necessarias para a manutencdo da atividade carboxilativa da Rubisco, como
evidenciado na Tabela 6.

As plantas cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio apresentaram menor
area foliar especifica (AFE) (Tabela 5). Reducdo em AFE tem sido associada ao
aumento no teor de carboidratos, principalmente amido; ao aumento relativo do
mesofilo foliar, devido ao incremento no nimero e, ou, tamanho de suas células
(GARDNER et al., 1994); e ao aumento dos componentes protéicos tilacoidais e
Rubisco (diversos autores citados por ZHANG et al, 1997). Algumas dessas
alteracoes podem ser parte da estratégia das plantas para maximizar a atividade
fotossintética (GARDNER et al., 1994). No entanto, AFE foi reduzida em apenas
12%, enquanto foi observada uma reducdo nos niveis de proteinas (Figura 4A) e
aumento nos niveis de amido (Figura 7A) das plantas cultivadas sob deficiéncia
de NO7,; Além disso, a taxa fotossintética, quando expressa por unidade de
massa, foi reduzida em maior propor¢do do que quando expressa com base na
area (Tabela 5). Assim, a redugdo observada na AFE ndo parece ter sido uma
estratégia das plantas para a maximizagdo da atividade fotossintética, mas
conseqiiéncia do aumento no acumulo de compostos organicos ndo relacionados
ao processo de fixacdo do CO, Os resultados obtidos por van ARENDONK &
POORTER (1994) e BROWN & BYRD (1997) também sugerem que, sob certas
circunstancias, a redu¢do na AFE estaria mais relacionada ao aumento no teor de
fibras e carboidratos estruturais e ndo-estruturais € ndo ao aumento no teor de
proteinas.

A menor disponibilidade de NO73; no meio de cultivo (3,0 mol m”) ndo
alterou a concentracdo da clorofila b, mas reduziu a concentracdo de clorofila
total, da clorofila ¢ e da razdo clorofila a/b (Tabela 5). A diminui¢do na razdo
clorofila a/b, pode significar alteragdo na composicao do tilacdide, por aumentar
a razdo entre o fotossistema Il/fotossistema I (Bjorkman, 1981 citado por
ZHANG et al., 1997) e aumento na razdo LHCII/FSII, ou seja, maior capacidade
para minimizar a redu¢do na captura da energia solar.

Contrariamente ao que ocorreu com a taxa fotossintética liquida baseada

na drea ou massa foliar, a taxa fotossintética, quando estimada com base na
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Tabela 6 - Taxa fotossintética liquida (FS), condutincia estomatica (gs), concentragdo
interna de CO, (C)), relagdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/C,),
taxa de carboxilagdo (CARBOX) e oxigenacdo (OXIG) da Rubisco de plantas de
mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO;. Valores representam a

média de seis repeticoes.

NO;, FS’ 2. Cy/C, CARBOX
(molm~) [umol (COy) g (CD s (molm?s™) (Hmol CO m™s™)
3,0 14,01 0,28 0,68 12,84
12,0 12,70 0,38 0,66 15,33
Significancia P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
C.V. (%) 4,78 9,55 1,20 4,04

> base de clorofila
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concentragdo de clorofila, foi maior para as plantas cultivadas sob deficiéncia de
nitrogénio (Tabela 6). Este resultado indica que plantas de mandioca, quando
cultivadas sob condigdes de deficiéncia de nitrogénio, tornam-se mais eficientes
na redugdo de CO, por unidade de clorofila. Dados semelhantes foram obtidos
em milho por KHAMIS et al. (1990) e em girassol por CIOMPI et al. (1996).
Uma explicagdo para esse resultado ¢ que, mesmo sob deficiéncia de nitrogénio,
o direcionamento desse nutriente para a formacdo de componentes dos tilacoides,
quando expressos por unidade de clorofila, permanece inalterado (EVANS,
1989). Essas observacdes sdo consistentes com os dados da fluorescéncia da
clorofila a, em que ndo se observou reducdo na eficiéncia de captura da energia
de excitagdo e apenas um ligeiro decréscimo na capacidade de transporte de
elétrons (Tabela 8), mesmo quando se verificou uma redugdo bastante
significativa na concentracdo de clorofila total (Tabela 5).

Nas plantas cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio, a queda na taxa
fotossintética expressa com base na area da folha (Tabela 5) foi acompanhada de
reducdo na condutdncia estomatica (Tabela 6), em consonancia com os resultados
obtidos em tomate por GUIDI et al. (1998). Além da condutincia estomatica, a
razdo Cy/C, também tem sido usada para avaliar-se o efeito do movimento
estomatico sobre a taxa fotossintética. Apesar das diferencas estatisticas
encontradas entre os valores de C;/C,, o aumento provocado pela deficiéncia de
nitrogénio ndo foi acentuado (aproximadamente 3%) (Tabela 6). Vale ressaltar,
que os valores encontrados para a razao C/C, foram bem acima daqueles obtidos
para mandioca por EL-SHARKAWY et al. (1992), mas estdo condizentes com os
valores proximos a 0,7, considerados normais para plantas Cs.

Basicamente, a resisténcia foliar a assimilagho de CO, pode ser
desmembrada em trés: estomatica, mesofilica e carboxilativa. Em feijao, milho e
algoddo, a resisténcia mesofilica foi bastante incrementada pela deficiéncia de
nitrogénio, enquanto o efeito sobre a resisténcia estomatica foi pequeno (RYLE
& HESKETH, 1969). J4& em plantas de beterraba, a deficiéncia de nitrogé€nio
afetou de forma significativa tanto a resisténcia estomatica quanto a mesofilica

(NEVINS & LOOMIS, 1970). No presente trabalho, os valores da condutancia
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estomatica, da relagdio Ci/C, e da taxa de carboxilagdo (Tabela 6), quando
tomados em conjunto, parecem sugerir que a deficiéncia de nitrogénio impds
maior limitacdo & taxa fotossintética, pelas redugdes que causou na capacidade
carboxilativa e, muito provavelmente, na condutancia mesofilica dessas plantas.

A deficiéncia de nitrogénio acarretou uma reducdo mais pronunciada na
taxa fotossintética liquida do que na taxa transpiratoria e, desse modo, causou
uma redugdo na eficiéncia instantinea no uso de agua (E,) de apenas 14%.
(Tabela 5). Entretanto, em plantas de girassol observouse que a reducdo na taxa
fotossintética foi acompanhada por um aumento na taxa transpiratdria, o que
causou uma reducdo de 63% em E, (CIOMPI et al., 1996). Esse resultado indica
que plantas de mandioca t€m grande capacidade para minimizar a perda de agua
sob condicdes de limitagdo de nitrogénio. Controle estomatico eficiente também
ocorre quando plantas de mandioca sdo cultivadas sob deficiéncia hidrica (EL-
SHARKAWY & COCK, 1984).

Normalmente, folhas com alta atividade metabolica tendem a apresentar
altas taxas respiratorias, como forma de manter as estruturas ja formadas e
suportar o crescimento de outras partes da planta que funcionam como dreno.
LEWIS et al. (2000), inclusive, sugeriram a existéncia de correlacdo positiva
entre a taxa respiratoria € o crescimento das plantas. Além disso, RYAN (1991;
1995), avaliando diversas espécies, observaram a existéncia de uma forte relacdo
linear e positiva entre a concentragdo de nitrogénio e a respiracdo de manutencao,
isso devido ao fato de que entre 50 a 60% desse processo ¢ usado para suportar o
giro das proteinas (PENNING de VRIES, 1975). Surpreendentemente, foi
observado que a deficiéncia de nitrogénio causou um aumento significativo na
taxa de respiragdo foliar em aproximadamente 11% (Tabela 7), a despeito do
menor crescimento (Figura 1) e da menor concentragdo de proteina foliar (Figura
4A).

A taxa respiratoria total, em algumas circunstancias, pode nao ser um
parametro apropriado na indicacdo da aclimatagdo metabdlica que se processa na
mitocondria, em fun¢do da deficiéncia mineral, havendo a necessidade de se

distinguir os diferentes tipos de respiragio (THEODORU & PLAXTON, 1993).



76

Tabela 7 — Transpiragdo (E), eficiéncia no uso de é4gua (EA), respiragdo escura (R),
fotorrespiragao (F), relagdo entre fotorrespiracdo e fotossintese (F/FS), eficiéncia no uso do
nitrogénio para a fotossintese (EN) e relacdo entre a clorofila total e nitrogénio total (CI/N)
de plantas de mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO7;. Valores

representam a média de seis repeti¢des.

NO; E E, R F F/FS
(molm™) (mmol m™s™)  [mol (CO;) mmol H,0™])  [Wmol (CO) m?s™']  [mol (CO) m™s"]
3,0 4,23 1,98 1,76 2,74 0,33
12,0 4,67 2,26 1,58 3,26 0,31
Significancia ~ P<0,01 P<0,01 P<0,08 P<0,01 P<0,01

C.V. 3,58 4,91 8,12 3,93 2,22
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Em condicdes normais, as reagdes associadas a respiragdo operam, em
maior escala, no sentido de oxidar o NADH e FADH, e gerar ATP, usando, em
uma das etapas do processo, a citocromo oxidase. No entanto, existem, nas
plantas, vias alternativas (resistente a rotenona e oxidase alternativa) que geram
pequeno gradiente eletroquimico de protons através da membrana interna e
formam menores quantidades de ATP (TAIZ & ZEIGER, 1998). Essas vias
alternativas podem ser estimuladas por alguns estresses, tais como baixas
temperaturas (PURVIS, 1997) e deficiéncia de Pi (THEODORU & PLAXTON,
1993). Adicionalmente, foi verificado que as plantas deficientes em nitrogénio
apresentaram altas concentragdes de hexoses (Figura 6B) e tem sido observado
que o acumulo desses agucares pode estimular a respiragdo (PURVIS, 1997), ja
que as hexoses sdo o substrato que iniciam o processo glicolitico. Assim, sob
condi¢oes de baixa demanda energética, a ativagdo da via da oxidase alternativa
pode permitir a utilizagdo desses agucares, cujo actmulo pode ser prejudicial ao
metabolismo celular (HELDT, 1997), com a geragdo de pequena quantidade de
ATP. LAMBERS (1982) também sugere que o aumento na taxa respiratoria, que
ocorre sob condigdes de estresse, pode estar relacionado com a dissipacdo do
excesso de energia, que pode ser gerado em situagdes em que ocorre acumulo de
substrato respiratorio e reducdo do crescimento. Assim, o aumento verificado na
atividade respiratoria (Tabela 7), possivelmente esteve relacionado ao aumento
da atividade da oxidase alternativa e ndo das atividades respiratorias relacionadas
com 0s processos de manutencao e, ou, de crescimento.

A taxa fotorrespiratria foi outro parametro significativamente reduzido
(16%) pela menor disponibilidade de nitrogénio (Tabela 7). Entretanto, HAK &
NATR (1987) mostraram que, em cevada, a deficiéncia de nitrogénio levou ao
aumento do processo fotorrespiratorio. Dois resultados, no entanto, podem
explicar grande parte da reducdo observada na taxa fotorrespiratoria das plantas
cultivadas sob 3,0 mol m® de NO7 (1) a deficiéncia de nitrogénio reduziu a
concentracdo de proteinas formadas (Figura 4A) e a Rubisco ¢ a principal

proteina foliar; assim, menores quantidades de Rubisco podem significar
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menores quantidades de O, processadas e, (ii) a deficiéncia de nitrogénio reduziu
a taxa de oxigenagao da Rubisco (Tabela 6).

A razdo entre a taxa fotorrespiratoria e a taxa fotossintética liquida foi
maior para as plantas cultivadas sob menor disponibilidade de nitrogénio
(Tabela 7). Essa maior razdo pode ter sido un fator adicional a contribuir para o
menor acimulo de massa seca dessas plantas (Figura 1).

Apesar da relacdo positiva entre a taxa fotossintética e os niveis de
nitrogénio aplicados, foi verificado que a eficiéncia no uso do nitrogénio para a
fotossintese (Ex - calculada como a relagdo entre a taxa fotossintética liquida e o
nitrogénio foliar) foi maior para as plantas cultivadas sob deficiéncia de NO7;
(Tabela 7). POOT et al. (1996) também mostraram que plantas de Plantago
lanceolata L., cultivadas sob menor disponibilidade de nitrogénio, foram mais
eficientes em utilizar o nitrogénio assimilado, j4 que uma reducdo de 24% no
nitrogénio  orgdnico determinou uma reducdo de apenas 8% na taxa
fotossintética. O aumento da Ey, em fun¢do da deficiéncia de nitrogénio, reside
no fato de que as plantas direcionam, proporcionalmente, maiores quantidades do
nitrogénio assimilado para compostos do aparelho fotossintéticos e, ou, altera a
distribuicdo de nitrogénio entre os diferentes componentes desse aparelho
(LAMBERS E POOTER, 1992). Resultados obtidos por POOT et al. (1996)
indicaram que plantas deficientes em nitrogénio apresentaram melhoria na
capacidade de captura e transferéncia de elétrons, por aumentar a particdo do
nitrogénio assimilado para a formacdo de clorofilas, enquanto mantiveram
inalterada a relagdo entre Rubisco/nitrogénio. No presente trabalho, apesar de
nao se ter avaliado a relagdo Rubisco/itrogénio, verificouse que as plantas
cultivadas sob estresse mantiveram a propor¢do de nitrogénio alocado para a
formagdo das clorofilas, como pode ser visto pela razdo clorofila/N (Tabela 7), o
que também pode ter colaborado para o aumento da Ey dessas plantas.
Adicionalmente, existe a possibilidade de que incrementos nos niveis de
nitrogénio foliar, acima de wum determinado valor, podem ndo ocasionar
aumentos proporcionais na taxa fotossintética, porque o nitrogénio em excesso

pode ser direcionado para a produgdo de compostos que ndo participam
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diretamente da assimilagdo de CO,. Essa suposi¢do ¢ reforcada pelo fato de que a
taxa fotossintética liquida ndo foi muito incrementada quando se aumentou o
nivel de NO3 na solu¢do nutritiva, de 6,0 para 12,0 mol m> (Figura 10A), isso
porque o nitrogénio adicional foi usado, em sua maior parte, para a producdo de

compostos insoliveis (Figura 3C).

3.1 - PARAMETROS DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA «

A deficiéncia de nitrogénio reduziu a taxa fotossintética liquida, mas nao
provocou nenhum efeito negativo sobre a eficiéncia fotoquimica do fotossistema
I (FSI), avaliada pela relagdo F./F,, (Tabela 8). Mesmo quando se usa a relagdo
FJ/F, que, segundo LIMA et al. (1999), reflete de forma mais efetiva as
alteragdes na fotoquimica do FSII, ndo se observa diferenca entre os tratamentos.
Também a eficiéncia da captura da energia de excitagdo pelos centros de reagao
dos FSII abertos (F,/F,") ndo foi afetada (Tabela 8). Esses resultados sugerem
que a energia absorvida foi utilizada e, ou, dissipada de forma eficiente e indica,
ainda, que a maquinaria fotoquimica das folhas de mandioca toleraram a
deficiéncia moderada de nitrogénio, como a aplicada no presente trabalho. Essas
observagdes sao semelhantes aos trabalhos com girassol (CIOMPI et al., 1996) e
sorgo (CECHIN, 1998). No entanto, em espinafre (VERHOEVEN et al., 1997),
tomate (GUIDI et al., 1998), feijao (LIMA et al., 1999) e milho (LU & ZHANG,
1999), observouse que razdo F/F, decresceu devido a redugdo da
disponibilidade de nitrogénio. As causas desses resultados divergentes podem
estar relacionadas a intensidade e duracdo do estresse nutricional aplicado, bem
como a maior eficiéncia na reciclagem e alocagdo do nitrogénio disponivel, como
sugerido por LIMA et al. (1999).

A fragdo da energia absorvida e utilizada no processo fotoquimico da
planta (P) foi significativamente diminuida pela menor disponibilidade de
nitrogénio (Tabela 8). Enquanto nas plantas-controle esse valor foi de 60,6%, nas
plantas estressadas foi de 52%. J4 a fracdo da energia dissipada no complexo

antena (D) foi pequena (27% para as plantas-controle e 31%, para as plantas sob
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Tabela 8 - Pardmetros da fluorescéncia da clorofila @ e caracteristicas fotoquimicas do
FSII em plantas de mandioca cultivadas por 90 dias, sob dois niveis de NO73. Valores

representam a média de seis repeti¢des.

NO; (mol m°) FJF, F.JF, F,FF, ETR 1-qP NPQ
3,0 0,86 5,89 0,69 6,22 0,24 1,59
12,0 0,85 6,01 0,73 6,87 0,17 1,11
Significancia N.S. N.S. N.S. P<0,05  P<0,01  P<0,05
C.V. (%) 0,81 5,44 4,81 6,04 16,64 20,21

Fv/IFm — relagdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima de folhas
adaptadas ao escuro, Fv/Fo — relacdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia
minima, F,/F - relagdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia maxima de
folhas adaptadas aluz, ETR — taxa de transporte de elétrons, 1-qP — grau de redugéao de
Qa, NPQ - “quenching” nao-fotoquimico, P - fragdo da luz absorvida e usada para a

fotoquimica do FSIlI e D —fragao da luz absorvida e dissipada termicamente na antena.
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deficiéncia de nitrogénio) e ndo sofreu variagdo em funcdo da imposicdo do
estresse (Tabela 8).

A menor disponibilidade de nitrogénio ndo alterou a eficiéncia na captura
da energia de excitagdo da antena (F,/F,"), mas reduziu a taxa de transporte de
elétrons (ETR), esultado que pode ser creditado ao estado de maior saturagdo de
Q, (maior valor de 1-qP, Tabela 8). Essa saturacao de Q, pode ter advindo da
menor capacidade de utilizacdo de ATP e NADPH gerados na etapa fotoquimica
da fotossintese. Essa afirmativa pode ser reforcada pela redu¢do que ocorreu na
capacidade de assimilagio de CO, e na fotorrespiragdo (Tabela 5), dois dos
principais processos acoplados ao consumo de ATP e NADPH. A baixa
utilizagdo de ATP ¢ NADPH pode ter levado a um controle negativo ¢ diminuido
a propor¢ao dos elétrons utilizados para a formacao de novas moléculas de ATP
e NADPH, como pode ser deduzido do menor valor de ‘P’ (Tabela 8).

O aumento observado em NPQ (Tabela 8) também pode ter sido uma
estratégia da planta para que a producdo de ATP e NADPH estivesse em
equilibrio com a quantidade utilizada no ciclo de redugdo do CO,, e, assim, evitar
a reducdo excessiva de Qa. Assim, maior NPQ pode ter reduzido a pressdo do
excesso de energia de excitagdo sobre os fotossistemas, evitando, desse modo, a
formagdo de espécies reativas de O,, que poderiam levar ao processo de
fotoinibicdo. Também foi verificado que a deficiéncia de nitrogénio, a despeito
de ter reduzido a concentracdo total de clorofila, manteve inalterada a
concentragdo de clorofila b, o qual pode ser mais um mecanismo importante de
protegio do aparelho fotossintético (HUDAK, 1997). Isso porque a clorofila b,
que transfere energia para a clorofila a, ¢ menos propensa a fotooxidagao,
devido, provavelmente, a sua maior eficiéncia na transferéncia da energia
(CARPENTIER et al., 1997).

Como pode ser deduzido das relagdes F/F,, e F,/F,’, do maior grau de
reducdo de Q4 e do menor ‘P’, as reacdes da fase fotoquimica ndo foram as
principais responsaveis pela menor taxa fotossintética verificada nas plantas
cultivadas sob estresse de NO7. Assim, a reducdo nos processos que levaram a

menor capacidade de utilizar o NADPH e o ATP no ciclo redutivo do carbono foi



82

o fator responsavel pela redugdo da taxa fotossintética. Esses dados sdo
corroborados pela redugdo significativa de 40% nos niveis de proteinas
(provavelmente grande parte delas associada a bioquimica da fotossintese) e pela
menor taxa de carboxilagdo da Rubisco observada para as plantas cultivadas sob
deficiéncia de nitrogénio. TAN & HOGAN (1995) também concluiram que a
reducdo na capacidade carboxilativa, e ndo a das reagdes fotoquimicas, foi a
principal causa relacionada a obtengdo de uma menor taxa fotossintética nas
plantas de Pinus banksiana Lamb., cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio.

A redugdo da razdo Cl a/b, a manuten¢do das razoes CI/N e F,'/F,’, e a
pequena redugdo em ETR, podem ser vantajosos para o processo de adaptagdo
das plantas de mandioca cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio, visto que elas
podem rapidamente alcancar taxas fotossintéticas normais, caso a disponibilidade
adequada de nitrogénio seja estabelecida. Isso porque, segundo TAN & HOGAN
(1995), o processo de formacao das proteinas soliveis, tais como Rubisco, ¢ mais
rapido do que a formacdo dos componentes da cadeia de transporte de elétrons,

que sdo proteinas associadas amembrana.
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RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de mandioca foram cultivadas em areia, utilizando-se solu¢Oes nutritivas
contendo quatro niveis de NO7; (0,5; 3,0; 6,0 e 12,0 mol ni’). Noventa dias apos
o inicio do experimento, analisaram-se a massa seca, as fragdes de nitrogénio e
composi¢cdo de agucares. Em um experimento adicional, € com apenas dois niveis
de NO3; (3,0 e 12,0 mol m'3), foram realizadas medigdes de trocas gasosas,
florescéncia da clorofila @ e atividade foliar da sintase da sacarose (SS) e
invertases acida (IA) e neutra (IN). Os experimentos foram conduzidos em um
delineamento de blocos ao acaso. A massa seca total aumentou com o incremento
da aplicacio de NO;, tendendo a estabilizagio a partir de 9 mol nt’. Os niveis de
nitrogénio total variaram de 27,2 a 43,6 mg g'1 (MS), para as folhas, e de 8,6 a
16,0 mg g'(MS), para as raizes. As atividades da redutase do nitrato,
desidrogenase do glutamato, sintetase da glutamina e sintase do glutamato
aumentaram com o incremento da disponibilidade de nitrato. Apesar da baixa
atividade da redutase do nitrato, em torno de 1,5 pmol (NO,) g'(MF) h', os
niveis de nitrogénio reduzido (nitrogénio total — NO3) foram altos e comparéveis
aos de plantas com maior atividade da RN. As plantas apresentaram, ainda, alta
capacidade de direcionar o nitrogénio reduzido para a formacdo de proteinas
soluveis. Nas folhas, os teores de agucares soluveis totais (AST), agucares ndo-
redutores (ANR) e fosfato inorgdnico (Pi) aumentaram linearmente com o
incremento dos niveis de NO3; na solucdo nutritiva, mas os teores de amido e
acucares redutores (AR) diminuiram. Os teores de amido e AST das raizes de
absorcdo e raizes tuberosas também aumentaram com o incremento dos niveis de
NO7;. Sob deficiéncia de nitrogénio, houve aumento das razdes amido/sacarose
nas folhas ¢ amido/AST nas raizes de absor¢do e raizes tuberosas, indicando,
respectivamente, ter havido redugdo na capacidade de exportacio de

fotoassimilados das folhas e que a maior parte dos fotoassimilados direcionado
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para as raizes foi utilizada para a formag¢do de amido e ndo para a promog¢do do
crescimento desses oOrgdos. A SS foliar ndo apresentou atividade detectavel,
enquanto as atividades da IA e IN foram reduzidas pelo menor suprimento de
NO73. Assim, a reducdo dos niveis de ANR das folhas daquelas plantas nao foi
conseqiiéncia do aumento da degradacdo e nem da maior exportacdo, mas,
provavelmente, a inibicdo de sua sintese. A deficiéncia de nitrogénio causou
aumento na taxa respiratoria total e no uso eficiente do nitrogénio para a
fotossintese (En), mas reduziu a taxa fotossintética liquida, quando expressa por
unidade de 4area e de massa, ¢ a taxa fotorrespiratoria. A taxa fotossintética
liquida, expressa com base na concentragdo de clorofila total, foi maior para as
plantas cultivadas sob deficiéncia de NO3;. A menor disponibilidade de NO7; ndo
provocou nenhum efeito negativo na eficiéncia fotoquimica do fotossistema I,
indicando sua tolerdncia a deficiéncia moderada, ainda que prolongada, de NO;
como a imposta no presente experimento. A manutengdo dos valores de C/C,,
F/F,, F,//F. e aumento nos niveis de reducdo de Q,, verificados nas plantas
cultivadas sob deficiéncia de NO7, indicaram qee a menor taxa fotossintética
liquida (FS) ndo foi devido a limitagdes estomaticas e nem & reagdes da etapa
fotoquimica. Redugcdo em FS se deveu: (i) & menor concentragdo de proteinas,
presumivelmente aquelas relacionadas com a etapa bioquimica da fotossintese,
(i) a menor taxa de carboxilagdo da Rubisco, (iii) @ menor disponibilidade de Pi

e, (iv) aretroinibi¢do devido ao acimulo de agucares-redutores.
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