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RESUMO

TANAN, T. T. 2019. Absorc¢éo, assimilacédo e transporte de nitrogénio em plantas de
Physalis angulata L. 128 p. Tese (Doutorado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2019.

O Brasil se destaca pela sua biodiversidade vegetal, entretanto, diversas espécies sdo
subutilizadas apesar do grande potencial. E o caso da Physalis angulata L., espécie que tem as
suas atividades biolégicas extensivamente investigadas, porém, poucas informagdes sobre o seu
cultivo e aspectos fisiologicos. Esse trabalho objetivou descrever a influéncia do uso de
diferentes fontes de nitrogénio no crescimento, metabolismo e qualidade de frutos em plantas
de P. angulata, além de adequar protocolos para quantificacdo de clorofila e da atividade da
enzima redutase do nitrato (RN). Para a extracdo de clorofila foi avaliado o uso da acetona 80%,
etanol 95% e dimetilsufoxido. Entre esses, a técnica tradicional de maceragéo do tecido vegetal
com acetona 80% foi mais eficiente. Contudo, pela facilidade de obtencdo, manuseio e menor
custo desse solvente, sugere-se a utilizagdo do etanol 95%. A reducdo do nitrato ocorre tanto
em raiz como em folhas, com maior atividade nos periodos de maior radiacdo solar e
temperatura. A partir de variacdes nas condigdes do método in vivo para quantificacdo da
atividade da RN, recomenda-se para a P. angulata, o uso de n-propanol 1%, adicdo de 50 mM
de KNOs", em tampéo fosfato pH 7, incubado em banho-maria por 75min para determinagéo da
méaxima atividade. Para a analise do efeito de diferentes fontes nitrogenadas utilizou-se 5
proporgdes de NOs:NH4" (100:0, 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100) na solucéo nutritiva hidropdnica.
Em altos niveis, 0 amonio reduziu o comprimento do caule e da raiz, o namero de ramificagdes,
a expansao foliar e o teor de clorofila, além de retardar a floracdo e frutificacdo e alterar o sitio
principal de atividade da RN. Entretanto, a aplicacdo de NO3z™ em conjunto com o0 NH4* aliviou
os sintomas de toxidez, sendo as proporcdes de 75:25 e 50:50 de NOs3:NHs" que
proporcionaram melhor desenvolvimento e crescimento. O uso da dose de 50:50 de NO3:NH4"é
aconselhavel pois produz frutos maiores, mais doces e com sementes vigorosas. O metabolismo
do C foi afetado pelas formas de N utilizadas, com reducdo na condutancia estomatica,
transpiracdo, e acUmulo de acUcares e aminoacidos quando supridas com NHs". A
disponibilidade de ambas as formas idnicas promove maior concentracdo de N-total, eleva ao
equilibrio de cargas, evitando a reducdo de outros cations e anions.

Palavras-chaves: nitrato, aménio, redutase do nitrato, clorofila, crescimento, frutificag&o.



ABSTRACT

TANAN, T. T. 2019. Nitrogen absorption, assimilation and transport in plants of Physalis
angulate L. 128 p. Tese (Doutorado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2019.

Brazil stands out for its vegetal biodiversity; however, several species are underutilized despite
great potential,this is the case of Physalis angulata L. The biological activity of this species is
extensively investigated; but little information is available on its cultivation and physiological
aspects. The aim of this study was to describe the influence of the use of different nitrogen
sources on growth, metabolism and fruit quality in P. angulata plants, as well as to adapt
protocols for quantification of chlorophyll and nitrate reductase enzyme activity (RN) in plant
tissue of the species. We evaluated the use of 80% acetone, 95% ethanol and dimethyl
sulfoxidefor the extraction of chlorophyll. Of these, the traditional technique of maceration of
the vegetal tissue with 80% acetone was more efficient, however, because it does not differ and
because of the ease of obtaining, handling and lower cost of this solvent, we suggest the use of
95% ethanol. The reduction of nitrate occurs in both root and leaves, with higher activity during
periods of higher solar radiation and temperature. Based on variations in the conditions of the
in vivo method for quantification of NR activity, we recommend for P. angulata the use of 1%
n-propanol and 50 mM KNO3z" addition in the incubation medium with pH 7 of phosphate
buffer, which must be incubated in a water bath for 75 minutes to determine maximum activity.
For the analysis of the effect of different nitrogen sources, we used five proportions of NO3"
:NH4* (100: 0, 75:25, 50:50, 25:75 and 0: 100) in the hydroponic nutrient solution. The
ammonium levels reduced stem and root length, number of branches, leaf expansion, and
chlorophyll content, as well as delaying flowering and fruiting, and altering the main site of NR
activity. However, the application of NOs" and NH4" together alleviated toxicity symptoms,
with the ratios of 75:25 and 50:50 NO3": NH4" giving better development and growth. The use
of 50:50 of NOs:NH4" is advisable because it produces larger fruits, more sweet and with
vigorous seeds. The N-form used affected the metabolism of carbon, with reduction in stomatal
conductance, transpiration, and accumulation of sugars and amino acids when supplied with
NHs" The availability of both ionic forms promotes higher concentration of N-total, and leads

to the equilibrium of charges, avoiding the reduction of other cations and anions.

Keywords: nitrate, ammonium, nitrate reductase, chlorophyll, growth, fruiting.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um pais que se destaca pela sua biodiversidade, incluindo espécies vegetais
com amplo potencial econdmico e farmacoldgico. Apesar de muitas espécies nativas serem
exploradas, muito da flora brasileira permanece subutilizada. Esse é o caso da Physalis angulata
L., espécie de grande potencial medicinal, devido a sua composicdo fitoquimica, e com
potencial para a fruticultura, por apresentar frutos de alto valor nutracéutico.O género Physalis,
pertencente a familia Solanaceae, apresenta cerca de 120 espécies, amplamente distribuidas no
mundo (LI et al., 2008), com provaveis origens no Continente Americano (HUNZIKER, 2001).
As espécies do género se destacam e sdo alvos de diversos estudos fitoquimicos e de atividade

biologica, devido a producéo de vitaesteroides, como as fisalinas (TOMASSINI et al., 2000).

Diversas especies vegetais sdo utilizadas na medicina popular, porém poucas sdo
aquelas com mualtiplas potencialidades, como alimenticias e produtoras de compostos
secundarios de interesse, como a Physalis. As espécies nativas com diversos potenciais tém
despertado interesse de empresas cosmética, farmacéuticas e alimenticias, entretanto, ha uma
grande dificuldade na sua utilizagdo pois faltam pesquisas na cadeia produtiva que deem
seguranca no uso. Assim, se faz necessario o desenvolvimento de tecnologias de cultivo e de
exploracdo apropriadas, com destaque aquelas relacionadas a nutricdo mineral, em especial ao

metabolismo do nitrogénio (N), nutriente requerido em maior quantidade pelas plantas.

Apesar do N2 ser 0 gas presente em maior quantidade na atmosfera, somente algumas
plantas conseguem obté-lo, por meio da associacdo com microrganismos fixadores de
nitrogénio. Deste modo, o N existente na solucdo do solo € o disponivel para grande parte das
plantas, podendo ser absorvido na forma de nitrato (NO3") ou aménio (NH4™). O aménio quando
absorvido ja esta prontamente disponivel para assimilacdo pelas enzimas do metabolismo do
N, enquanto o nitrato precisa ser reduzido a nitrito e posteriormente a aménio pelas enzimas
redutase do nitrato e redutase do nitrito, respectivamente. A reducdo do NO3™ tem um maior
custo energético, apesar disso, a maioria das plantas absorvem preferencialmente o N na forma
nitrica, j& que o amdnio pode ser toxico a planta. A preferéncia pela forma nitrogenada
absorvida pode ser observada entre espécies relacionadas, assim como, também é influenciada

por fatores externos como a acidez do solo.

O metabolismo do N compreende o0s processos de absorcéo, assimilagéo e transporte,
que depende de diversos fatores como a disponibilidade de N no solo, localizacdo e regulacéo
das enzimas envolvidas e a energia oriunda dos processos fotossintéticos. Apesar do
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metabolismo do N ser bem estudado em algumas espécies de importancia econdémica, para o
género Physalis as informag0es ainda séo insuficientes. A maior parte dos estudos existentes
avaliaram os efeitos da concentracdo de fertilizantes nitrogenados no crescimento e
produtividade da planta (THOME; OSAKI, 2010; BERTONCELLI et al., 2017; LEITE et al.,
2017), outros trabalhos verificaram a influéncia do uso de nitrato e amonio no crescimento de
Physalis peruviana (CASTANEDA-SALINAS et al., 2013; ANTUNEZ-OCAMPO et al.,
2014), entretanto, os aspectos fisiolégicos do metabolismo do N nédo foram abordados, como a

acao das enzimas, a relagdo com o metabolismo do carbono, entre outros.

Devido a escassez de informacGes para o género, em especial a P. angulata, esse
trabalho tem como objetivo ampliar o conhecimento acerca do metabolismo do nitrogénio em
plantas da espécie. Para tal, dividiu-se o estudo em cinco sec¢des: a primeira visou a avaliacéo
de diferentes protocolos de extracdo de clorofila; a segunda, a analise da variacdo diurna e
otimizacdo do protocolo in vivo para quantificacdo da atividade da redutase do nitrato; a
terceira, a compreensdo das respostas fisioldgicas de crescimento em fungdo do cultivo com
diferentes fontes nitrogenadas; a quarta, a caracterizacdo dos frutos e a germinacao de sementes
de plantas cultivas em diferentes fontes nitrogenadas; e a quinta, a avaliacdo dos efeitos dos

fons nitrato e aménio no metabolismo do carbono e do nitrogénio.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O género Physalis - Physalis angulata L.

O género Physalis pertence a familia Solanaceae, uma das maiores familias entre as
angiospermas, com cerca de noventa espécies representantes. O México é tido como o centro
de diversidade deste género que é facilmente reconhecido devido a sua morfologia peculiar,
que tem como caracteristica o calice da flor que cresce envolvendo e protegendo o fruto. Com
excecdo de Physalis alkekengi L., que é euroasiatico, todos os demais representantes sao
americanos (HUNZIKER, 2001). No Brasil, é relatada a ocorréncia de nove espécies com
distribuicdo em todas as regides do pais (STEHMANN et al., 2015).

Dentre as espécies, Physalis angulata L. destaca-se por seu potencial medicinal.
Conhecida popularmente como camapu, jud-de-capote e saco-de-bode, é nativa da regido
amazbnica e apresenta comportamento ruderal (KISSMANN; GROTH, 2000), sendo
comumente observada formando grandes populacées em solos revolvidos de lavouras no
periodo que antecede o plantio (RUFATO et al., 2013). A espécie possui distribuicdo
Neotropical ocorrendo na América do Norte, Central, do Sul e Caribe (LORENZI; MATOS,
2008). No Brasil, ja foi relatada a ocorréncia em todos os estados exceto Roraima, Sergipe e
Tocantins (STEHMANN et al., 2015).

A P. angulata é uma planta herbacea e ereta que pode atingir de 40-70 cm de altura,
morfologicamente apresenta folhas alternas, pubescentes e tricomas simples glandulares
(Figura 1A). A lamina foliar é anfiestomatica, com estdmatos anisocitico e esporadicamente
anomocitico em ambas as faces, ocorrendo em maior nimero na face abaxial, o0 mesofilo é
heterogéneo e dorsiventral. As flores sdo solitarias ou em cimeiras, axilares, pentameras, com
corola campanulada de coloracdo amarelo palida e base interior marrom, e anteras azuis. O
fruto consiste em uma baga globosa, de 1,0 a 1,5 cm de diametro, envolvida pelo calice
acrescente e inflado, em forma de baldo, com numerosas sementes discdides, de testa reticulada

e coloracdo de ferrugineo a marrom (Figura 1B) (SILVA et al., 2005).

Os frutos sdo de cor amarelo, quando maduros, e apresentam potencial para serem
explorados comercialmente. De sabor doce e levemente &cido, os frutos maduros tém bom
conteldo de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante, alto contetdo de vitamina C
(75 mg.100 g 1) e contém cerca de 11 °Brix de solidos sollveis, sendo a maior porcentagem de

acucares constituida por sacarose (CURI et al., 2017).
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Figura 1. Plantas de Physalis angulata: ramo com flores (A) e fruto (B). FONTE:
SOUZA, 2009

Dentre as espécies, a P. angulata é, sem ddvida, a mais representativa do género,
considerando o seu valor medicinal. E alvo de diversos estudos quimicos e farmacoldgicos,
sendo largamente empregada na medicina popular de varios paises. Seu potencial medicinal é
atribuido a sua composicdo fitoquimica, na qual encontram-se flavonoides, alcaloides e
diferentes esteroides, dentro desse grupo destacam-se as fisalinas, que apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas, como atividade antiparasitica, antiviral e antineoplasica (MARIN
SISLEY etal., 2017; TOMASSINI et al., 2000). Diversos estudos demonstram as propriedades
terapéuticas da planta com possibilidade para ser utilizada como matéria-prima na industria
farmacéutica ou em programa de fitoterapia (AMARAL et al., 2005; GUIMARAES et al., 2010;
PINTO et al., 2010; SUN et al., 2016).
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Assim como grande parte das plantas medicinais, muitas espécies do género Physalis
sdo obtidas através da coleta no seu habitat natural, ndo sendo suficientes para atender uma
demanda crescente, principalmente, quando a espécie possui caracteristicas multiusos
(ALAMINO, 2011), e comprometendo a sobrevivéncia da espécie no ambiente. Trabalhos
recentes tratam acerca do cultivo da P. angulata (CRUZ et al., 2015; VARGAS-PONCE et al.,
2016; ABREU et al., 2017; LEITE et al., 2017; MEZZALIRA et al., 2017; TANAN et al.,
2018), entretanto, ainda ha diversas lacunas sobre o seu cultivo e suas respostas fisiologicas a
diferentes condicOes, fatores que quando conhecidos contribuem para melhorar a qualidade,
aparéncia da planta e produtividade.

2.2 O nitrogénio na nutri¢cdo mineral

A alta producéo agricola depende fortemente da fertilizagdo com elementos minerais.
No entanto, as plantas cultivadas, tipicamente, utilizam menos da metade dos fertilizantes
aplicados e o restante pode ser lixiviado para os lencdis subterraneos de agua, tornar-se fixado
ao solo ou contribuir para a poluicdo do ar (LACERDA et al., 2007). Assim, é de grande
importancia aumentar a eficiéncia de absorcéo e de utilizacado de nutrientes, buscando reduzir

0s custos de producdo e contribuir para evitar prejuizos ao meio ambiente.

Dentre os nutrientes essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento das plantas
destaca-se o nitrogénio (N), um dos nutrientes mais absorvidos, com efeito direto na
distribuicdo de fotoassimilados entre a parte vegetativa e reprodutiva, promovendo
modificagcdes na fisiologia e morfologia da planta, estando relacionada com a fotossintese,
ampliacdo do sistema radicular, absorcdo i6nica de nutrientes e desenvolvimento celular
(QUEIROGA et al., 2007); e presente na composicdo das mais importantes biomoléculas, tais
como ATP, NADH, NADPH, DNA, RNA, clorofila e proteinas (MIFLIN; LEA, 1976;
HARPER, 1994).

O excesso ou deficiéncia deste nutriente € prejudicial a planta, afetando seu crescimento
e producdo, podendo resultar em perdas significativas (ALVARENGA, 2004). Quando o
suprimento de nitrogénio ndo é adequado, o crescimento € retardado e esse € mobilizado das
folhas mais velhas para as areas de novo crescimento. O sintoma tipico de deficiéncia de N € a
senescéncia precoce das folhas com clorose caracteristica (BATISTA et al., 2003). Ocorrem
também mudancas na morfologia da planta, reducdo na relacdo parte aérea/raizes, no
comprimento, largura e espessura das folhas (KERBAUY, 2004). A demanda de nitrogénio

pelas plantas varia com a espécie, e o teor de nitrogénio também varia com a parte da planta
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analisada. A dose de nitrogénio ideal para o cultivo de diversas especies de importancia
econdbmica vem sendo extensamente avaliadas. Para P. angulata, Leite et al. (2017)
determinaram a dose econémica de 162 mg.L* de N, que acarretou em maior produtividade.

Em ecossistemas naturais, as fontes de nitrogénio sdo a atmosfera e a matéria organica
presente no solo. Na atmosfera, embora o nitrogénio molecular (N2) contribua com 78%, sua
abundancia ndo ¢ refletida em disponibilidade para as plantas devido a sua grande estabilidade
quimica, entretanto, algumas plantas conseguem estabelecer uma associa¢do simbi6tica com
bactérias fixadoras de N2 (TAIZ; ZEIGER, 2017) e, essa associacéo, é capaz de fornecer mais
de 90% do nitrogénio necessario para o desenvolvimento vegetal (VALARINI; GODOQY,
1994). No solo, o nitrogénio oriundo tanto da fixacdo do N2 quanto da decomposicao da matéria
organica sofre mineralizacdo mediada por microorganismos, produzindo aménio (NH4") e/ou
nitrato (NO3z"), sendo estas, as principais formas de nitrogénio utilizadas pelas plantas (TAIZ;
ZEIGER, 2017).

Em solos, a forma nitrica € mais abundante devido a acéo de bactérias que promovem a
oxidacdo do amdnio, processo chamado de nitrificacdo, entretanto, em condicdes de acidez do
solo, a acdo desses microorganismos € inibida (KLOTZ; STEIN, 2008). O amdnio, por possuir
carga elétrica liquida positiva, é retido no solo, enquanto que o nitrato € facilmente lixiviado.
Deste modo, ambas as formas nitrogenadas podem estar disponiveis no solo e serem absorvidas
pelas plantas em taxas e propor¢des que variam de acordo com os fatores genéticos e ambientais
(WARD et al., 2007).

A maioria das plantas absorvem preferencialmente o N na forma nitrica, apesar do maior
custo energético para a sua absorcdo e reducdo, pois 0 amonio em elevadas concentrac@es poder
causar toxicidade (BRITTO; KRONZUCKER, 2002). O nivel de tolerancia ao amonio varia
entre plantas. Em espécies que se desenvolvem em solos acidos, 0 NH4*™ é preferencialmente
absorvido, enquanto espécies de solos alcalinos ou calcarios tem a preferéncia pelo NO3
(BARTELHEIMER; POSCHLOD, 2014). Semelhancas no nivel de tolerancia ao amonio
podem ser observadas em espécies relacionadas. As plantas da familia Solanaceae séo
classificadas por Britto e Kronzucker (2002) como sensiveis ao amdnio, com predominio dos
estudos em plantas de tomate (PARRA-TERRAZA et al., 2010; LIU et al. 2017; BARRETO et
al. 2018). Para o género Physalis os trabalhos sdo escassos, limitando-se ao estudo de
Castafieda-Salinas et al. (2013), no qual relataram que a forma nitrica é a preferencialmente

absorvida em P. peruviana.
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2.3 Metabolismo do Nitrogénio

O metabolismo do nitrogénio compreende 0s processos de absorcdo, reducéo,
assimilacdo e mobilizacdo do nitrato e ou amonio. As plantas tém desenvolvido mecanismos
para maxima eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio, em que se inclui um sistema complexo de
vias metabdlicas altamente reguladas que se alternam em funcdo do armazenamento, da
remobilizagdo, da assimilacdo ‘de novo’, da reciclagem durante a fotorrespiragdo e da
distribuicdo entre as vias primarias e secundarias do metabolismo. Em todos esses processos
existe uma estreita sincronia entre os controles transcricional e pds-transcricional, para permitir

que a planta equilibre suas relac6es de carbono e nitrogénio (STITT; KRAPP, 2002).

As plantas geralmente mostram diferentes respostas em sua fisiologia e crescimento as
fontes de N utilizadas. A absorcdo do nitrato ocorre pelo processo ativo em sistema simporte,
contra um potencial eletroquimico, com transporte simultdneo de H* e NOs™ para dentro das
células numa relacdo de 2:1, sendo o custo energético para esta absor¢do de 2 moles de ATP
para cada mol de NOs absorvido (TAIZ; ZEIGER, 2017). Quanto a absor¢do do amdnio, ocorre
por via de sistema uniporte, por um processo passivo €, ao contrario do nitrato, 0 aménio esta

prontamente disponivel para incorporacdo sem necessidade de gastos energéticos.

Apos a absorcdo pela planta, o nitrogénio inorganico é incorporado em moléculas
organica pelos processos assimilatérios. Os processos de absorcao e assimilagcéo sao altamente
sincronizados embora, sob concentracdes elevadas, a absor¢cdo do aménio e do nitrato possa
exceder a capacidade da planta em assimilar esses ions (FORDE, 2000). Contudo, com relacéo
ao nitrato, o equilibrio entre esses processos pode ser mais bem estabelecido, pois altos niveis
absorvidos podem ser acumulados no vacuolo ou podem ser translocados através dos tecidos
sem efeitos prejudiciais. Tratando-se do aménio, altos niveis nos tecidos, podem gerar toxidez
(BRITO; KRONZUCKER, 2001).

A assimilacdo do nitrato, comparada ao amonio, demanda mais energia, requerendo a
transferéncia de 8 moles de elétrons e 2 moles de ATP por mol de nitrato convertido em
glutamato (WEGER; TURPIN, 1989). Apesar da alta demanda energética para a utilizacdo do
nitrato, o crescimento da maioria das plantas é melhor quando supridas com este ion e ndo com
amonio (BRITO; KRONZUCKER, 2002). Essa aparente contradicdo tem determinado o
aprofundamento das pesquisas visando identificar os motivos pelos quais as plantas cultivadas,
em sua maioria, tém o crescimento reduzido quando na solucdo do solo existe apenas o ion

amoénio. Uma possibilidade é que a necessidade de desintoxicacdo da planta, em fungdo do
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excesso de amonio absorvido, pode anular essa vantagem em termos de custo energético (GUO
et al., 2002).

A reducdo do nitrato € feita por meio da sua conversdo a nitrito pela acdo da enzima
redutase do nitrato (RN), a primeira e mais importante enzima deste processo. Sua atividade
depende, principalmente, da luz e do continuo suprimento de nitrato, através do Xilema
(KAWACHI et al., 2002). O nitrito produzido €, posteriormente, reduzido a aménio pela enzima
redutase do nitrito (RNi) plastidica ou cloroplastidica. O aménio absorvido ou produzido pela
assimilacdo do nitrato, ou ainda oriundo da fotorrespiracdo, € incorporado em compostos
organicos, glutamina e glutamato, pelas enzimas de assimilagdo do amdnio, Glutamina sintetase
(GS) e Glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT). Estes compostos translocam
nitrogénio organico entre os tecidos fontes e dreno e geram, pela acdo das transaminases, todos
0s compostos nitrogenados. Outra importante enzima € a glutamato desidrogenase (GDH) que
devido a reversibilidade da reacdo que catalisa, atua na aminacao ou desaminacéao do glutamato
dependendo do estado fisioldgico da planta (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000; TAIZ;
ZEIGER, 2017).

Os sitios de assimilacdo do nitrogénio variam de acordo com a concentracdo de
nitrogénio exdgeno e com a localizacdo das enzimas do metabolismo. De forma geral, em
concentragdes baixas de nitrato e ou amonio a redugdo dos compostos ocorre preferencialmente
nas raizes. Em altas concentracfes de nitrato 0 armazenamento e o transporte para as partes
aéreas sao preferenciais, em virtude da maior disponibilidade de poder redutor, energia e de
fotoassimilados (SECHLEYet al., 1992; AGRELL et al., 1997). Ao contrario, 0 amdnio por ser
toxico € prontamente assimilado nas raizes. Contudo, quando a assimilacdo € na raiz, ha uma
forte dependéncia de importacdo de fotoassimilados produzidos nas folhas para gerar energia e

fornecer esqueletos de carbono para o processo de incorporacao do nitrogénio (OAKS, 1992).

Vaérias pesquisas tém sido conduzidas para elucidar a contribuicdo quantitativa de cada
enzima de assimilacdo durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas (MIFLIN;
HABASH, 2002; TCHERKEZ; HODGES, 2008), porém, a existéncia de multiplas isoenzimas,
distribuidas em diferentes compartimentos celulares e o6rgdos, tém gerado resultados
divergentes, o que dificulta a compreensdo dos processos assimilatorios (ISHIYAMA et al.,
2004).
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2.3.1 Redutase do Nitrato

A Redutase do Nitrato (RN) é uma flavoproteina formada por duas subunidades
idénticas, com trés grupos: FAD, heme e um complexo constituido de molibdénio e pterina
(MoCo). A redutase do nitrato representa uma curta cadeia de transporte de elétrons localizada
no citosol, onde a reducdo do nitrato tem inicio com a transferéncia de elétrons do NAD(P)H
para o cofator FAD, que os transfere para o citocromo b5, no grupo heme, e depois para o
MoCo, no qual o nitrato sera reduzido a nitrito (CAMPBELL, 1999; FISCHER et al., 2005).
Esse é considerado o passo limitante e principal na absorcéo de nitrogénio pelas plantas (LILLO
et al., 2003).

A redutase do nitrato possui varios mecanismos de regulacdo, os quais sdo necessarios
para evitar o acimulo de nitrito, considerado toxico. As principais formas de controle estdo em
nivel transcricional e pos-traducional. O primeiro ocorre em longo prazo e pode ser induzido
pelo nitrato como sinal primario, ou pela luz, citocininas, sacarose e CO». O pos-traducional é
rapido, ocorre em minutos, sendo essencial na adaptacdo do metabolismo para mudancas diarias
de luz/escuro e variagcOes da intensidade luminosa (MATSUMURA, 2012).

A atividade da redutase do nitrato varia durante o dia e apresenta baixa atividade no
escuro. Em condigdes normais de ativacdo e na presenca de luz a sua acdo é em média 70 a
90%, reduzindo para 10 a 30% no escuro (KAISER; HUBER, 2001). A luz esta envolvida na
inducdo dessa enzima de forma direta, mediada pelo fitocromo, ou indireta, atraves da ativacao
da fotossintese e producdo de acucares (RAJASEKHAR, 1998; LILLO et al., 2004). Roth et al
(1996) avaliando um mutante de milho deficiente em ribulose bisfosfato carboxilase,
verificaram menor atividade da redutase do nitrato na presenca de luz e também no escuro,
dando suporte a hipdtese de que a ativacdo dessa enzima na presenca de luz depende dos

produtos do ciclo de Calvin.
2.4 Metabolismo do nitrogénio e Fotossintese

A alta relacdo entre a fotossintese e o nitrogénio nas folhas é amplamente conhecida, e
pode ser compreendida pelo papel dos produtos advindos da rota fotossintética no metabolismo
do nitrogénio, tanto pela influéncia do contetdo de nitrogénio nas proteinas do ciclo de Calvin
e dos tilacdides. A absorcdo e a assimilacdo do nitrogénio sdo altamente dependentes dos
intermediarios do ciclo fotossintético. Os niveis de carboidratos alteram a forma de expressdo
das principais enzimas de assimilacdo do N, e quando em altas concentraces, os carboidratos
estimulam a proteina fosfatase, que desfosforila um residuo de serina chave na regido do hinge
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1 da redutase do nitrato, ativando a enzima. Ademais, a acdo da redutase do nitrito e da GOGAT
de tecidos clorofilados é dependente da ferredoxina derivada do transporte de elétrons da
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Por outro lado, 50 a 70% do nitrogénio absorvido e translocado para as folhas sdo
integrantes de enzimas cloroplastidicas (CHAPMAN; BARRETO, 1997). A influéncia do
nitrogénio na fotossintese pode ser dividida em duas partes, a primeira relacionada a proteina
soluvel ribulose 1-5 bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco), e a segunda com relagdo aos
complexos pigmentos-proteinas nos tilacdides, relacionando-se com a fase bioquimica e
fotoquimica, respectivamente (EVANS, 1989). A Rubisco representa um pool de N na folha,
com 15% a 30% do teor de N-total foliar localizado nessa enzima (MAKINO, 2003). Warren
et al. (2003) demonstraram que o aumento do contetido de N, aumenta o teor de Rubisco, e essa
funciona cada vez mais como uma proteina de armazenamento, indo além de suas funcdes

cataliticas.

A maior parte do N dos tilacoides esta presente nas clorofilas. A relacédo entre o teor de
clorofila para uma dada quantidade de nitrogénio foliar varia, dependendo da irradiancia e da
temperatura, indicando que a quantidade de clorofila é um fator dindmico e que responde a
variacao de alguns componentes do ambiente (MAE, 1997). Carvalho et al. (2003) observaram
que, a medida que aumenta o conteudo de N nas folhas, o teor de clorofila aumenta
proporcionalmente em feijoeiro, fato observado também por outros autores, como Reis et al.
(2006) para o cafeeiro e Ferreira et al. (2006) para o tomateiro. Devido a essa correlacao
existente, 0 uso da quantificacdo da clorofila como estimativa do teor de N vem sendo utilizada,
podendo ser uma determinacdo mais sensivel, rapida e barata as variagdes do suprimento de N
que as determinac@es do elemento na matéria seca das folhas, o que possibilitaria maior rapidez
na deteccdo da deficiéncia de N em cultivos (SOUZA et al., 2011).

A forma nitrogenada preferencialmente absorvida pela planta também tem grande
relacdo com o metabolismo do carbono. Altas concentracfes de NH4* podem levar ao seu
acumulo na folha e acarretar no decréscimo da fotossintese (BLACKWELL et al., 1987), como
relatado por Guo et al. (2011) em Catharanthus roseus. Isso pode estar associada a reducdo na
condutancia estomatica (LU et al., 2005) e, consequentemente, diminuicdo das trocas gasosas
(GUO et al., 2011), ou & reducdo da velocidade de carboxilacdo da Rubisco e da taxa de
transporte de elétrons quando o NH4* é fornecido, em comparagdo ao NO3™ (CARNEIRO et al.,

2015). Além disso, em altas concentracdes de aménio, a demanda por fotoassimilados na raiz
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da planta é alta, para a rapida incorporagdo desse ion em moléculas orgénicas e evitar 0s
sintomas de toxidez, aumentando a taxa de translocagdo de esqueletos de carbono das folhas
para as raizes. Deste modo, niveis elevados de absor¢do do aménio reduz os niveis de acidos
organicos e aumenta o consumo de 2-oxoglutarato, com acimulo de glutamina, levando ao

desequilibrio entre o metabolismo de aminoacidos e acidos organicos (HACHIYA et al., 2012).
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DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE PIGMENTOS
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1“Spectrophotometric Determinations of Chloroplastidic Pigments in Physalis angulata L. Leaves Using
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Resumo

Os objetivos desse trabalho foram comparar os diferentes protocolos para extracdo e
quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, considerando diferentes solventes, tempo de
extracdo e temperatura, e determinar a melhor metodologia para uso em folhas de Physalis
angulata L. Foi avaliada a eficiéncia da imersdo de discos foliares em alcool 95%, acetona 80%
e dimetilsufoxido (DMSO) por 24, 48 e 72 horas. Também foi avaliado o efeito da temperatura
na extracdo com o DMSQO, sendo os tubos colocados a temperatura ambiente e em banho-maria
a 65°C. Esses protocolos foram comparados com a metodologia classica de maceracdo do
tecido vegetal em acetona 80% seguida de filtragdo, que se mostrou a mais eficiente para plantas
de Physalis angulata, sendo indicado para o uso em laboratorio. O uso de altas temperaturas
(65 °C) € dispensavel no processo de extracdo de clorofilas com 0 DMSO, sendo a temperatura
ambiente mais eficiente na extracdo de carotenoides. Considerando o teor de clorofila total, o
uso da técnica de imersao de discos foliares em solvente € aceitavel, com a utilizacdo do alcool

95% por 24 horas de incubacdo, sendo também a alternativa mais viavel economicamente.

Palavras-chave: acetona, dimetilsulfoxido, etanol, solventes
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Abstract

The aim of this study was to compare different protocols for extraction and quantification of
photosynthetic pigments, considering different solvents, extraction time and temperature, to
determine the best methodology for Physalis angulata L. leaves. The efficiency of immersion
of leaf discs in 95% ethanol, 80% acetone and dimethyl sulfoxide (DMSO) was evaluated for
24, 48 and 72 hours. The effect of temperature on extraction with DMSO was also evaluated,
with the samples incubated at room temperature and in a water bath at 65 °C. These protocols
were compared with the classical methods of plant tissue maceration in 80% acetone followed
by filtration, which proved to be the most efficient for Physalis angulata plants and indicated
for use in the laboratory. The use of high temperatures (65 +°C) is not necessary for the
chlorophyll extraction process with DMSO, the room temperature is most efficient in the
extraction of carotenoids. Considering the total chlorophyll content, the leaf discs immersion
technique in a solvent is acceptable, with 95% ethanol and 24 hours incubation and the most

economically viable alternative.

Keywords: acetone, dimethyl sulfoxide, ethanol, solvents

Introducéo

As clorofilas sdo o0s pigmentos naturais mais abundantes presentes nos vegetais. Estudos
mostram que os pigmentos cloroplastidicos sdo 0s mesmos em uma grande variedade de
plantas, sendo as diferencas aparentes na cor do vegetal devido a presenca e distribuicdo
variavel de outros pigmentos associados (Streit, Canterle, Canto & Hecktheuer, 2005; Von
Elbe, 2000). A clorofila a é o pigmento utilizado para realizar a etapa fotoquimica,
correspondendo a 75% dos pigmentos verdes totais em plantas. Os demais pigmentos,
conhecidos por pigmentos acessorios, como a clorofila b e os carotenoides, auxiliam na
absorcao de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacao (Taiz & Zeiger,
2004).

Os pigmentos fotossintéticos encontram-se nos cloroplastos e sdo responsaveis pela
conversao da radiacdo luminosa em energia, na forma de ATP e NADPH e, por essa razdo, sdo
estreitamente relacionados com a eficiéncia fotossintética das plantas e produtividade primaria
(Taiz & Zeiger, 2004). A determinacdo do conteudo de pigmentos foliares representa
importante ferramenta em estudos de fisiologia vegetal, quer seja para caracterizacdo do

material, quer seja para a distin¢cdo entre tratamentos ou interacdo entre plantas e fatores
39



ambientais (Lambers, Chapin & Pons, 1998). Como o nitrogénio € constituinte da molécula de
clorofila, o teor desse pigmento na folha também é utilizado para predizer o nivel nutricional

de nitrogénio em plantas (Silveira, Braz & Didonet, 2003).

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos baseiam-se nas propriedades
de absorbéncia e refletancia dos constituintes das folhas, podendo ser um método destrutivo ou
ndo (Lichtenthaler, 1987). A clorofila possui ligacdes frageis (ndo-covalentes) com a membrana
do tilacdide, e essas podem ser rompidas com a utilizacdo de solventes organicos, sendo 0s
solventes polares como a acetona, o etanol e a dimetilformamida os mais eficazes (Streit et al.,
2005). O uso do dimetilsufoxido (DMSO) também se mostra eficiente para extracdo completa
dos pigmentos, sendo de mais facil uso, ja que requer apenas imersdo do material foliar em um
volume conhecido deste solvente (Barnes, Balaguer, Manrique, Elvira & Davison, 1992). A
escolha do método ideal para extracéo de clorofila vai depender da natureza, polaridade e grau
de pureza do solvente, da temperatura e do tempo de incubacdo, e da escolha das equacdes

utilizadas para calcular as concentragdes das clorofilas (Ritchie, 2008; Tait & Hik, 2003).

As caracteristicas morfologicas e anatdmicas das folhas das diferentes espécies tambem
influenciam no processo de extracdo dos pigmentos fotossintéticos, sendo necessaria a
avaliacdo da eficiéncia do solvente utilizado. Em algumas frutiferas, como Ficus carica,
Diospyros kaki e Prunus persica, ja foram relatadas maior eficiéncia para extracdo usando
acetona 80% (Barbosa, Scopel & Vieira, 2008), em Vittis vinifera, 0 DMSO foi mais eficaz
comparado a acetona 80% (Santos et al, 2007). Em outros casos, ndo é observada diferenca no
uso dos diferentes solventes, como em folhas de abacaxi (Ananas comosus) (Barboza, Portes &
Teixeira 2008).

A Physalis angulata L. € uma espécie frutifera, pertencente a familia Solanaceae,
caracterizada pela presenca de frutos de sabor adocicado e de alto valor nutracéutico, e que se
destaca pela producdo de metabdlitos secundarios com amplo potencial medicinal (Tomassini,
Barbi, Ribeiro & Xavier, 2000; Lorenzi & Matos 2008). Apesar da importancia da espécie, esta
carece de estudos basicos relacionados a fisiologia, como a extracdo e quantificacdo de
pigmentos fotossintéticos. Alguns estudos que utilizam o teor de clorofila para distingdo entre
tratamentos em espécies de Physalis comumente usam a acetona 80% (Bertoncelli, Alamino,
Oliveira, Marchesan & Loss, 2015; Passos, 2013), entretanto ndo ha avaliacdo da eficiéncia dos

diferentes solventes para nenhuma espécie do género. Arruda et al. (2014) constataram maior
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eficiéncia de extragcdo com a acetona 80% para Solanum paniculatum, espécie da mesma familia

da P. angulata.

A abundancia dessas moléculas varia de acordo com a espécie vegetal, o que demanda
ajustes metodoldgicos para que a extracdo e conservacdo desses pigmentos ocorram com
eficiéncia. Desse modo, esse trabalho tem como objetivo comparar os diferentes protocolos
para extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos e determinar a melhor metodologia
para uso em folhas de Physalis angulata.

Material e Métodos

Esse trabalho foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Brasil, em marco de 2017.

As amostras de folhas de Physalis angulata foram provenientes de plantas cultivadas
em sistema hidroponico em solucao de Sarruge modificado para o cultivo de P. angulata (Leite,
Tanan, Nascimento, Oliveira & Abreu, 2017). Foram utilizadas oito plantas escolhidas
aleatoriamente, das quais foi retirado o primeiro par de folhas completamente expandidas para
a determinacdo dos teores de pigmentos cloroplastidicos. Doze discos de 10mm de didmetro
foram retirados de cada folha e imediatamente transferidos para tubos de ensaio envoltos com

papel aluminio, para excluir a luminosidade, contendo 5 mL dos diferentes extratores.

Foi analisado o efeito de trés extratores: acetona 80%, alcool 95% e dimetilsufoxido
(DMSO) e trés periodos de incubacdo: 24, 48 e 72 horas. Os tubos foram vedados, e mantidos
no escuro a temperatura ambiente (£25°C). Paralelamente, também foi avaliado o efeito da
temperatura na extracdo com o DMSO, sendo os tubos colocados em banho-maria a 65°C por
1 h e as leituras realizadas imediatamente e apds 24 horas de incubacdo em temperatura
ambiente. Para efeito de comparacéo, procedeu-se a extracao dos pigmentos cloroplastidicos
das mesmas folhas por meio de maceracdo do tecido vegetal e posterior filtracdo utilizando a

acetona 80% como solvente (Arnon, 1949).

Ap0s cada periodo de incubacdo, determinou-se a absorbancia das amostras utilizando-
se cubetas de quartzo em espectrofotometro de feixe duplo (FEMTO 800XI). Os comprimentos
de onda foram variédveis de acordo com o solvente utilizado e os teores de clorofila a, b, total
(a+b) e carotenoides foram calculados segundo as equac6es propostas por Lichtenthaler &
Wellburn (1986), para a acetona 80%; por Lichtenthaler (1987), para o alcool; e por Wellburn
(1994) para o DMSO. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

com trés repeticdes, envolvendo um fator qualitativo (método de extracdo) e outro quantitativo
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(tempo de extragdo). O fator quantitativo foi analisado por meio de regressdo ndo-linear
utilizando-se o software SigmaPlot v.11.0 (Systat Software Inc., Chicago, USA), enquanto o
qualitativo foi submetido a anélise de variancia. O teste de Tukey foi aplicado para comparagédo
de médias com 5% de significancia utilizando-se o software Sisvar v.5.3 (Ferreira, 2008).

Resultados e Discussao

Com relacdo ao tempo necessario para extracao das clorofilas, o alcool 95% e o DMSO
mostraram-se mais rapidos, sendo eficiente com 24 horas de incubacéo. Para a acetona 80%, o
tempo necessario foi de 48 horas, no qual ja evidenciava a extracdo completa dos pigmentos.
Com ambos os solventes utilizados, os dados foram ajustados para 0 mesmo modelo,
correspondendo a uma hipérbole retangular, sendo os ajustes altamente eficientes, como
evidenciam os valores de R? acima de 0,95 obtido para as clorofilas, com excecdo para 0s
carotenoides (Figura 1). Resultado similar foi obtido por Barbieri Junior, Rossiello, Morenz &
Ribeiro (2009), em folhas de capim-Tifton 85, para a clorofila em ambos os extratores.

O teor de clorofilas a, b e total extraidas com o uso do DMSO néo apresentaram efeito
significativo quando submetidos ao tratamento a 65°C, com 1lh ou 24h de incubacéo,
comparado a temperatura ambiente, evidenciando que para P. angulata o processo de extracdo
ndo necessita de altas temperaturas, o que o torna mais simples (Tabela 1). Tait & Hik (2003)
também constataram que ndo foi necessario atingir 65°C para a extracdo das clorofilas em
gramineas. Temperaturas mais elevadas (acima de 40°C) sdo necessarias para a extracao
completa de clorofila em liquens e folhas grossas e altamente cutinizadas (Barnes et al., 1992;
Tait & Hik, 2003), 0 que ndo é o caso da P. angulata. Ademais, a incubacéo de discos foliares

em DMSO a temperatura ambiente também favoreceu a extracdo de carotenoides.
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Figura 1. Teores de clorofila a, b e total (a + b) e carotendides nas folhas de Physalis angulata
extraidos com acetona 80% (A), DMSO (B) e etanol 95% (C). A barra corresponde ao erro

padrdo da média.

Considerando o método e o solvente utilizado e levando em conta 0 melhor tempo de
incubacdo observado, os resultados diferiram entre as classes de pigmentos (Tabela 1). A
concentracdo de clorofila a seguindo a metodologia de imersdo de disco foliar em solvente ndo
apresentou diferencas significativas entre os extratores utilizados. Contudo, comparando com
0 método classico de maceracdo da folha em acetona 80% (Arnon, 1949), observou-se que esta
diferiu significativamente das outras metodologias avaliadas, apresentando maiores valores. A
maceracdo da folha rompe com facilidade o tecido facilitando a remo¢do das moléculas de
clorofila (Streit et al., 2005), podendo ocasionar aumento na extracdo utilizando essa técnica.
Esses dados diferem do encontrado por outros autores no qual a imersdo de discos foliares em
DMSO se mostrou mais eficiente que os demais métodos (Barbieri Junior et al., 2010; Cruz et
al., 2007).
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Tabela 1.Teor de pigmentos fotossintéticos extraidos de folhas de Physalis angulata por
diferentes solventes e metodologias.

Método Chla Chlb Carotenoides Total Chl
(Mg.cm?) (Hg.cm?) (Hg.cm?) (Mg.cm?)
Acetona~80% c/ 28.67a 24.56a 1.61ab 53.23a
maceragao
Acetona~80% s/ 23.29b 12.64c 2.35a 35.94b
maceragao
Etanol 95% 20.86b 21.55ab 0.18b 42.42ab
DMSO 21.77b 15.97bc 1.83a 37.74b
DMSO 65°C 21.89b 18.40abc 0.14b 40.29b
DMSO 65°C+24h 20.95b 19.28abc 0.11b 40.24b

Nota.Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
A imersdo dos discos no extrator ocorreu por 48h para acetona 80% e 24h para o etanol 95% e DMSO.

Para extracdo da clorofila b varios métodos foram eficientes, com os maiores valores
observados com a maceracéo do tecido em acetona 80%, seguidos dos discos imersos em alcool
95% e DMSO a 65°C apds 1h e 24h de incubacéo, ndo havendo diferenca estatistica entre eles.
O contrério foi observado para o teor de carotenoides, onde os discos imersos em acetona 80%
e DMSO a temperatura ambiente apresentaram as maiores concentracoes (Tabela 1). O teor de
carotenoides totais pode ser facilmente determinado a partir da medi¢cdo dos maximos de
absorcéo da clorofila a e b, e adicionalmente 0 maximo de absor¢cdo no comprimento de onda
de 470-480 nm. Deste modo, uma determinacdo correta de carotenoides requer uma
determinac&o correta da concentracdo de clorofila b. Se o nivel de clorofila b for superestimado,
os valores resultantes para os carotenoides totais serdo muito baixos e vice-versa (Lichtenthaler,
1987).

As diferencas entre a eficiéncia dos solventes dependem do tipo de planta e da estrutura
da parede celular (Dere, Giines & Sivaci 1998). Cada tipo de tecido vegetal se adequa a um tipo
de extrator melhor do que outro. Alguns deles sao ineficientes, alguns séo altamente eficientes,
mas ainda requerem maceracdo e centrifugacdo ou filtracdo, e alguns demandam a imerséo do
tecido em solventes aquosos onde o0s pigmentos sdo extraidos (Wellburn, 1994). Para as plantas
de P. angulata, considerando o teor de clorofila total (a + b), a maior eficiéncia de extracéo foi
obtida utilizando a técnica de maceracdo com acetona 80%, seguida de imersdo de discos

foliares em &lcool 95% (Tabela 1), ndo havendo diferencas estatisticas entre eles.

Para a definicdo do melhor método, outros fatores devem ser levados em conta. A

acetona € inapropriada para o trabalho em campo devido a volatilidade, propensdo para vazar
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dos contentores, inflamabilidade e, apesar dos melhores resultados observados, € admissivel
perder certa parcela de precisdo, e utilizar outro método em condic¢Ges de campo envolvendo
um elevado nimero de tratamentos e repeticdes (Ritchie, 2008; Barbieri Junior et al, 2010).
Protocolos em que parte do tecido vegetal é imersa em solvente sdo recomendados devido a
praticidade, a possibilidade de preparar um grande nimero de amostras em pouco tempo. Além
disso, uma vantagem adicional é que as leituras espectrofotométricas podem ser feitas em
extratos armazenados em local escuro e fresco apds alguns dias (Hiscox & Israelstam 1979;
Barnes et al., 1992).

O uso do DMSO é recomendado por diversos autores (Cruz et al., 2007; Santos et al.,
2007; Pompelli et al., 2013) e possui elevada capacidade de difusdo através de membranas
semipermeaveis sendo reconhecido também por sua eficiéncia como carreador de proteinas, o
que proporciona agilidade no processo, sendo 0s extratos preparados com o0 DMSO mais
estaveis que com a acetona (Barnes et al, 1992; Cruz et al, 2007). Entretanto, alguns autores
relatam a ineficiéncia do DMSO na extragé@o de clorofila b em plantas in vivo (Barnes et al,
1992; Shinano et al, 1996). O alcool apresenta a vantagem de ser mais pratico, de facil
transporte e manuseio, e ser muito mais barato que os demais solventes avaliados. Contudo, 0s
picos de absorcao da clorofila a séo normalmente menores e mais largos e tendem a interferir
na absorbancia da clorofila b, podendo subestimar a concentracdo de pigmentos em extratos
foliares (Ritchie, 2008; Pompelli et al, 2013).

Conclusotes

A utilizacao do protocolo de maceracgéo do tecido em acetona 80% seguido de filtracao
é 0 mais eficiente para extracéo de clorofilas em plantas de Physalis angulata, sendo indicado
para 0 uso em laboratério. Em condi¢cdes de campo, pode-se utilizar a técnica de imersdo de
discos foliares em solvente, com a utilizacdo do alcool 95% por 24 horas de incubacdo, sendo

também o mais vidvel economicamente.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DA REDUTASE DO NITRATO (RN) EM
TECIDOS FOLIAR E RADICULAR DE Physalis angulata L.: VARIACOES DIURNAS
E OTIMIZACAO DO PROTOCOLO?

2“Characterization of nitrate reductase activity (NR) in foliar and radicular tissues of Physalis angulata L.
diurnal variations and protocol optimization”. Artigo publicado na revista Australian Journal of Crops Science,
v.13,n. 7, p. 1120-1125, 2019.
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Caracterizacdo da atividade da redutase do nitrato (RN) em tecidos foliar e radicular de

Physalis angulata L.: variagdes diurnas e otimizacao do protocolo

Tamara Torres Tanan®", Marilza Neves do Nascimento?, Alismario Leite da Silva®, David
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Neto®
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Feira de Santana, Brasil.
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Resumo: A redutase de nitrato € a primeira enzima da rota de assimilacdo do nitrogénio e a
determinacgdo da sua atividade requer adaptacdes para cada espécie vegetal. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a variacdo na atividade da RN ao longo do dia e a otimizacao das condi¢oes
de ensaio em tecidos foliares e radiculares em Physalis angulata. A analise foi realizada em
plantas cultivadas em sistema hidropdnico e a atividade da RN baseou-se no método do ensaio
in vivo. Foi observada acdo da enzima na folha e na raiz, indicando dois sitios de assimilacao
no nitrato, com maior atividade no periodo luminoso. Na folha, a acdo da RN aumenta apos 4h
de luminosidade, e na raiz, a atividade € alta durante a maior parte do dia, principalmente no
momento de maior radiacdo solar e temperatura. As maiores atividades da RN foram obtidas
quando se empregou: n-propanol 1%, 50 mM de KNOz", tampéo fosfato com pH 7 e incubacéo

por 75min em banho-maria, para ambos os tecidos.

Palavras-chaves: nitrogénio, atividade enzimatica, ritmo diurno, camapu

Abstract: Nitrate reductase (NR) is the first enzyme in the nitrogen assimilation pathway and
the determination of its activity requires modifications for each plant species. The goal of this
work was to evaluate the variation of NR activity throughout the day and the optimization of
assay conditions in foliar and radicular tissues of Physalis angulata. The analysis was done in
plants cultivated in a hydroponic system at two months of age and the NR activity was based
on the in vivo assay method. Enzyme activity was observed on leaf and root, indicating two

sites of nitrate assimilation with a higher activity in the daylight In the leaf, the NR activity
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increased after 4h of luminosity, and in the root, we observed a high activity during most of the
day, especially in periods of higher solar radiation and temperature. To obtain the highest
activity of NR in both tissues should use n-propanol 1%, 50mM of KNOs in a pH 7 phosphate
buffer during 75 min incubation in water bath.

Keywords: nitrogen, enzyme activity, daylight rhythm, camapu
Abbreviations: aRN:_nitrate reductase activity, Hmax;_maximum humidity, Hmin:_minimum
humidity, N:_nitrogen, RN:_nitrate reductase, Tmax:_maximum temperature, Tmin:_minimum

temperature.

Introducéo

A Physalis angulata L. é uma planta herbacea, pertencente a familia Solanaceae,
conhecida popularmente como camapl (Lorenzi and Matos, 2008). E uma espécie multiuso,
pois, além de seus frutos, de sabor doce levemente acido, terem potencial para ser explorado
comercialmente (Curiet al., 2018), apresentam potencial medicinal, atribuido a sua composicéo
fitogquimica onde se podem encontrar flavonoides, alcaloides e diferentes esteroides,
destacando-se as fisalinas, presente nas folhas, caule e raizes, que possuem diversas
propriedades farmacologicas, como atividade antiparasitica, antiviral e antineoplasica (Marin
Sisley et al., 2017; Tomassini et al., 2000).

Apesar do seu potencial, o cultivo de P. angulata ainda é incipiente e as pesquisas acerca
do seu manejo sdo escassas. No que diz respeito a nutricdo mineral, alguns trabalhos foram
realizados com a espécie (Cruz et al., 2015; Tanan et al., 2013; Thomé and Osaki, 2010). Leite
et al. (2017) avaliaram a influéncia do nitrogénio (N), observando uma relacdo entre o aumento
da dosagem e o maior crescimento e producao de frutos da planta. O N é o macronutriente mais
requerido pelas plantas, com efeito direto na distribuicdo de fotoassimilados entre a parte
vegetativa e reprodutiva, estando relacionada com a fotossintese, ampliacdo do sistema

radicular, absorcdo idnica de nutrientes e desenvolvimento celular (Queiroga et al., 2007).

Uma das fontes nitrogenadas mais importantes para 0s vegetais € o nitrato, que é a
principal forma de N-inorganico disponivel para as plantas, entretanto, esse ion precisa ser
reduzido para ser incorporado em moléculas organicas. 1sso é realizado pela redutase do nitrato
(RN), uma flavoproteina que realiza a primeira etapa da rota de assimilacdo do nitrogénio, a

reducdo do nitrato para nitrito através do agente redutor NAD(P)H (Taiz and Zeiger, 2017),
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assumindo portanto, papel de extrema importancia no metabolismo vegetal (Deld-Filho et al.,
1998). A RN possui varios mecanismos de regulacdo necessarios para evitar o acimulo de
nitrito, considerado toxico. As principais formas de controle estdo em nivel transcricional e pés-
traducional. O primeiro ocorre em longo prazo e pode ser induzido pelo nitrato, luz, citocininas,
sacarose e CO2. O segundo é rapido, ocorre em minutos, sendo essencial na adaptacdo do
metabolismo para mudancas diarias de luz/escuro e variagdes da intensidade luminosa
(Matsumura, 2012).

O método de avaliacdo da atividade da RN pode ser feito in vivo e in vitro. O método in
vivo tem sido amplamente utilizado como indicador do metabolismo do nitrogénio nos vegetais
e consiste na incubacéo do tecido vegetal em meio que forneca condicdes ideais para a atividade
da enzima, em condicGes de escuro, sendo a taxa de difusdo do nitrito para a solucdo de
incubagdo utilizada como indicadora da atividade da enzima (Lee and Titus, 1992). Esse
método € menos laborioso e considerado, por alguns autores, como o mais adequado para a
comparagéo da atividade da RN entre espécies diferentes ou entre tratamentos distintos (Crafts-
Brandner and Harper, 1982; Singh, 1994; Cairo et al., 1994). Entretanto, tem como
desvantagem a necessidade de se adaptar as condicdes de realizacdo do ensaio, conforme a

natureza do tecido vegetal (Jaworski, 1971).

Além disso, outro fator importante € o conhecimento do ritmo diurno da RN, que ja foi
observado em algumas plantas (Queiroz et al., 1993; Nievola and Mercier, 2001; Oliveira et al.,
2005; Santos et al., 2014), indicando o aumento da atividade da RN foliar concomitante ao da
intensidade luminosa. A determinacdo do horario ideal para a realizagdo do ensaio € de extrema
importancia, fazendo coincidir com o periodo correspondente a maxima atividade da RN
(Nievola and Mercier, 2001).

Cada espécie tem suas particularidades anatémicas e fisiologicas, sendo necessario o
estabelecimento de condicdes apropriadas (Santos et al., 2014). Passos (2013) avaliou a
atividade da RN em plantas de Physalis peruviana L. e Physalis pubescens L. sob diferentes
doses de adubacdo nitrogenada, entretanto, o conhecimento do ciclo diurno e das condicdes
ideais para realizacdo da metodologia in vivo sdo inexistentes para todo o género. Desse modo,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar a variacdo na atividade da redutase do nitrato ao longo do
dia e a otimizacdo das condigcdes de ensaio em tecidos foliares e radiculares de plantas de P.

angulata.
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Material e Métodos

Local do estudo

O experimento foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), no periodo de julho a outubro de 2017.

Material vegetal e conducéo do experimento

As plantas foram obtidas a partir da semeadura em copos plasticos contendo solo
oriundo da prépria Unidade Experimental. As mudas foram transplantadas para o sistema
hidrop6nico quando apresentam dois pares de folhas verdadeiras e aproximadamente 10 cm de

altura.

O experimento foi conduzido em sistema hidropbnico contenho solu¢do de Sarruge
modificada para o cultivo de Physalis (Leite et al., 2017), composta pelos seguintes
macronutrientes em mg.L™: N=162; P=31; K=234,6; Ca=200,4; Mg=48,6; S=64,1.

A condutividade elétrica (CE) foi mensurada diariamente e a solucéo trocada quando a
CE reduzia em 30% da inicial. O pH da solucao foi mantido em 6,5. Para o controle de pragas,

solucdo de Neem (Azadirachta indica) a 5% foi aplicada semanalmente.

As avaliacdes foram realizadas utilizando 15 plantas com dois meses de idade, quando
iniciavam o estadio reprodutivo. Amostras do terco inferior da raiz e de folhas totalmente
expandidas foram coletadas e imediatamente levadas ao laboratério onde foram lavadas com
agua destilada. O tecido radicular foi fragmentado em pedacos uniformes utilizando tesoura, e

do tecido foliar foram retirados discos de 8mm de didmetro com auxilio de furador.

Os dados climatoldgicos dos dias em que se realizaram as avaliacGes foram obtidos na
Estacdo Climatoldgica da Universidade Estadual de Feira de Santana, BA (INMET, 2017)
(Figura 2).

Analises laboratoriais

O ensaio in vivo da atividade da RN foi realizado segundo metodologia proposta por
Jaworski (1971).

Para avaliacdo das variacdes diurnas da atividade da RN, amostras do tecido vegetal
foram coletadas das 6 as 18 horas, em intervalos de 1 hora. 300 mg de tecido radicular e 200
mg (aproximadamente 20 discos) de tecido foliar frescos foram transferidos para tubos de

ensaio contendo 5 mL do meio de incubagdo, composto por tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,5), n-
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propanol 1% (v/v) e nitrato de potéssio 0,1M. Os tubos foram envoltos em papel aluminio para
excluir a luminosidade e submetidos a vacuo por 2 min. Posteriormente, foram incubados em
banho-maria a 30 °C por 30 minutos, com agitacdo. Para o tecido radicular foi realizado,
previamente ao vacuo, o borbulhamento com N durante 1 minuto. Ao final do processo de
incubacao, retirou-se aliquota de 500 pL do meio e transferiu-se para tubos contendo o meio de
reacdo composto por 1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 1,5N, 1 mL de N-2-naftil-etileno
0,02% e 1,5 mL de &gua destilada (Jaworski, 1971).

Para a otimizacdo das condicdes de ensaio, as coletas foram realizadas as 11 horas para
o tecido foliar e as 14 horas para o tecido radicular, considerando os resultados obtidos na
avaliacdo das variagdes diurnas, utilizando-se as mesmas quantidades de material do
experimento anterior. O procedimento consistiu de ensaios experimentais sequenciais ao
primeiro, com modificacdo de apenas um fator a cada ensaio, tomando sempre para 0s proximos

ensaios, o0 maior valor de atividade da enzima observado no resultado anterior.

A absorbancia das amostras foi determinada utilizando-se espectrofotdmetro de feixe
duplo (FEMTO 800XI), ajustado para 540 nm. A atividade da RN foi estimada em pmol de
nitrito liberado por 1 g de tecido fresco por hora de incubagio (umol gth"* NOy) e foi calculada

com base em equacao linear obtida a partir da curva padrdo do nitrito, previamente preparada.
Variaveis analisadas

Foi avaliada a variacdo da atividade do RN durante todo o dia (6:00 as 18:00 horas). Os
efeitos da variacdo do tempo de incubacédo (15, 30, 45, 60 e 75 minutos), concentracdo de n-
propanol no meio de incubacdo (1, 2, 3, 4 e 5%), concentracdo de KNO3 (0, 50, 100, 150 e
200mM) e pH (4,3, 5,3, 6,3, 7,3 e 8,3) foram analisados.

Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias
pelo teste de Tukey com 5% de significancia utilizando-se o software Sisvar v.5.3 (Ferreira,
2008), e submetidos a analise de regressdo utilizando-se o software SigmaPlot v.11.0 (Systat
Software Inc., Chicago, USA).
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Resultados e Discussao

Variagédo diurna

A atividade da redutase do nitrato (aRN) em plantas de P. angulata foi observada tanto
nos tecidos radiculares como foliares, indicando dois sitios de assimilacdo do N. Por ser uma
enzima que tem sua atividade influenciada por diversos fatores ambientais, foram observadas

variagdes ao longo do dia em ambos os tecidos (Figura 1).

Na raiz, a atividade pdde ser observada a partir das primeiras horas da manha, com dois
picos, as 10 e 14 horas, que coincidem com o periodo de maior radiagdo solar e temperatura
(Figura 1 e 2). O inverso ocorreu nos tecidos foliares, no qual menor aRN foi observada nesses
mesmos momentos. O nitrato absorvido pode ser reduzido na raiz ou transportado via xilema
para ser reduzido nas folhas, esse transporte ocorre pela geracdo de pressdes negativas dentro
do xilema, devido as forcas capilares nas paredes celulares de folhas transpirantes (Taiz and
Zeiger, 2017). Nos momentos mais quentes e com alta radiacdo solar, as plantas tendem a fechar
seus estbmatos para evitar a perda de dgua, reduzindo assim o fluxo de translocacao pelo xilema
e, consequentemente, o transporte de nitrato das raizes para as folhas, com a reducdo da
atividade da RN foliar e o0 acréscimo da atividade na raiz, ja que o aumento no teor de nitrato
induz a transcricdo do RNA mensageiro envolvido com a codificacdo da RN (Konishi and

Yanagisawa, 2011).

1,0
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—O— Horario vs folha
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Figura 1. Variacdo diurna da atividade da Redutase do Nitrato em tecidos foliares e radiculares

de Physalis angulata L. ). A barra corresponde ao erro padrdo da média.
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Assim como o nitrato, a luz induz uma alta expresséo dos genes da RN (Tischner, 2000;
Lillo et al., 2001), o que foi percebido com a reducdo da aRN ocorrida ao final do periodo
luminoso, principalmente nas folhas (Figura 1 e 2). A luz pode induzir a enzima de forma
direta, mediada pelo fitocromo, ou indireta, por meio da fotossintese e seus fotoassimilados
(Rajasekhar et al., 1988; Lillo et al., 2004). Segundo Kaiser and Huber (2001), em condicdes
normais de ativagéo e na presenca de luz, a acdo da RN seria da ordem de 70 a 90%, reduzindo
para 10 a 30% no escuro, corroborando o observado nesse experimento, em que ao escurecer
(18h), ocorreu uma reducdo de 67,7% da atividade observada nos periodos de maior intensidade
luminosa.

Essa variacdo foi observado, também, por Nievola and Mercier (2001) em folhas de
abacaxizeiro, que apresentaram maior aRN na presenca de luz, e por Santos et al. (2014) que
obtiveram, para folhas de cana-de-agucar, valores maximos da aRN as 13h, indicando que a
radiacdo solar global possa ser o fator climatico que mais influéncia a atividade da enzima.
Entretanto, para plantas de café foi observado um declinio gradual ao longo do periodo
luminoso seguido por aumento da atividade nas primeiras horas de escuro (Queiroz et al., 1993).
Essa alta sensibilidade as variacdes de claro/escuro da RN é controlada por um mecanismo pos-
traducional que envolve a fosforilagdo de um residuo de serina, seguida da ligacdo de uma
proteina de transducdo de sinal, inativando assim a enzima. Ao ser exposta a luz, ocorre 0
desligamento dessa proteina e a RN torna-se ativa novamente (Lea et al., 2006; Souza et al.,
2002).
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Figura 2. Dados meteoroldgicos obtidos na Estacdo Climatoldgica da Universidade Estadual
de Feira de Santana, BA. Valores médios dos dias avaliados (A — pluviosidade e temperatura

méaxima e minima; B — Radiag&o solar e umidade do ar méxima e minima).
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Efeito do tempo de incubagéo na atividade da RN

Em relacdo a otimizacdo das condi¢cdes de ensaio, observou-se um crescimento linear
na aRN com o aumento do tempo de incubacdo para ambos os tecidos, sendo mais acentuado
nas folhas (Figura 3A). Para a determinacdo da aRN € necessario que haja a difusdo do nitrato
disponivel no meio para o tecido vegetal e, posteriormente, a liberacdo do nitrito, e a maior
atividade da enzima, com o prolongamento do periodo de incubacgdo, pode estar relacionada ao
requerimento de tempo para completa infiltracdo do meio de reagdo (Oliveira et al., 2005),
sendo variavel de acordo a espécie e ao tecido de estudo. Para muitas plantas como o café, a
pupunheira, o0 abacaxizeiro, a braquiaria e em macroalgas ja foram observados desempenhos
similares de aumento da atividade da enzima com maior periodo de incubacdo (Meguro and
Magalhdes, 1982; Nievola and Mercier, 2001; Oliveira et al., 2005; Martins et al., 2009; Cazetta
and Villela, 2004). De acordo com os resultados obtidos, foi adotado o tempo de 75 min de
incubacgdo do tecido vegetal para as analises posteriores, por proporcionar maior atividade da

enzima.
Efeito da adi¢do de n-propanol na atividade da RN

A entrada do nitrato e a liberacdo do nitrito do tecido vegetal pode ser aumentada com
a adicdo de solvente ao meio, 0 que proporciona um aumento geral da permeabilidade da
membrana, sendo o n-propanol um dos mais eficazes (Jaworski, 1971). Com relacdo a
concentracdo de solvente utilizada nas folhas de P. angulata ndo houve diferenca significativa
para a atividade da enzima, entretanto, para o tecido radicular, o aumento da concentracdo do
n-propanol levou a um decréscimo linear na aRN (Figura 3B). O uso de alguns solventes
organicos, em altas concentracdes, pode causar a desorganizacdo da configuracdo de proteinas
(Jamur and Oliver, 2010), e em tecido foliar o uso do n-propanol em altas concentracdes pode
causar difusdo da clorofila no meio de incubacdo e afetar colorimetricamente a estimacao da
atividade da RN (Streeter and Bosler, 1972), entretanto esses efeitos variam de acordo as

caracteristicas celulares e anatbmicas das plantas de diferentes espécies.

Em folhas de cana-de-acucar a reducdo da aRN foi observada com o aumento da
concentracdo de n-propanol (Santos et al., 2014), ja em Citrus sinensis, para o tecido radicular
ndo foi constatada diferenca entre as concentracoes, entretanto, para a folha ocorreu reducéao a
partir de 3% (Dovis et al., 2014) e, em abacaxizeiro, Nievola and Mercier (2001) recomendam
0 uso de n-propanol a 3% e 4% para tecido radicular e foliar, respectivamente. Essas diferencas

observadas comprovam a necessidade da adequacao do método para cada espécie, sendo nesse
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trabalho, com P. angulata, adotada a concentracao de 1% que proporciona maior aRN radicular.
Para o tecido foliar foi adotada a mesma concentragdo, ja que ndo houve diferenca entre as

concentragdes avaliadas.
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Figura 3. Atividade da RN em diferentes periodos de incubacdo (A), concentracdes de n-

propanol (B), concentrac6es de nitrato (C) e pH (D).

Efeito da adicdo de nitrato na atividade da RN

Os dados da atividade da RN foliar em relagdo ao fornecimento de nitrato foram
ajustados para uma hipérbole retangular, modelo utilizado para descrever a cinética de
saturacdo de um ligante ao seu substrato (Motulsky and Christopoulos, 2004). A atividade da
enzima na folha foi observada quando fornecido o nitrato exdgeno, sendo 50mM a concentracéao
adotada para as analises posteriores por ndo haver diferenca entre as concentracdes maiores
utilizadas (Figura 3C). Essa tendéncia de estabilizacdo foi observada por outros autores para as
folhas de cana-de-acucar, braquidria e abacaxi (Santos et al., 2014; Cazetta and Villela, 2004;

Nievola and Mercier, 2001) O aumento inicial da aRN em reposta a adi¢do de nitrato ao meio
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de incubacdo tem sido associado a sintese “de novo” da enzima, bem como a sua ativacao

(Solomonson and Barber 1990).

Diferentemente do observado para as folhas, no tecido radicular foi detectada atividade
da RN expressiva mesmo sem a adigdo de KNOs™ exdgeno, indicando a existéncia de nitrato
prontamente disponivel acumulado nos vacuolos celulares (Dovis et al, 2014). No entanto, a
adicdo de 50mM aumentou em mais de 100% a acdo da enzima, e com a reducdo da atividade
em concentragdes acima dessa no meio de incubacdo (Figura 3C). A diminuicdo da aRN a partir
de concentragbes maiores ocorre, provavelmente, pelas alteracbes no equilibrio de cargas
idnicas geradas pela alta concentracdo de ions, pela reducéo do potencial osmoético (Cairo et al.,

1994) e aumento da concentragdo salina no meio de reacdo (Meguro and Magalhaes, 1982).
Efeito do pH na atividade da RN

Dentre a faixa de pH escolhida para o estudo, a menor atividade da RN foi em 4,3 para
ambos os tecidos. O tecido radicular apresentou resposta quadratica com maxima estimada da
aRN no pH 7, ja para o tecido foliar, ha uma faixa relativamente ampla de pH de alta atividade
da enzima (Figura 3D). A maior atividade da enzima em pH préximo a neutralidade tem sido
observada por outros autores em café (Meguro and Magalhées, 1982), cana-de-acUcar (Santos
et al., 2014), pupunheira (Oliveira et al., 2005), abacaxi (Nievola and Mercier, 2001) e em
braquiaria (Cazetta and Villela, 2004), indicando que possivelmente essa € a faixa 6tima de pH
da enzima, na qual a sua atividade é maxima. O pH pode influenciar a atividade da enzima de
formas distintas, alterando o padrdo de cargas de um determinado sitio ativo, alterando a
conformacdo geral da proteina (Nelson and Cox, 2014) ou modificando a velocidade de

translocacdo de ions nitrato e nitrito através das membranas celulares (Oliveira et al., 2005).

Concluséao

A atividade da redutase do nitrato em tecido foliar de Physalis angulata deve ser
avaliada ap0s as primeiras quatro horas de luminosidade. Na raiz, a atividade pode ser avaliada
em um maior periodo ao longo do dia, preferencialmente nos momentos de maior radiacédo solar

e temperatura.

Para a avaliacdo da atividade da RN em P. angulata, recomenda-se o0 uso de n-propanol
1% e adicdo de 50 mM de KNOz™ no meio de incubacdo, com o pH 7 do tampé&o fosfato. A
incubacdo deve ser realizada em banho-maria por 75min para determinacdo da méaxima

atividade.
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CAPITULO 3

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Physalis angulata L. SOB DIFERENTES
PROPORCOES E FONTES DE NITROGENIO?®

3Artigo a ser submetido ao comité editorial do periédico cientifico Archives of Agronomy and Soil Science
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Respostas fisiologicas de Physalis angulata L. sob diferentes proporgoes e fontes de

nitrogénio
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Resumo

As plantas absorvem o nitrogénio na forma de nitrato ou amonio, sendo a forma preferencial
variavel entre as espécies. Nesse estudo, nds avaliamos os efeitos do suprimento de nitrato e
amonio em diferentes proporcdes no crescimento e desenvolvimento em Physalis angulata,
bem como algumas respostas fisiolégicas. Um esquema fatorial 5 x 5, em delineamento
inteiramente casualizado foi utilizado, composto por 5 propor¢des de NO3s:NH4* (100:0, 75:25,
50:50, 25:75 e 0:100) na solucdo nutritiva e 5 periodos de avaliagéo (0, 7, 14, 21 e 28 dias ap0s
o transplantio). O fornecimento de grandes quantidades de amdnio reduziu o comprimento do
caule e da raiz, o nimero de ramificacGes e a expansao foliar. As plantas cultivadas com
predominio de aménio tiveram a floracéo e frutificacdo retardada, assim como reducdo no teor
de clorofila. A atividade da redutase do nitrato ocorre em folhas e raizes, alterando o local de
reducdo de acordo ao estadio de desenvolvimento da planta. Conclui-se que 0 aménio em altas
taxas é toxico para as plantas de P. angulata, que apresentam melhor desenvolvimento e maior

crescimento quando cultivadas com as proporcoes de 75:25 e 50:50 de NO3:NH.".

Palavras-chaves: nitrato, amonio, redutase do nitrato, metabolismo do nitrogénio.

Abstract

Plants absorb nitrogen in the form of nitrate or ammonium, the preferred form being variable
among species. In this study, we evaluated the effects of nitrate and ammonium supply in

different ratios on growth and development in Physalis angulata, as well as some physiological
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responses. The experiment was carried out according to a completely randomized design with
factorial scheme 5 x 5, consisting of 5 proportions of NO3: NH4* (100: 0, 75:25, 50:50, 25:75
and 0: 100) in the nutrient solution and 5 periods (0, 7, 14, 21 and 28 days after transplantation).
The supply of high doses of ammonium reduced stem and root length, number of branches and
leaf expansion. The plants cultivated with predominance of ammonium had the flowering and
fruiting delayed, as well as reduction in the chlorophyll content. The activity of nitrate reductase
occurs in leaves and roots, changing the site of reduction according to the stage of development
of the plant. We conclude that ammonium at high rates is toxic for P. angulata plants, with
better development and higher growth when grown with the proportions of 75:25 and 50:50
NOs": NH4".

Keywords: nitrate, ammonium, nitrate reductase, nitrogen metabolism.

Introducéo

O nitrogénio € um macronutriente essencial e o absorvido em maior quantidade pelos
vegetais, sendo o suprimento inadequado um fator limitante para varias culturas (Bredemeier e
Mundstock 2000). O N ocorre nos solos principalmente na forma nitrica (NO3") e amoniacal
(NH4"), e a preferéncia de absorcéo pelas plantas pode variar de acordo com a espécie, o estadio

de desenvolvimento e as condi¢bes ambientais (Britto e Kronzucker 2002).

A absorcdo do aménio ocorre de forma uniporte, por um processo passivo, estando
prontamente disponivel para incorporacdo em moléculas organicas sem a necessidade de gastos
energéticos. Enquanto a absorcdo do nitrato, ocorre por via simporte, com transporte simultaneo
de 2 H" e 1 NOs™ para dentro da célula, havendo um custo de 2 moles de ATP para a absorgao
(Bredemeier e Mundstock 2000). A assimilacdo do nitrato é feita por meio da reducéo a nitrito
pela acdo da enzima redutase do nitrato (RN), que é a primeira e mais importante enzima deste
processo, sua atividade depende, principalmente, da luz e do continuo suprimento de nitrato
(Kawachi et al. 2002). Posteriormente, o nitrito é reduzido a amdnio, e esse é incorporado a
compostos organicos pelas enzimas de assimilacdo do N, glutamina sintetase (GS) e glutamina-

2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) (Taiz e Zeiger 2014).

Apesar do maior custo energético para a absorcdo e reducdo do nitrato, grande parte das
plantas absorvem preferencialmente a forma nitrica, ja que em altas concentragcbes o amoénio
pode causar toxicidade. Entre os sintomas da toxicidade do amdnio estdo a supressdo do

crescimento, a clorose das folhas, a reducdo da absorc¢do de outros cations e o desacoplamento
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da fotofosforilagéo (Kronzucker et al 2001; Britto and Kronzucker 2002; Hachiya et al. 2012).
Além disso, a absor¢do de NH4* leva ao efluxo de H* para fora da célula, acarretando na
acidificagdo do meio (Helali et al. 2010; Silva et al. 2010).

O nivel de tolerancia ao amoénio varia entre plantas. Espécies que se desenvolvem em
solos acidos normalmente absorvem o NH4*, enquanto espécies de solos alcalinos ou calcarios
tem a preferéncia pelo NO3z™ (Bartelheimer and Poschlod 2014). Variagdes na tolerancia ao
amoénio também podem ser observadas entre espécies relacionadas, por exemplo, as plantas da
familia Solanaceae sdo classificadas como sensiveis ao amonio (Brito and Kronzucker 2002),
com relato de reducgdes no crescimento em tabaco (Lu et al. 2005), batata (Serio et al. 2004) e
em tomate (Liu et al. 2017; Barreto et al. 2018).

Apesar da toxicidade do amonio, diversos autores relataram que a aplicagdo conjunta da
forma nitrica e amoniacal promove melhor crescimento e produtividade em diversas espécies
(Andriolo et al. 2006; Cruz et al. 2006; Hachiya et al. 2012; Guimardes et al. 2014). Para o
cultivo do tomate hidropénico, o teor de aménio na solugdo deve estar entre 25 a 30% do N
total (Sandoval-Villa et al. 2001). Em Physalis peruviana L. a aplicacéo da proporc¢édo 50:50 de
NO3:NH4" aumentou o didametro do caule e nimero de flores e frutos (Antunez-Ocampo et al.
2014, 2016).

A Physalis angulata L. € uma espécie pertencente a familia Solanaceae que tem um
grande potencial econdmico, devido aos seus frutos com alto teor de vitamina C e atividade
antioxidante (Oliveira et al.2011; Curi et al. 2017), e ao potencial medicinal atribuido a sua
composicao fitoquimica, que possui diversas propriedades farmacoldgicas, como atividade
antiparasitica, antiviral e antineoplasica (Marin Sisley et al. 2017). Apesar do seu grande
potencial, poucos sdo os estudos sobre o seu cultivo (Cruz et al., 2015; Vargas-Ponce et al.,
2016; Leite et al. 2017; Tanan et al. 2018), e sdo inexistentes avaliacbes sobre o seu
desenvolvimento sob diferentes fontes nitrogenadas aplicadas. Assim, objetivou-se com esse
trabalho avaliar o crescimento e o desenvolvimento de plantas de P. angulata, bem como
quantificar o teor de clorofila e a atividade da redutase do nitrato das plantas submetidas a

diferentes doses de nitrato e aménio em solucdo hidropbnica.

Material eMétodos

Material vegetal e condicGes de cultivo
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O experimento foi conduzido na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana, nos meses de novembro de 2017 a janeiro de 2018. Para obtencéo
das mudas, sementes de P. angulata foram colocadas para germinar em copos descartaveis
contendo substrato comercial, em casa de vegetacdo sob irrigacdo de aspersdo diaria, em Feira
de Santana, BA (12°14°21"537S e 38°58°46"W, altitude de 258 m), regido de clima sub-Umido

seco, segundo a classificacdo de Thornthwaite (Santos et al. 2018).

Quinze dias ap06s a germinacao, as plantulas foram selecionadas quanto a uniformidade
da parte aérea e radicular e transplantadas para o sistema de plantio definitivo, que consistiu em
um sistema hidropénico do tipo floating, no qual as plantas foram dispostas em vasos plasticos
de 6 L contendo solugdo nutritiva, com uma planta por vaso, sendo ancoradas numa placa de
isopor, colocada diretamente na superficie da solucdo de nutrientes contida no vaso. Cada vaso
representou um sistema independente acoplado a um compressor com sistema regulador de
tempo (temporizador) para a oxigenagédo da solugdo, com duracdo de 20 minutos programada

para cada 3 horas.

A solucdo nutritiva de referéncia utilizada foi a de Sarruge, modificada para o cultivo
de P. angulata (Leite et al. 2017), composta pelos seguintes nutrientes, em mg L*: N=162;
P=31; K=234,6; Ca=200,4; Mg=48,6; S=64,1, em ng L™*: B=500; Cu=39; CI=722; Fe=5000;
Mn= 502; Mo=12; Zn=98. Durante a conducdo do experimento, a condutividade elétrica foi
monitorada periodicamente e a solugdo nutritiva trocada aos 25 dias de experimento, quando a
condutividade reduziu em 30% comparada a inicial, e 0 pH da solucéo foi ajustado para 5,5.
Para evitar o tombamento e quebra de galhos, foi utilizado o tutoramento em “X” conforme
indicado por Muniz et al. (2011) para o cultivo de Physalis. Para a prevencdo e controle de

pragas, aplicacdes de extrato de Neen 5% (Azadirachta indica) foram realizadas semanalmente.
Desing experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5,
tendo como fatores as proporcdes de NOs™ e NH4" e os periodos de avaliagdo, com doze
repeticdes para os dados de crescimento e seis repeticdes para o teor de clorofila e a atividade
da redutase do nitrato. Foram utilizadas cinco combinacdes de fontes nitrogenadas na solucéo
nutritiva, com as seguintes propor¢des de NO3:NH4": T1 — 100:0; T2 — 75:25; T3 — 50:50; T4
— 25:75; T5 — 0:100, com as andlises realizadas no dia do transplantio e com intervalos de 7

dias, totalizando cinco avaliagdes, ao longo de 28 dias de cultivo.

Analises de crescimento
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O crescimento da planta foi avaliado a partir das medi¢cdes do comprimento do caule
(COMC) e o0 comprimento da raiz (COMR), utilizando trena milimetrada; do didmetro do caule
(DC), com uso de paquimetro digital; e da contagem manual do nimero de ramificacdes (NR).
Para a biometria das folhas, utilizou-se o primeiro par de folhas de cada uma das plantas, na
qual determinou-se o comprimento (COMF) e a largura (LARF) da folha, utilizando régua
graduada, e a area foliar (ARF), mensurada com um medidor de &rea foliar (Li- Cor, modelo
Li-3100C).

Conteudo de clorofila

A extracdo da clorofila foi realizada utilizando alcool 95%, conforme recomendado para
a P. angulata (Tanan et al. 2017), retirando-se discos foliares de area conhecida de 5 folhas do
terco médio da planta. Os discos foram imediatamente imersos em tubos contendo o &lcool 95%
e envoltos com papel aluminio para exclusdo da luminosidade. Apds 24h, a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro de feixe duplo (FEMTO 800X1) a 664 nm e 648 nm, e 0s teores
de clorofila total (a+b) (CHL) calculados utilizando as equagdes propostas por Lichtenthaler
(1987).

Atividade da Redutase doNitrato (aNR)

A analise da atividade da redutase do nitrato (aRN) foi determinada em amostras de raiz
e folha das plantas. O tecido radicular foi fragmentado em pedacos uniformes utilizando
tesoura, e do tecido foliar foram retirados discos de 8 mm de diametro com auxilio de furador.
O ensaio in vivo da atividade da RN foi realizado segundo metodologia proposta por Jaworski
(1971), e a aRN estimada em pumol de nitrito liberado por 1 g de tecido fresco por hora de
incubagio (umol gth"1NOy).

Determinacao das fases fendlogicas

Para a determinacdo da ocorréncia dos principais estadios fenoldgicos, quinze plantas
por tratamento de P. angulata foram acompanhadas diariamente para a verificacdo do niUmero
de dias necessarios para a ocorréncia de botGes florais, flores abertas e inicio da frutificacao,

considerados quando mais de 50% das plantas atingiam o referido estadio.
Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, e o fator quantitativo (tempo) foi

analisado por meio de regressao utilizando o software SISVAR (Ferreira 2014).
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Resultados
Efeito da proporcao de nitrato e aménio no crescimento

Para os parametros comprimento do caule, diametro do caule, comprimento da raiz,
namero de ramificacOes, largura e comprimento da folha e area foliar ocorreu interacéo entre
as fontes nitrogenadas e o tempo de cultivo, evidenciando que a aplicacdo de nitrato e amoénio

como fontes Unicas ou combinadas influenciam no incremento dessas varidveis (Tabela 1).

Com a aplicacdo de 100, 75 e 50% do nitrogénio na forma nitrica, 0 comprimento do
caule apresentou um padrdo sigmoide, sendo possivel identificar as fases logaritmica, linear e
senescente, tipicas do crescimento vegetal (Figura 2A). Quando o aménio foi fornecido em
maior quantidade na solu¢do ocorreu um lento incremento em altura, ndo sendo observada todas
as fases. As diferengas no comprimento do caule foram visualmente perceptiveis a partir de 14
dias da aplicacdo dos tratamentos (Figura 1), no qual o uso da proporcao 0:100 de NO3:NH4*
resultou no menor crescimento das plantas (Figura 2A). A partir dos 14 dias, 0 comprimento

do caule foi superior nas plantas cultivadas com as proporcoes de 75:25 e 50:50 de NO3:NH4*

(Figura 2A), com valores de 17 e 16,39 cm, respectivamente, aos 28 dias.

100:0 75:25 50:50 2575 0:100

NO, NH,* —

Figura 1. Fotografia das plantas de Physalis angulata L. cultivadas sob cinco proporcoes de

nitrato e aménio na solucao nutritiva.
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Tabela 1. Resultados da anélise de variancia para as varidveis de crescimento avaliadas ao longo do desenvolvimento das plantas de Physalis

angulata L. cultivadas em sistema hidrop6nico sob diferentes proporc¢des de nitrato e amonio na solugédo nutritiva.

Fonte de GL Quadrados Médios
variagao COMC? COMR DIAC NR COMF LARF ARF
Tempo (T) 4 1.938,2" 4.599,7 1.494,6™ 26,80 1.349,7" 526,05 42.239,8™
deni tfc‘)’g”étrfio ) 266,6™ 675,1™ 217,2™ 359,4™ 168,4™ 86,35™ 9.673,6™
TXN 16 54,16™ 236,1" 45,91 19,68™ 23,61 15,57 1.936,7
Residuo 275 13,22 57,1 2,36 0,74 2,39 1,45 78,4
CV (%) 49,02 26,77 25,45 67,16 20,95 24,17 21,12

1CC = comprimento do caule; COMR = comprimento da raiz; DIAC = diametro do caule; NR = niimero de ramificagdes; COMF = comprimento da folha; LARF = largura da
folha; ARF = &rea foliar.
** *Significativo, pelo teste F, a 1% e 5% respectivamente. "ndo significativo pelo teste F.
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O uso do amonio como fonte Unica de nitrogénio reduziu consideravelmente o didmetro
do caule, resultado observado a partir de 7 dias da aplicacdo dos tratamentos. Apos 28 dias,
com a aplicacdo de 100% do nitrogénio na forma amoniacal, houve redu¢cdo em média de 65%
quando comparado aos valores obtidos com as proporg6es 100:0, 75:25 e 50:50 de NO3:NH4*
(Figura 2B). Para as dosagens superiores a 50% de nitrogénio nitrico, ndo foram observadas

diferencas no didmetro do caule.
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Figura 2. Comprimento da haste principal (A), diametro do caule (B), comprimento da raiz (C)
e numero de ramificacBes (D) de plantas de Physalis angulata L. cultivadas em sistema
hidrop6nico sob diferentes proporcdes de nitrato e aménio. (T1- 100:0, T2 — 75:25, T3 — 50:50,
T4 —25:75, T5 - 0:100 de NO3:NH4")

O comprimenro da raiz também foi afetado negativamente pela alta concentracdo de
amonio, contudo, sé houve reducdo e alteracdo no padrao de crescimento com a utilizacdo de
100% do nitrogénio na forma amoniacal, no qual houve uma reducdo média de 22% a 29%

comparado aos demais tratamentos (Figura 2C). Para as plantas cultivadas com aplicacdo de
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75% de NH4" ndo houve diferenca em comparacédo aos tratamentos com predominio da forma

nitrica (Figura 2C).

Com relagdo ao numero de folhas, foi observado que as ramificagfes surgiram somente
apés 21 dias da aplicacdo dos tratamentos para todas as propor¢des de NOs:NH.* utilizadas,
exceto para o cultivo com a fonte Gnica amoniacal (Figura 2D). Ao final de 28 dias, as plantas
cultivadas com 100, 75 e 50% de nitrato na solucdo apresentaram a média de 6 ramificagdes,
enquanto as plantas cultivadas com 75 e 100% de amdnio continham 4 e 1 ramificagéo,
respectivamente (Figura 1; 2D).

Apesar do padrdo de crescimento da folha ter se mantido o mesmo para cada variavel
nas diferentes fontes nitrogenadas, os valores obtidos foram bem inferiores quando o cultivo
ocorreu com 0 aménio como fonte Unica de nitrogénio (Figura 3). A reducéo na largura do 1°
par de folha ocorreu a partir de 14 dias, quando fornecido somente NH.* (Figura 3A). Nas
plantas supridas com 75% do nitrogénio na forma amoniacal também houve diminui¢do na
largura foliar, observada a partir de 21 dias da aplicagdo dos tratamentos. O fornecimento de
75:25 de NO3:NH4* proporcionou a maior largura no primeiro par de folha (8,93 c¢cm), ndo

havendo diferenca para o uso das proporcoes 100:0 e 50:50 (Figura 3A).

A diferenca no comprimento do 1° par de folha com a aplicacédo das fontes nitrogenadas
foi perceptivel a partir de 14 dias, no qual o uso das doses de aménio superiores a 50% do
nitrogénio total afetou negativamente (Figura 3A). Assim, como para a largura da folha, o
comprimento foliar foi maior com o fornecimento de NO3 e NH4™ na proporcéo de 75:25 (13,20
cm), ndo havendo diferenca para o fornecimento de 100:0 e 50:50 (Figura 3B). Quando
comparado o uso do nitrato e do amdnio como fontes Unicas, o fornecimento de nitrato obteve

melhor resultado, sendo 89% superior ao amonio.

Dentre os parametros que medem o tamanho da folha, a area foliar foi 0 que apresentou
sintomas mais rapidamente. Apos 7 dias do transplantio para a hidroponia, as plantas cultivadas
com o fornecimento de 75% e 100% de amdnio ja apresentavam a area foliar bem inferior. Aos
28 dias, as plantas com fornecimento de nitrato e amdnio na mesma propor¢do (50:50)
obtiveram a maior area foliar (108,5 mm2), um valor 338% maior que o das plantas cultivadas

com o aménio como fonte Unica (22,23 mm?2) (Figura 3C).
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Figura 3. Largura (A), comprimento (B) e area (C) do primeiro par de folhas das plantas de
Physalis angulata L. cultivadas em diferentes fontes de nitrogénio. (T1- 100:0, T2 — 75:25, T3
—50:50, T4 — 25:75, T5 — 0:100 de NO3:NH4")

Fases fenologicas

Nos cultivos com o uso das proporcoes 100:0, 75:25 e 50:50 de NO3:NH4", as plantas
ndo demonstraram diferencas no tempo necessario para a ocorréncia dos estadios fenologicos
(Figura 4). O surgimento dos bot@es florais ocorreu 14 dias apds o transplantio (DAT) (29 dias
de cultivo). Aos 21 DAT as plantas ja apresentavam flores abertas e, aos 28 DAT (47 dias de
cultivo), a producdo de frutos teve inicio (Figura 4). A aplicacdo de 75% do N na forma
amoniacal atrasou a ocorréncia das fases fenoldgicas, e reduziu a duracdo da flora¢do. Quando
as plantas foram supridas somente com NH;*, ndo alcancaram o estadio reprodutivo,

apresentando apenas 0s 0rgaos vegetativos ao longo do cultivo (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento vegetativo, ocorréncia de botdes florais, flores abertas e inicio da
frutificacdo em plantas de Physalis angulata L. submetidas a diferentes concentragdes de nitrato
e amonio na solugdo nutritiva. (T1- 100:0, T2 — 75:25, T3 — 50:50, T4 — 25:75, T5 — 0:100 de
NO3:NH4").

Conteudo de clorofila

O teor de clorofila total (a + b) foi influenciado pela fonte nitrogenada aplicada (Tabela
2). Os tratamentos com o uso das fontes de N combinadas seguiram um mesmo padréo ao longo
do cultivo, sendo o teor méaximo observado entre os 14 e 21 dias. O fornecimento de 100% do
N total na forma nitrica ocasionou menor teor de clorofila comparado ao uso das fontes
combinadas, apesar de apresentar o mesmo padrdo quadratico (Figura 5). Aos 28 dias, 0
maximo contetido de clorofila foi obtido com a proporgao 75:25 (50,01 pg.cm) e 0 menor com
0:100 (31,29 pg.cm?), uma reducio de 38% (Figura 5). O uso do NH4* como fonte tinica de N
para as plantas proporcionou um aumento no teor de clorofila em relacdo ao tempo, entretanto,
com valores bem inferiores ao obtido para os demais tratamentos (Figura 5). Ademais, ocorreu
clorose foliar nas plantas supridas somente com aménio, com folhas pequenas e amareladas
(Figura 1).
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Tabela 2. Resumo da analise de varianciapara a clorofila total (CHL) e atividade da redutase
do nitrato (aRN) avaliadas ao longodo desenvolvimento das plantas de Physalis angulata L.
cultivadas em sistema hidropdnico sob diferentes propor¢des de nitrato e aménio na solucéo

nutritiva.

Quadrados Médios

Fonte de variagéo GL
CHL Foliar aRIl?\ladicular
Tempo (T) 4 351287 11059 42,18
Fonte deNitrogénio (N) 4 1.101,0° 1,28" 4,55™
TXN 16 97,157 1,347 1,23™
Residuo 125 25,19 0,49 0,28
CV (%) 12,88 21,18 39,69

** *Significativo, pelo teste F, a 1% e 5% respectivamente. "ndo significativo pelo teste F.
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Figura 5. Teor de clorofila das folhas de Physalis angulata L. quando submetidas a propor¢oes
de nitrato e/ou aménio. (T1- 100:0, T2 — 75:25, T3 — 50:50, T4 — 25:75, T5 — 0:100 de NOz"
ZNH4+).

Atividade da Redutase do Nitrato
A atividade da redutase do nitrato foi influenciada pelas fontes de nitrogénio aplicadas
ao longo do cultivo (Tabela 2). Para todos os tratamentos, a reducdo do nitrato ocorreu,

inicialmente, em maior quantidade, no tecido foliar. Por volta dos 14 DAT, tem inicio uma
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diminuicdo na atividade da RN foliar, tornando, apds os 21 DAT, a raiz o principal local de
assimilacdo de NOs em plantas cultivadas com ambas as fontes ou exclusivamente com N-
nitrico (Figura 6). Apesar dessa reducdo na aRN foliar também ter ocorrido no tratamento com
100% de NH4", a folha ainda continuou apresentando uma atividade enzimatica maior do que
a raiz, mantendo-se como sitio principal de assimilagdo até os 28 DAT (Figura 6). Aos 28 DAT,
o fornecimento de 75:25 de NOs:NH4" resultou em menor atividade enzimatica foliar (0,45
umoles NO2 gt ht) (Figura 6A), entretanto, 0 mesmo obteve a maior aRN na raiz (3,49 umoles
NO g* h?) (Figura 6B).
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Figura 6. Atividade da Redutase do Nitrato foliar (A) e radicular (B) de Physalis angulata L.
ao longo do desenvolvimento cultivadas com doses de nitrato e/ou aménio. (T1- 100:0, T2 —
75:25, T3 —50:50, T4 — 25:75, T5 — 0:100 de NO3:NH4").

Discussao

Para um grande nimero de espécies, incluindo diversas solanaceas, o excesso de amdnio
na rizosfera é toxico, apresentando como sintoma a supressdo do crescimento (Britto e
Kronzucker 2002). A toxicidade do amdnio pode estar associada com diversos fatores, entre
eles a reducdo na absorcdo de outros cations como o Ca*, Mg* e K*, nutrientes essenciais para
o crescimento da planta (Holzschuh et al. 2001; Britto e Kronzucker 2002). Em trabalhos
anteriores, ja foi constatado menor teor desses cations no tecido vegetal quando supridos com
altas doses de amdnio (Helali et al. 2000; Holzschuh et al. 2001; Roosta e Schjoerring 2007).
Em Physalis peruviana, a auséncia de calcio acarreta no menor desenvolvimento da raiz,
reducdo no numero de raizes laterais e também afeta o desenvolvimento de folhas jovens
(Moschini et al. 2017), semelhante ao observado nesse trabalho com P. angulata, indicando

que a toxicidade do NH4* pode estar relacionada a reducdo na absor¢éo de outros nutrientes.
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O fornecimento de altas concentracdes de NH4* reduz a absorcéo de potassio, o que leva
a sua exportacdo das folhas e reciclagem no floema (Lu et al. 2005). O ion K™ tem um papel
importante no estabelecimento do turgor celular, sua concentracdo nas células-guardas €
responsavel pelos mecanismos de abertura e fechamento estomético (Andrés et al. 2014),
podendo reduzir a absorcao de agua pela planta. Apesar de ndo demonstrarem sinais de estresse
hidrico, plantas de tabaco nutridas com altas concentragdes de aménio tiveram a transpiracéo e
a condutancia estomaticas reduzidas (Lu et al. 2005), assim como em tomateiro, 0 NH4"
acarretou na reducdo na eficiéncia no uso da agua (Lugert et al. 2001).

A manutencdo do status hidrico da planta é necessaria para a turgidez celular,
mecanismo responsavel pela expansao foliar. Quando o NH4" limita a absor¢ao de K*, principal
ion de estabelecimento do turgor, é provavel que reducdes no tamanho da folha ocorram, como
mostramos em Physalis angulata, e também observado por outros autores em roseira (Guo et
al. 2011), mandioca (Cruz et al. 2006) e Arabidopsis thaliana (Helali et al. 2010). O NH4" tem
sido proposto como limitante a capacidade de retencdo de agua nas plantas, reduzindo a

condutividade hidrica nas raizes e afetando a expanséo foliar (Guo et al. 2002).

Outro efeito negativo da alta concentracdo de amonio, provavelmente relacionada a
supressdo da absorcdo do K*, é a reducdo nas trocas gasosas em plantas (Guo et al. 2011). O
carbono que é incorporado em compostos organicos no ciclo de Calvin-Benson é oriundo do
CO, atmosférico, e a sua aquisicdo ocorre através da abertura estomatica. Desse modo, a
nutricdo amoniacal pode reduzir a taxa fotossintética e, consequentemente, a disponibilidade
de carboidratos e acidos organicos para o crescimento vegetal, como relatado em roseira (Guo
et al. 2011) e A. thaliana (Hachiya et al. 2012). Por outro lado, muitos autores associam a
reducdo no crescimento, em plantas supridas com amdnio, ao alto consumo de &cidos organicos
para a assimilacdo do NH4* em excesso, afim de evitar o seu acimulo nos tecidos. E conhecido
gue a nutricdo amoniacal reduz os niveis teciduais de acidos dicarboxilicos (ndo-aminos) e
aumentam a concentracdo de aminoacidos nos tecidos (Britto e Kronzucker 2002). Ja foi
demonstrado em plantas de A. thaliana que o meio com aménio elevou o consumo de 2-
oxoglutarato e o acumulo de glutamina, levando ao desequilibrio entre o metabolismo de

aminodcidos e acidos organicos (Hachiya et al. 2012).

A diminuicdo na quantidade de &cidos organicos nas plantas, seja pela redugdo da
atividade fotossintética ou pelo alto consumo para incorporacdo do amdnio, reduz a

disponibilidade de esqueletos de carbono para o crescimento vegetal, ocasionando plantas com
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menor altura, didmetro do caule e comprimento da raiz. Apesar da taxa fotossintética ndo ter
sido avaliada nesse trabalho, a reducdo na parte aérea e na raiz das plantas de P. angulata
cultivadas somente com NH4" na solucdo é um indicativo da utilizacdo do carbono assimilado
para outras atividades metabdlicas em detrimento do acimulo de massa seca ou da menor

atividade fotossintética dessas plantas.

Uma hipotese inicialmente proposta por Britto et al. (2001) e investigada por seu grupo
de pesquisa posteriormente (Szczerba et al. 2008; Coskun et al. 2013), diz que a toxicidade do
amonio é resultado do alto custo energético do bombeamento de NH.* para fora das células,
quando submetidas a taxas altas, em espécies sensiveis ao NH4", ao que o autor denomina de
ciclagem futil. Segundo esses autores, 80% do NH4" absorvido é bombeado para fora da célula
através de um processo de alto custo energético, 0 que aumenta a respiracdo nas raizes e,
consequentemente, reduz o seu crescimento. Em P. angulata, a reducéo no crescimento da raiz
foi bem acentuado quando supridas com N-amoniacal, assim como em Panicum maximum
(Andrade et al. 2001), no tabaco (Lu et al. 2005), e no amendoim (Ribeiro et al. 2012), apesar

de em nenhum dos casos ser conhecida a taxa de efluxo de NH4*.

Apesar da existéncia de um mecanismo de efluxo de NH4", esse em altas concentracdes
na solucdo pode acumular-se nos tecidos acarretando diversas respostas no vegetal. Barker
(1999) demonstrou que a evolucdo do etileno no tecido foliar aumentou linearmente com o
acimulo de NH4". Sabe-se que o etileno é um inibidor da divisao celular, podendo reduzir o
crescimento de caule, peciolos e a expansdo foliar (Lee e Reid 1997; Pierik et al. 2006), alem
disso atua na senescéncia de flores e folhas (Davies 2010), sendo 0s eventos iniciais da
senescéncia foliar a deterioracdo dos cloroplastos e o catabolismo da clorofila (Taiz e Zeiger
2014). Nao sabemos ao certo se em plantas de P. angulata ocorreu evolucdo do etileno com o
fornecimento de alta concentracdo de NH4*, entretanto, observamos um menor teor de clorofila,
clorose foliar e menor expanséao foliar, assim como observado por Helali et al. (2010) em A.

thaliana.

A maioria dos efeitos da toxicidade do aménio séo, frequentemente, relacionados a
alteracdes no pH do meio externo. A absorcdo do NH4™ ocorre por via uniporte, mediado por
um transportador, aumentando assim as cargas positivas no citoplasma das células, gerando um
desequilibrio eletrostatico entre o meio intra e extracelular, o que promove um efluxo de H™,
acarretando na acidificacdo fora da célula (Bredemeier e Mundstock 2000). Essa acidificacéo

da solucdo leva a faixa de indisponibilidade de alguns nutrientes essenciais como nitrogénio,
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fosforo, potéssio, célcio e magnésio (Silva et al. 2010), influenciando no metabolismo da planta,
como ja citado anteriormente. J&, a absorcdo do nitrato ocorre por via simporte, com o transporte
simultaneo de 2 H*, levando a alcalinizacdo do meio externo (Bredemeier e Mundstock 2000).
Assim, o fornecimento simultaneo de nitrato e amdnio pode contribuir para manutencéo do pH
da solucdo, ja que a alcalinizacdo da rizosfera pela absor¢do do NOs™ pode limitar a acidificacdo
causada pela absorcdo do NH4™ (Britto e Kronzucker 2002), e dessa forma atenuar os efeitos da
toxicidade.

A proporcao de nitrato: aménio que deve ser empregada no cultivo depende da espécie.
Para a alface recomenda-se o limite de 9 a 12% de NH4" no N total (Andriolo et al. 2006), ja
para o tomate, Sandoval-Villa et al. (2001) propdem que a concentragdo do amoénio no cultivo
hidrop6nico deve estar entre 25 e 30% do nitrogénio total. Em P. angulata, a faixa de tolerancia
ao amonio parece ser maior, ja que a aplicacdo de 50% do N na forma amoniacal ndo afetou o

crescimento da parte aérea e raiz, a expansao foliar, nem o teor de clorofila.

Além de atenuar a exigéncia do balanceamento de cargas no citosol e as alteraces no
pH, o fornecimento do nitrato e amdnio combinados pode favorecer o crescimento da planta,
aumentando em 40 a 70% quando comparado a fontes Unicas, o que pode estar relacionado a
maximizacdo da citocinina (Britto e Kronzucker 2002). As concentracdes de citocininas ativas
em folhas e xilema sdo reduzidas quando as plantas sdo nutridas somente com NH4*, e o alivio
dos sintomas da toxicidade do amonio dependente do NOs’, 0 que pode estar relacionado a uma
regulacdo positiva nitrato/citocinina ainda ndo bem conhecida (Rahayu et al. 2005; Hachiya et
al. 2012). Como as citocininas atuam na divisdo celular e no crescimento de gemas laterais
(Davies 2010), é de se esperar que plantas cultivadas com as duas fontes nitrogenadas
apresentem maior crescimento e ramificacdo, como visto nesse experimento. Ademais, as
citocininas promovem a conversdo de etioplastos em cloroplastos e também podem melhorar a
abertura estomatica em algumas espécies (Davies 2010), acarretando em maior atividade
fotossintética e consequente disponibilidade de esqueletos de carbono para incorporagdo do

amonio, e assim evitar a sua toxicidade.

O efluxo de nitrogénio através da ciclagem futil do NH4* também é reduzido quando as
plantas sdo supridas com as fontes nitrogenadas combinadas, fazendo com que a absorc¢éo de
nitrogénio, nesse caso, seja até 75% superior do que com a aplicacdo do amdnio ou nitrato de
forma isolada (Britto e Kronzucker 2002). Em A. thaliana, o baixo acimulo de nitrogénio em

plantas cultivadas em meio s6 com NH.*, comparado as fontes combinadas, sugere que a
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deficiéncia no nitrogénio pode ser o fator limitante ao crescimento (Helali et al. 2010). Néao
avaliamos o teor de nitrogénio total nesse experimento, entretanto, plantas de P. angulata
cultivadas com baixo teor de nitrogénio na solugdo hidrop6nica tiveram a érea foliar, a altura
da parte aérea e o didmetro do caule reduzidos, bem como menor teor de N total em folhas e
caule (Leite et al. 2017).

Apesar do mecanismo de reducédo da toxicidade do NH4* dependente de NOs™ ndo ser
totalmente compreendido, esse experimento mostrou que em P. angulata a aplicacdo conjunta
das fontes nitrogenadas promove maior crescimento das plantas, desenvolvimento foliar, teor
de clorofila, e ndo retardou o inicio do estadio reprodutivo, sendo mais eficiente que a aplicagdo

das fontes isoladas.

A quantidade de nitrogénio absorvida varia durante o ciclo de desenvolvimento da
planta, aumentando progressivamente durante a fase vegetativa, atingindo seu apice durante 0s
estadios reprodutivos, reduzindo posteriormente (Bredemeier e Mundstock 2000). Inicialmente,
durante o rapido crescimento vegetativo, grande parte do N absorvido é transportado para as
folhas, onde ocorre a reducdo e assimilacdo para a sintese de clorofila, rubisco e demais
proteinas foliares (Bredemeier e Mundstock 2000). Assim, a maior atividade da RN foliar
observada em P. angulata durante os primeiros 14 DAT deve estar relacionada ao rapido
suprimento de nitrogénio para o desenvolvimento do maquinario fotossintético nas folhas. Por
outro lado, durante o estadio reprodutivo ocorre a remobilizacdo do nitrogénio foliar para o
desenvolvimento das flores e frutos. A maior quantidade de aminoécidos, oriundos da
degradacdo de proteinas foliares, atuam como reguladores, diminuindo a atividade da RN,
provavelmente pela inibicdo da acdo dos transportadores de NOs™ na membrana (Imsande e
Touraine 1994). Assim, com a aRN foliar reduzida, a maior parte do NO3™ absorvido é reduzido
pela RN radicular. Ademais, a reducdo no teor de clorofila em folhas de P. angulata teve inicio
juntamente com o evento de floracdo, indicando a remobilizacdo do N para os novos drenos.
Entretanto, para as plantas supridas somente com o aménio, essa relacdo entre a producdo de
flores e frutos e a diminuicdo da aRN e do teor de clorofila ndo foram observados, ja que essas

plantas ndo alcangaram o estadio reprodutivo.

Os dados da atividade da RN em plantas quando supridas com nitrato e/ou amdnio nao
sdo concisos. Guimarées et al. (2014) observaram a reducdo da aRN em eucaliptos supridos
exclusivamente com aménio, entretanto, o uso de nitrato somente e a combinacdo das fontes de

N ndo diferiram. Ja, Andrade et al. (2001) obtiveram maior aRN com o uso de 50:50 de NOs
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:NH4* em capim colonido, sugerindo um efeito estimulador do amonio na atividade da RN na
presenca de nitrato, enquanto Helali et al. (2010), em A. thaliana, ndo observaram diferencas
na atividade dessa enzima quando as plantas foram cultivadas em propor¢des de NOs:NH,".
Na P. angulata, quando analisados os tecidos foliar e radicular separadamente, percebemos
diferencas na aRN em diferentes proporcdes de NOs:NH4*, entretanto, essas diferencas
parecem estar mais associadas ao estadio fenoldgico da planta do que a forma nitrogenada
empregada, ja que ao analisar a aRN total da planta, em ambos o0s tecidos, ndo houve diferenca

na atividade enzimatica.

Conclusao

Os resultados desse estudo mostraram que a Physalis angulata é uma espécie sensivel
ao uso exclusivo do aménio como fonte de N na solucdo nutritiva, apresentando sintomas de
toxicidade como supressdo do crescimento e expansdo foliar, e reducdo no teor de clorofila.
Ademais, a elevada concentracdo de amoénio prejudicou o desenvolvimento da planta,
retardando a floracéo e a frutificagdo quando em predominio na solucgéo. Por fim, recomenda-
se para o cultivo de P. angulata o suprimento de nitrogénio nas proporc¢des de 75:25 ou 50:50

de NO3:NH4" pois promovem melhor crescimento e desenvolvimento das plantas.
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Resumo:

A escolha da fonte nitrogenada adequada é de suma importante pois afeta o desenvolvimento
da planta e a producéo de frutos e sementes. Popularmente conhecida como mullaca, camapu e
jua-de-capote, Physalis angulata L. € conhecida pelo seu uso medicinal e pelo seu alto valor
nutricional. Deste modo, esse trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade dos frutos e de
sementes de P. angulata obtidos de plantas cultivadas em sistema hidropdnico, sob diferentes
concentracdes de nitrato e amonio. Os tratamentos consistiram de quatro proporc¢des de NO3
:NH4* (100:0, 75:25, 50:50, 25:75). Ao final do cultivo os frutos foram coletados para
realizacdo de analises biométricas, quimicas e para a retirada de sementes para realizacdo do
ensaio de germinacdo. O teste de germinacdo foi conduzido em camara de germinagdo e 0s
parametros avaliados foram a porcentagem de germinacdo, tempo médio, velocidade,
coeficiente de uniformidade da germinacdo e frequéncia relativa. Os frutos de menor massa e
didmetro foram obtidos com doses acima de 50% de amdnio, entretanto, houve aumento no
°Brix, e na relacdo SST/ATT. Essa dosagem também reduziu a porcentagem, velocidade e
uniformidade da germinacdo. A utilizacdo combinada das fontes nitrogenadas (50:50 de NO3

:NH4") é aconselhavel pois produz frutos maiores, mais doces e com sementes vigorosas.

Palavras-chave: camapu, nitrato, aménio, germinacéo.
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Abstract:

In planting, it is of utmost importance to choose an appropriate nitrogen source since it affects
plant development, and fruit and seed yield. Popularly called balloon cherry, wild tomato,
camapu, among other names, Physalis angulata L. is known for its medicinal use and its high
nutritive value. This study aimed to evaluate the quality of P. angulata fruits and seeds obtained
from plants grown in a hydroponic system under different concentrations of nitrate and
ammonium. Treatments consisted of four ratios of NO3:NH4* (100:0, 75:25, 50:50, 25:75).
After full grown, the fruits were collected for biometric and chemical analyses, and seeds were
removed for the germination test. The germination test was conducted in a germination chamber
and the parameters evaluated were germination rate, mean germination time, speed,
germination uniformity coefficient, and relative frequency. Fruits with lower weight and
diameter were obtained at doses above 50% of ammonium; however, there was an increase in
°Brix and in the SS/TT ratio. Such dosage also reduced the rate, speed and uniformity of
germination. The combined use of nitrogenous sources (50:50 of NO3:NH4") is recommended

because it produces larger, sweeter fruits with vigorous seeds.

Keywords: camapu, nitrate, ammonium, germination.

Introducéo

O género Physalis tem destaque principalmente pelo potencial medicinal das suas
espécies, contudo, seus frutos, caracterizados pela presenca de um calice inflado que o envolve
(Tomassini et al. 2000), tem alto valor nutricional e sdo comercializados em alguns paises. No
Brasil, destaca-se o plantio e consumo dos frutos de Physalis peruviana que podem ser
utilizados na fabricacdo de doces, geleias, sucos, sorvetes e iogurtes, no consumo in natura e na
producdo de docinhos sofisticados para festas. No entanto, no norte e nordeste do Brasil tem
destaque a Physalis angulata L., espécie de ocorréncia natural (Matos 2000), que surge como

alternativa para a regiao.

A P. angulata é uma planta herbacea de aproximadamente 70 cm de altura, conhecida
popularmente como mullaca, camapu e jud-de-capote (Freitas et al. 2006). Seus frutos, uma
baga globosa com numerosas sementes, tem sabor adocicado e levemente acido, com alto teor
de vitaminas, fésforo, ferro, flavonoides e fibras (Rufato et al. 2008, Velasquez et al. 2007).

Apesar desse grande potencial, a espécie € pouco explorada, e poucas pesquisas sao realizadas
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sobre o seu cultivo, sobretudo referente as técnicas para aumentar a produtividade e a qualidade

dos frutos.

A fertilizacdo do solo esté diretamente relacionada a produtividade das culturas, sendo
0 nitrogénio o macronutriente mais requerido pelas plantas, pois influencia na fotossintese, na
reparticdo de fotoassimilados entre a parte reprodutiva e vegetativa, no desenvolvimento celular
e na composicao de importantes biomoléculas (Queiroga et al. 2007). Trabalhos relacionados a
fertilizagdo em P. angulata demonstraram que o incremento da adubacdo NPK resultou na
reducdo da massa dos frutos e aumento nas perdas de frutos (Thomé et al. 2010) e, em cultivo
hidropdnico, Leite et al. (2017) observaram um aumento da producéo de frutos da espécie com

maiores dosagens de N na solugédo nutritiva.

Um importante desafio no cultivo de frutiferas & aumentar a produgdo sem interferir na
qualidade final do produto. Assim, é necessario ndo so adequar a dosagem dos fertilizantes
utilizados, mas determinar a melhor fonte de nutrientes para cada espécie cultivada. As plantas
geralmente mostram diferentes respostas em sua fisiologia e crescimento quando submetidas a
diferentes fontes de N. A preferéncia por nitrato ou aménio varia em funcéo das espécies, que
no geral esta relacionada as caracteristicas genéticas e as condigdes ambientais (Majerowicz et
al. 2000). As plantas supridas com N-amoniacal gastam menos ATP para cada N assimilado,

porém, em excesso pode causar problemas de toxidez (Kronzucker et al. 2001).

Em plantas de P. angulata, a influéncia da fonte nitrogenada, sobretudo na qualidade
dos frutos, ndo foi investigada. Entretanto, em plantas de tomate a aplicagdo combinada de NO3”
e NH4" reduz o rendimento de frutos associado ao aumento na qualidade, com frutos com maior
teor de sdlidos soluveis totais, maior acidez e menor pH (Flores et al. 2003). Ademais, é sabido
que plantas gue se desenvolvem em condicGes nutricionais adequadas tem maior potencial para
producdo de sementes bem formadas e vigorosas (Alves et al. 2005). Com a demanda crescente
por sementes de alta qualidade, cresce também a necessidade de estabelecer as fontes

nutricionais mais adequadas para producdo das mesmas.

Diante do exposto, objetivou-se estimar o efeito de distintas concentrac6es de nitrato e
amdnio na qualidade dos frutos e de sementes de P. angulata obtidos de plantas cultivadas em

solucdo nutritiva.
Material e Métodos

O experimento foi realizado no municipio de Feira de Santana — BA, na Unidade

Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (12°14°21"537S e
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38°58°46"W, a uma altitude de 258 metros), regido de clima sub-Umido seco, segundo a
classificagdo de Thornthwaite (Santos et al. 2018), em estufa de crescimento vegetal com
cobertura plastica transparente, de novembro de 2017 a marco de 2018.

A semeadura foi realizada em copos descartaveis de polipropileno, com capacidade para
200mL., contendo substrato comercial, utilizando duas sementes por copo. Apds a germinacdo
e quando as mudas apresentavam dois pares de folhas verdadeiras com aproximadamente 10
cm, foi realizado o transplante para sistema hidropdnico do tipo leito flutuante. A solucéo
nutritiva de referéncia utilizada foi a de Sarruge, modificada para o cultivo de P. angulata (Leite
et al. 2017), composta pelos seguintes macronutrientes, em mg L™: N=162; P=31; K=234,6;
Ca=200,4; Mg=48,6; S=64,1. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 5 repeticdes, compostas de uma planta cada. Os tratamentos consistiram em
diferentes combinacdes de fontes nitrogenadas na solugdo nutritiva, com quatro proporgdes de
NO3:NH4" (T1 - 100:0; T2 — 75:25; T3 — 50:50; T4 — 25:75).

Foram utilizados vasos com 6 L de capacidade, contendo 1 planta por vaso. Durante o
cultivo, o pH da solucdo nutritiva foi mantido entre 5,5 e 6,5, e a condutividade elétrica foi
monitorada periodicamente, sendo a solugéo trocada quando a condutividade reduzia em 25%

quando comparada a inicial.

Apo6s 73 dias do inicio do cultivo, 50 frutos por tratamento completamente
desenvolvidos foram coletados manualmente e aletoriamente, em diversas posicGes nas plantas,
e levados ao laboratorio onde foram realizadas as analises. As caracteristicas fisicas avaliadas
foram: peso fresco do fruto (PF) e peso de sementes por frutos (PSF), ambos determinados com
uso de balanca analitica de precisdo; coloracdo dos frutos, mediante comparacdo com a carta
de cores RHS (The Royal Horticultural Society 2001); diametro transversal (DT) (medida da
regidao mediana) e didmetro longitudinal (DL) (medida do apice a base), usando paquimetro

digital. Posteriormente, calculou-se a relacdo DL/DT para indicar o formato dos frutos.

As caracteristicas quimicas avaliadas foram: teor de solidos sollveis totais (SS),
expresso em °Brix, determinado com refratdmetro digital com correcdo de temperatura para
20°C; acidez total titulavel (TA), por titulometria com solucdo de NaOH 0,1N, conforme
metodologia proposta por Moretti et al. (1998). Posteriormente, calculou-se a relacao
SST/ATT.

As sementes foram retiradas manualmente sob &gua corrente até a separacdo completa
da polpa e colocadas para secar em temperatura ambiente por 48 horas. A andlise da viabilidade
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da semente foi realizada por meio de teste de germinagéo, utilizando-se quatro subamostras de
50 sementes, totalizando 200 sementes por tratamento. As sementes foram colocadas para
germinar em placas de Petri com 2 folhas de papel germitest, umedecidas com agua destilada.
Os ensaios foram conduzidos em camara de germinacdo com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura alternada de 20-30°C. A contagem das sementes germinadas foi realizada
diariamente por um periodo de 21 dias, sendo consideradas germinadas as sementes que
emitiram a radicula. Com os dados obtidos foi calculada a porcentagem de germinacdo (%G),
o tempo médio de germinacdo (TMG), a velocidade de germinacdo (V) e a frequéncia relativa
(FR).

As médias dos dados obtidos foram testadas quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, sendo os dados de % da coloragéo dos frutos e %G transformados por arcoseno da raiz
quadrada de X sobre 100 para as analises estatisticas, entretanto foram apresentados nas tabelas
os valores sem transformacdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia com
comparacgdo de medias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do software SISVAR
(Ferreira 2014).

Resultados e Discussao

A utilizacdo de diferentes concentracdes de nitrato e aménio no cultivo de P. angulata
refletiu na qualidade dos seus frutos. No que concerne a caracterizacao fisica, observa-se um
efeito negativo do uso do nitrogénio na forma amoniacal acima de 50% na solucdo nutritiva,
promovendo reducdo no peso dos frutos e nos diametros transversais e longitudinais (Figura 1-
A,B,C).

Os frutos com maiores pesos (1,89 g) foram obtidos de plantas cultivadas utilizando
somente o NOz', entretanto, ndo houve diferenca significativa para o cultivo com 50% de nitrato
e 50% de aménio. Quando na solucdo hidropdnica prevalecia o0 uso de aménio, 0 peso médio
dos frutos foi 1,07 g (Figura 1-A). Resultado similar foi observado por Flores et al. (2003), no
qual o incremento de aménio reduziu o peso dos frutos de tomate, sendo o maior valor obtido
com a adicdo exclusivamente da forma nitrica. Por outro lado, Antinez-Ocampo et al. (2014)
ndo observaram diferenca no peso dos frutos de Physalis peruviana com o uso de diferentes
proporcoes de nitrato e amdnio, entretanto, ndo foram avaliadas doses superiores a 50% de
NH,4".
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Figura 1. Caracteristicas fisicas dos frutos de Physalis angulata coletados de plantas cultivadas
em diferentes fontes nitrogenadas. A — peso do fruto (PF); B — diametro transversal (DT); C —
diametro longitudinal (DL); D — Rela¢do DL/DT; E - peso de sementes por frutos (PSF). *Letras

distintas nas barras diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Do mesmo modo, 0os menores valores observados para os diametros longitudinal e

transversal, 11,69 e 11,65 mm, respectivamente, foram com a proporc¢do 25:75 NOs:NH4", que
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também acarretou na menor relagdo DL/DT (Figura 1-B,C,D). O didmetro longitudinal e
transversal quando analisados em conjunto definem o formato do fruto, sendo mais redondo
quanto mais proximo for de 1 (Gerhardt et al. 1997). Assim, apesar da reducdo na relacdo
DL/DT, o formato do fruto ndo alterou quando utilizada as diferentes fontes nitrogenadas, pois

manteve-se proximo a 1, sendo considerados como globular ovais.

Resultado semelhante foi observado por Rivera-Espejel et al. (2014) para o tomate, que
obtiveram frutos com o menor didmetro longitudinal e transversal quando aplicada somente a
forma amoniacal e os maiores valores com o uso das formas combinadas, ndo ultrapassando
50% de amonio. Diferente do descrito por Sokri et al. (2014), que ndo observaram diferenca no
DL, DT, na relacdo DL/DT e no peso de macds cultivadas em diferentes fontes nitrogenadas,
corroborando o fato da sensibilidade ao amonio variar entre as espécies. Brito & Kronzucker
(2002) classificam a familia Solanaceae como sensivel a0 NH4*, demonstrando sintomas de

toxidez, como severa reducdo no crescimento.

O uso em maior proporcéo do amonio na solucdo hidropdnica também reduziu o peso
médio de sementes por fruto. Nos tratamentos com 100:0, 75:25 e 50:50 de NO3:NH4*, o PSF
obtido foi de 0,084, 0,095 e 0,083 g, respectivamente, ja no tratamento com 25:75 o peso foi de
0,043 g (Figura 1E). Ribeiro et al. (2002) verificaram uma correlacdo entre o tamanho do fruto
e a producdo de sementes de tomate, no qual os frutos maiores produziam maior massa de

sementes, corroborando o observado nesse trabalho.

Em relacdo a caracterizacdo quimica dos frutos, também houve influéncia da fonte
nitrogenada utilizada. O teor de solidos soluveis totais foi maior nos tratamentos com 50:50 e
25:75 de NOs3:NH4*, com 12,18 e 12,63 ° Brix, respectivamente, indicando que a maior
disponibilidade de aménio na solucdo favorece o acumulo de SS (Figura 2A). Resultados
semelhantes foram obtidos por Flores et al. (2003) e Rivera-Espejel et al. (2014) para o tomate

e por Antunez-Ocampo et al. (2014) para a P. peruviana.

O aménio tende a reduzir a absorcéo de cations pela competicdo por sitios de absorcao
(Assuncdo et al. 2018), diminuindo a concentragdo de célcio, magnésio e potassio (Serna et al.
1992). O K ¢ essencial para o aumento de SS, e a utilizacdo do NH4" na solucdo reduziu a sua
concentracdo em plantas de macéa e arroz (Holzschuh et al. 2011; Sokri et al. 2014). Martinez
et al. (2008) observaram que um dos sintomas da deficiéncia em K nas plantas de P. peruviana

foi a reducéo de 13,6% no teor de SS.
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A acdo antagbnica entre o NH4" e outros cations também pode estar relacionada ao
aumento na acidez dos frutos (Sokri et al., 2014). Para os frutos de P. angulata o maior valor
de ATT foi com o uso da propor¢do 75:25 de NOs:NH4*, ndo havendo diferenga entre os
cultivos com o uso de apenas uma fonte nitrogenada na solugdo (Figura 2B). A acidez é de
fundamental importéncia para a industrializagéo, pois confere maior dificuldade de deterioracao

por microrganismos e permite maior flexibilidade na adicdo de agtcar (Morgado et al., 2010).

0.4 -

A a B El
a e
2] ) C T
T b ab
T i T
10 03 be
" T
x ~—
s £ o :
® 61 < ’
[%2]
4 -
0.1 1
24
0 T T T T 0.0 T T T T
100/0 75125 50/50 25/75 100/0 75/25 50/50 25175
NO3™:NH4" ratio NO3":NHy4* ratio
70 +
c a
60 1 T
a
50 - T
< 40 4 b
= L b
9]
30 - <
20
10 A
0 T T T T
100/0 75125 50/50 25/75

NO3":NH4* ratio

Figura 2. Caracterizacdo quimica dos frutos de Physalis angulata coletados de plantas
cultivadas em diferentes proporc¢des de nitrato e amoénio. A — Solidos soltveis (SS); B - Acidez
total titulavel (ATT); C - Relacdo SS/ATT. *Letras distintas nas barras diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Mais representativa que a medicdo das variaveis isoladas, a relacdo SS/ATT ¢é
importante pois propicia uma boa avaliacdo do sabor dos frutos. O uso das diferentes
proporg¢des de nitrato e amonio influenciou essa relagdo, com o maior valor de 59,51 obtido
com o uso de 25:75 de NO3:NH.*, ndo diferindo do cultivo com 50:50 (Figura 2C). Segundo

Reis et al. (2015), alto conteudo de SS e a baixa ATT indicam uma elevada relagcdo SS/ATT, o
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que significa forte predominancia do sabor doce em frutos. Deste modo, o cultivo com
proporces mais altas de amonio contribui para a producédo de frutos mais adocicados em P.

angulata.

A fonte nitrogenada utilizada também influenciou na coloracdo dos frutos, sendo
observada uma maior quantidade de frutos da cor verde escura no cultivo com 25:75 de NO3z”
:NH4" (Tabela 1). Segundo Galvis et al. (2005), a alteracdo na coloracéo dos frutos de Physalis
é um indicador da maturacdo, mudando da coloracdo verde intensa para o amarelo como
consequéncia da degradacdo da clorofila (Castafieda & Paredes 2003). Deste modo, a maior
porcentagem de frutos verde escuros observada com o uso de 75% de amonio na solugéo indica
que esses ainda ndo atingiram o estadio de maturacdo. Ben-Oliel et al. (2004) observaram que
0 amonio prolongou o periodo para o desenvolvimento dos frutos de tomate e atrasou a colheita

em uma semana.

O grau de maturidade do fruto no momento da colheita pode influenciar na qualidade
fisiologica da semente, o que foi observado com a menor taxa de germinacdo obtida no
tratamento com 25:75 de NO3:NH4". As sementes extraidas dos frutos de plantas cultivadas
com até 50% de amonio na solucdo apresentaram alta %G, superior a 95% (Tabela 2),
considerada por Pérez Camanho et al. (2008) como um nivel aceitavel para o comércio de

sementes.

Tabela 1. Coloracdo dos frutos de Physalis angulata coletados de plantas cultivadas em

diferentes proporc6es de nitrato e aménio.

Proporgdo NO3:NH4*
Coloracéo do fruto (%)

100:0 75:25 50:50 25:75

Amarelo esverdeado 88a 64b 94a 60b
Verde 8b 36a 6b Ob

Verde escuro 4b Ob Ob 40a

*Letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A reducdo observada no uso de 25:75 de NOs:NH4" pode estar relacionada & competicéo

do NH.4" e outros cations por sitios de absor¢ao, como por exemplo o Caz", que tem sua absor¢do
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e consequentemente teor na planta reduzido em altas concentragdes de amoénio (Serna et al.
1992). O célcio estd positivamente relacionado a germinacdo, atuando na manutencdo da
integridade das membranas celulares o que aparentemente confere maior qualidade fisiolégica
a semente (Peske et al. 2003). Entretanto, Oliveira et al. (2003) obtiveram resultado diferente
para o feij@o, no qual o cultivo com sulfato de amdnio proporcionou maior %G do que o nitrato
de potéssio, porém eles avaliaram sementes oriundas de cultivo em campo e ndo em sistema

hidroponico.

Além de reduzir a %G, o uso da forma amoniacal como predominante na solucéo
nutritiva aumentou o tempo médio de germinacédo. Para as propor¢des 100:0, 75:25 e 50:50 o
tempo médio foi de 3,6, 3,0 e 3,2 dias, muito proximo ao descrito por Souza et al. (2017), que
relataram tempo médio de 3,8 dias para a espécie. A maior velocidade de germinacdo foi
observada nos tratamentos 75:25 e 50:50 de NO3:NH4", indicando que a aplicagdo conjunta
das formas nitrogenadas, ndo excedendo 50% de aménio durante o cultivo, gerou sementes

mais vigorosas (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de germinacédo (%G), tempo médio (TMG) e velocidade média (V) da
germinacdo de sementes dos frutos de Physalis angulata oriundos de cultivos com diferentes

fontes de nitrogénio.

Proporcdo NOs:NH4*

100:0 75:25 50:50 25:75

G (%) 99.0a 99.5a 100a 86.0b
TMG (dias™) 3.60b 3.06b 3.27b 4.78a
V (dias™) 0.27b 0.32a 0.30ab 0.21c

*Letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Muitos fatores estdo envolvidos na composicdo e vigor de sementes, sendo o vigor a
soma de todas as propriedades que determinam o potencial para uma rapida e uniforme
emergéncia e desenvolvimento de plantulas normais (Marco Filho 2015). A maior
uniformidade da germinacao foi observada nos tratamentos 100:0, 75:25 e 50:50 de NOs:NHa4",

como pode ser observado nos poligonos de frequéncia relativa (Figura 2), que com a aplicacdo
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dessas proporgdes foram unimodais, diferente do tratamento com 75% de amonio que foi

polimodal.

A partir da fecundag&o, o évulo evolui sofrendo modificacbes que, como resultado final,
origina a semente madura, com maximo tamanho, peso seco e vigor (Peske et al., 2003). Isso
ocorre devido ao acimulo de fotoassimilados na semente, deste modo, alteracbes no aparato
fotossintético podem influenciar na sua formacdo. Lewis et al. (1989) sugerem que o efeito
negativo do NHs" tem sido atribuido a necessidade de utilizagdo dos carboidratos
prioritariamente para a rapida assimilagdo do amdnio absorvido, devido a sua toxidade, em
detrimento as demais atividades da planta, como observado por Silva et al. (2018), no qual as
plantas de P. angulata reduziram o incremento em massa seca sob altas doses de NH4*. Desse
modo, a reducdo na disponibilidade de carbono para sintese de reservas da semente pode

comprometer a sua germinabilidade e vigor.
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Figura 3. Frequéncia relativa de germinacdo de sementes de Physalis angulata coletadas de

frutos oriundos de cultivos em diferentes propor¢des de nitrato e amonio.

Ademais, os resultados obtidos parecem indicar que o predominio de amdnio na solucéo
nutritiva leva ao desequilibrio idnico, comprometendo a absorcéo de outros cations essenciais
para a planta refletindo em frutos de coloracdo mais verde, menores e com sementes com menor
taxa de germinacédo e vigor. Diversos autores observaram o melhor desenvolvimento das plantas
e qualidade de frutos e grdos com o uso da combinacdo das duas fontes nitrogenadas (Antunez-
Ocampo et al., 2014; Ben-Oliel et al., 2004; Holzschuh et al., 2011; Marinho et al., 2001,
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Rivera-Espejel et al., 2014; Sun et al., 2014), corroborando o observado nesse trabalho para a

P. angulata.
Conclusoes

Altas concentragfes de amonio na solugéo nutritiva compromete o tamanho dos frutos,

porém aumenta a relagdo SST/ATT.

A utilizacdo combinada das fontes nitrogenadas (50:50 de NO3:NH4") é aconselhavel

pois produz frutos maiores, mais doces e com sementes vigorosas.
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CAPITULO 5

EFEITOS DOS IONS NITRATO E AMONIO NO METABOLISMO DO
NITROGENIO E DO CARBONO EM PLANTAS DE Physalis angulata L.
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Efeitos dos ions nitrato e aménio no metabolismo do nitrogénio e do carbono em plantas
de Physalis angulata L.
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Resumo:

Poucos estudos abordam os aspectos fisioldgicos das plantas quando submetidas a nutricdo com
nitrato ou aménio, e esses indicam que ha diferencas entre as espécies. Portanto, o objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes propor¢des de nitrato e amdnio no
metabolismo do carbono e do nitrogénio, além da sua influéncia na absorcéo de outros ions,
através da analise da taxa de assimilagcdo de CO2, condutancia estomatica, transpiragéo, e da
quantificacdo do teor de agUcares soluveis totais e redutores, aminoacidos, proteinas, aménio,
nitrato, nitrogénio total, potassio, fosforo e atividade da enzima redutase do nitrato em folhas e
raizes de P. angulata. Em altos niveis, o amonio reduz o teor de clorofila, a condutancia
estomatica e a transpiracao das plantas, e aumenta a concentracao de acucares e aminoacidos
em raizes. Os niveis de NOs™ e NH4" nos tecidos foram proporcionais a sua disponibilidade na
solucdo nutritiva e 0 uso combinado das fontes nitrogenadas acarretou maior teor de N total. O
NH.s" reduziu a concentracdo de K e o NO3™ limitou a concentracdo de P. Esses resultados
demonstram que o ion disponivel para absor¢édo pela planta de P. angulata interfere de diversas

formas no metabolismo do N e C.

Palavras-chave: fotossintese, acucares, aminoacidos, redutase do nitrato.

Abstract:

There are few studies on the physiological aspects of plants cultivated with nitrate or

ammonium, and these indicate that there are differences between species. The aim of this study
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was to evaluate the effects of different nitrate and ammonium ratios on carbon and nitrogen
metabolism, besides its influence on the absorption of other ions. For this, we analyzed the rate
of CO: assimilation, stomatal conductance, transpiration, and quantified total soluble and
reducing sugars, amino acids, proteins, ammonium, nitrate, total nitrogen, potassium,
phosphorus content and nitrate reductase enzyme activity in leaves and roots of P. angulata. At
high levels, ammonium reduces chlorophyll content, stomatal conductance and plant
transpiration, and increases the concentration of sugars and amino acids in roots. The NO3z™and
NH4" levels in the tissues were proportional to their availability in the nutrient solution and the
combined use of nitrogen sources resulted in a higher total N content. The NH4 + reduced the
concentration of K and the NO3" limited the concentration of P. These results demonstrate that
the ion absorbed by the P. angulata plant interferes in several ways in the metabolism of N and
C.

Keywords: photosynthesis, sugars, amino acids, nitrate reductase.

Introducéo

A Physalis angulata L. ¢ uma planta de ampla distribuicdo no territério brasileiro
(STEHMANN et al., 2015), que apresenta potencial para a fruticultura (TANAN et al., 2018) e
grande potencial medicinal, devido a producdo de compostos secundarios com diversas
atividades bioldgicas, como anti-inflamatéria (PINTO et al., 2010), antimicrobiana (OSHO et
al., 2010), efeito leishmanicida (SILVA et al.,, 2018), e antiproliferativo contra células
cancerigenas (SUN et al., 2016). Apesar do seu potencial farmacoldgico ser bem investigado,
sua biologia é pouco conhecida, especialmente 0s aspectos relacionados as respostas

fisiologicas em diferentes condi¢cGes ambientais.

Ao abordar a fisiologia vegetal, 0 metabolismo do carbono e do nitrogénio merecem
destaque, pois abrangem a absorcdo e assimilacdo desses macronutrientes organicos, que
correspondem a maior parte do peso da planta e sdo constituintes basicos de diversas moléculas
como carboidratos, lipidios, proteinas, hormdnios e acidos nucléicos (NELSON; COX, 2014).
A relacdo entre C-N em plantas € bem conhecida. A absor¢éo e a assimilagcdo do nitrogénio sdo
altamente dependentes dos intermediarios do ciclo fotossintético, por outro lado, 50 a 70% do
nitrogénio absorvido e translocado para as folhas sdo integrantes de enzimas cloroplastidicas
(CHAPMAN; BARRETO, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2017).
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Altas concentracGes de CO, podem aumentar a atividade fotossintética, entretanto, isso
sO € observado quando a disponibilidade de N ndo é um fator limitante (STITT; KRAPP, 2002;
LEAKEY et al., 2009), e a eficiéncia no uso do nitrogénio é aumentada sob CO; elevado
(PETTERSSON et al., 1993). Sabe-se também que a sinalizacdo do carbono e nitrogénio
influenciam umas as outras, afetando a expressdo génica de enzimas ligadas ao metabolismo
(PALENCHAR et al., 2004). A estreita relacéo entre esses macronutrientes é percebida também
em aspectos praticos, como a utilizagdo do teor de clorofila como indicativo no status de N da
planta (SOUZA et al., 2011).

A forma de N disponivel para ser assimilado pelas plantas também influencia no
metabolismo do C. Quando o NH.* é a forma disponivel, por ser tdxico, precisa ser logo
assimilado, o que aumenta a demanda por esqueletos de carbono e poder redutor, com alto
consumo de 2-oxoglutarato e acumulo de glutamina, levando ao desequilibrio entre o
metabolismo de aminoéacidos e acidos organicos (HACHIYA et al., 2012). Alguns estudos
também relatam o efeito do NH4* sobre a atividade fotossintética (GUO et al., 2007; GUO et
al., 2012).

A maioria dos estudos que avaliam a influéncia dos ions nitrato e aménio em vegetais
enfocam seus efeitos somente no crescimento e absorcdo de outros ions (ANDRIOLO et al.,
2006; CRUZ et al., 2006; GARCIA et al., 2009; SILVA et al., 2010; TERRAZA et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2012; BARTELHEIMER et al., 2013). Os trabalhos que aprofundam no
conhecimento de mecanismos fisiologicos de respostas, normalmente, sdo realizados com
Arabidopsis thaliana (HELALI et al., 2010; HACHIYA et al., 2012), que € comumente
utilizada como planta modelo, ou com espécies amplamente utilizadas na alimentacdo mundial,
como o arroz (HOLZSCHUH et al., 2011) e o tomate (SIDDIQUI et al., 2002; HORCHANI et
al., 2010). Entretanto, esses estudos mostraram que as diferentes espécies apresentam respostas

fisiologicas diferentes as fontes nitrogenadas utilizadas.

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes
proporcoes de nitrato e amoénio no metabolismo do carbono e do nitrogénio, além da sua

influéncia na absorcéo de outros ions.

Material e Métodos

Sementes de P. angulata foram semeadas em substrato comercial em ambiente

protegido, onde foram mantidas por 20 dias sob irrigacdo de asperséo diéria para a obtencdo de
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mudas. Apos esse periodo, as mudas foram transplantadas para o sistema de plantio definitivo
que consistiu em um sistema hidropdnico do tipo floating, no qual utilizou-se vasos de plastico
preto contendo 6 L de solugdo nutritiva, cobertos por uma placa de isopor, na qual as plantas
foram ancoradas. Cada vaso representou um sistema independente acoplado a um compressor
de ar com sistema regulador de tempo (temporizador) para a oxigenacdo da solugdo, com

duragéo de 20 minutos programada para cada 3 horas.

Utilizou-se a solugéo nutritiva de referéncia de Sarruge modificada para o cultivo de
Physalis (Leite et al., 2017). Esses autores indicaram a dose recomendada de 162 mg.L™ de
nitrogénio, a qual foi empregada nesse experimento sob as formas nitrica e amoniacal, em cinco
diferentes proporc¢des (Tabela 1). O pH da solugdo foi ajustado para 5,5 e a condutividade
elétrica (CE) medida periodicamente, sendo a solugcdo trocada sempre que a CE reduzia em
30% da inicial. Para proceder a troca, os vasos foram lavados com &gua destilada e o volume

da solucéo foi colocado proporcionalmente a concentracao requerida para os tratamentos.

Apos 35 dias do transplantio procedeu-se as avaliagdes. Para a analise da eficiéncia
fotossintética, foi utilizado um Sistema de Fotossintese Portatil - IRGA (Infra-RedGas
Analyser, CIRAS-3, PPSystems, Amesbury, USA) com fonte luminosa acoplada com
intensidade de 1200 pumol fotons m* s, Os dados foram coletados entre 08 e 10 horas da
manha, em folhas completamente expandidas, utilizando dez plantas por tratamento. Na
ocasido, foram determinadas a condutancia estomatica (Gs - mmol H.0 m2 s1), a concentragéo
de CO2 subestomatica (Ci - umol mol?), assimilagdo de CO2 (A - umol CO, m? s?) e a taxa de

transpiracéo (E - mmol H.0 m?s?).

Posteriormente, amostras de folhas e raizes foram coletadas das plantas e levadas ao
laboratdrio, onde foram lavadas com agua destilada e utilizadas para as analises. Para a extracao
do contetdo de clorofila, discos foliares de 0,5 cm foram colocados em tubos de ensaio vedados,
envolto em papel aluminio para impedir a passagem da luz, contendo 5 ml de etanol 95%,
durante 24 horas (TANAN et al., 2017). A absorbancia foi medida em espectrofotometro de
feixe duplo (FEMTO 800XI) a 664 nm e 648 nm, e os teores de clorofila total (a+b) (Chl)

calculados utilizando as equacdes propostas por Lichtenthaler (1987).
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Tabela 1. Composicédo das solugdes nutritivas utilizadas no experimento

Solucdes estoque Concentracao Proporc¢des de NO3/NH4"
100/0  75/25 50/50 25/75  0/100
ml L

KNOs 1mol L* 4,6 2,7 1,8 0 0
Ca(NOs)2 1mol L? 35 3 1 0 0
KH2PO4 1mol L*? 1 1 1 1 1
KCI 1mol L* 3,4 53 7,3 8 5
CaCl, 1mol L* 1,5 2 3,5 5 5
MgSOy 1mol L* 2 1 1 1 1
(NH4)2S04 1mol L* 0 1 1 1 1
NHsNO3 1mol L* 0 0 2 2,9 0
NH4CI 1mol L*? 0 0,9 1,8 6,7 9,6
MgCl. 1mol L*? 0 1 1 1 1
Micro-Fe* * 1 1 1 1 1
Fe-EDTA** *k 1 1 1 1 1

* A solugdo de micronutrientes foi composta por (g.L?): HsBO3;=2,86; MnCl,.H,0=1,81; ZnCl,=0,10;
CUC|2=0,04; H2M004.H20=O,02.

** Dissolveram-se 26,1 g de EDTA dissodico em 286 mL de NaOH 1 mol.L, misturando-se com 24,0 g de
FeS0..7H,0, arejando-se por uma noite e completando-se a 1 L com agua destilada.

A determinacdo da atividade da redutase do nitrato (aRN) foi realizada através da
metodologia in vivo proposta por Jaworski (1971), com a otimizacao realizada para P. angulata
no capitulo 2 desta tese. Para o ensaio, foram utilizados fragmentos de tecido foliar e radicular
¢ a aRN estimada em pmol de nitrito liberado por 1 g de tecido fresco por hora de incubagéo

(umol g”'h! NOy).

Para as determinacBes bioguimicas, o extrato bruto foi obtido macerando-se, em
almofariz, 1g de tecido de folha em 10 mL de agua destilada. O homogeneizado foi filtrado e
centrifugado a 12000 x g por 15 min e 0 sobrenadante coletado para a realizagdo das analises.
Foram determinados os teores de agucares sollveis totais (AST) pelo método da antrona
(YEMM; WILLIS, 1954), acucares redutores (AR) pelo método do dinitrosalicilato (DNS)
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(MILLER, 1959), aminoacidos livres totais pelo método da ninhidrina (YEMM; COCKING,
1955) e proteinas solveis pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para as analises do
teor de NOs e NH4" nas plantas, as amostras de folha e raiz foram liofilizadas e utilizadas para
determinacdo do N-nitrico conforme método de Cataldo et al. (1975), sendo expressa em mg
NOs g™ MS, e do N-amoniacal conforme método de Weatherburn (1967), sendo expressa em
mg NHs".g* MS.

Para a realizacdo das analises quimicas, as amostras de raiz e caule foram secas em estufa
de circulacédo forcada de ar a 40 °C + 2 °C, por 72 horas, posteriormente trituradas em moinho
tipo Willey e padronizadas com peneira de 20 mesh. Aproximadamente 0,1 g do material foi
submetido a digestdo acida em mistura de &cido sulfurico concentrado e peroxido de hidrogénio,
conforme descrito por Jones (2001). O extrato obtido foi utilizado para determinacgdo do teor
de K por fotometria de chama (FAITHFULL, 2002), o teor de N pelo método do fenol-
hipoclorito (WEATHERBURN, 1967) e de P pelo método do molibdo-vanadato
(FAITHFULL, 2002), ambos com a leitura realizada através do espectrofotdmetro UV-VIS.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 18 repeticGes por
tratamento, totalizando 90 plantas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
as medias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do software SISVAR
(FERREIRA, 2014).

Resultados
Eficiéncia fotossintética e clorofila

Ndo foram observadas diferencas significativas para a concentracdo de CO:
subestomatica e assimilagdo de CO: entre as diferentes proporgdes de nitrato e amonio
avaliadas (Tabela 2). Apesar de ndo diferir estatisticamente, o valor de A obtido com 0/100 de
NOs/NH4" foi inferior aos demais tratamentos. Menor Gs e E foram verificadas quando
fornecido somente amdnio na solucdo (Tabela 2). O teor de clorofila total também reduziu a
medida que a concentracdo de amdnio aumentou na solucdo nutritiva (Tabela 2), com o menor

valor obtido no tratamento com 100% de NH4*, ndo diferindo das propor¢des 50/50 e 25/75.
Conteudo de agucares

Diferencas no teor de carboidratos foram observadas com o uso de diferentes fontes

nitrogenadas. Os maiores valores de AST, em raizes, foram obtidos com as propor¢6es 0/100
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(120,3 mg.gt MF) e 25/75 (90,3 mg.g™t MF) de NOs/NH4" (Figura 1). O teor de AST em folhas
nos tratamentos com 50% ou mais de N-amoniacal também foi superior comparado ao uso
predominante de N-nitrico. O fornecimento de 100% de NH." ocasionou o maior teor de AST
foliar, 32,8 mg.g™! MF, enquanto que o menor teor, 14,7 mg.g™* MF, foi obtido com 100% de
NOs™ na solugéo nutritiva (Figura 1). Em relacdo aos AR, em tecido foliar, ndo houve diferenga
entre as fontes nitrogenadas aplicadas, sendo os valores superiores ao encontrado nas raizes,
para todos os tratamentos. Em tecido radicular, o teor de AR foi maior com 0 uso combinado
de nitrato e amdnio, com os maiores valores para as proporcoes de 25/75 e 50/50 de NOs/NHa4",
com 1,7 e 1,4 mg.g™* MF, respectivamente (Figura 1).

Tabela 2. Efeito da nutricdo com diferentes proporcdes de nitrato e amonio na concentracdo de
CO: subestomatica (Ci), condutancia estomatica (Gs), assimilagdo de CO: (A), taxa de

transpiracdo (E) e teor de clorofila total (Chl) em plantas de Physalis angulata.

Propor¢cdes Ci (umol  Gs (mmol H.O A (pmol E (mmol H20 Chi

NO3/NH4* mol?) m?2s?) CO.m?s?) m2s?) (Hug.cm?)
100/0 232,4a 235,6ab 12,92a 2,55a 55,31ab
75125 262,4a 245,8ab 10,82a 2,58a 56,15a
50/50 217,6a 303,4a 17,14a 2,82a 44,41abc
25/75 210,8a 302,8a 17,5a 2,77a 41,98bc
0/100 243,4a 107,2b 8,76a 1,39b 33,38c
CV (%) 21,92 35,80 47,08 19,88 23,31

*Letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 1. Teor de acUcares sollveis totais e acUcares redutores em folhas e raizes de Physalis
angulata cultivadas em diferentes proporc¢des de nitrato e amonio.*Letras distintas nas barras

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Teor de aminoacidos e proteinas

O contetdo de aminoéacidos livres, em folhas, ndo apresentou diferenca entre as
diferentes propor¢Bes de nitrato e amdnio utilizadas. Entretanto, em raizes, o teor de
aminodcidos foi quatro vezes maior com o fornecimento de 100% de amdnio, comparado aos

demais tratamentos (Figura 2). O maior teor de proteinas foi encontrado em raizes de plantas
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cultivadas com 25/75 de NOs/NH4* (2,24 mg.gMF), enquanto o menor teor foi com a
proporcdo de 75/25 (1,16 mg.gMF), entretanto, esses valores ndo diferiram dos demais
tratamentos de 100/0, 50/50 e 0/100 (Figura 2). Quando analisado o tecido foliar, a maior
quantidade de NOs™ na solucdo nutritiva proporcionou maior teor de proteinas, diferindo dos
tratamentos com predominio de aménio. O menor valor foi obtido com 100% de NH4" (1,98
mg.gMF), sendo 64% inferior ao obtido com 100% de NOs™ (Figura 2).
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Figura 2. Teor de aminoacidos totais livres e proteinas totais em folhas e raizes de plantas de
Physalis angulata cultivadas com diferentes propog¢des de nitrato e aménio.*Letras distintas

nas barras diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Concentracio de amonio e nitrato

O actmulo de nitrato nas plantas, independente do tratamento, ocorreu nas raizes. A
medida que se reduziu a propor¢do de NO3™ fornecido na solucdo nutritiva, também reduziu a
sua concentragdo nos tecidos radiculares, com a maior concentragio em 100/0 (38,6 mg.g*MS)
e a menor com 0/100 (1,22 mg.g*MS) (Figura 3). Em folhas, o conteido de NO3™ ndo diferiu
entre o uso de fontes nitrogenadas combinadas e somente aménio, porém, foram inferiores ao

tratamento com somente nitrato (Figura 3).

Com relagdo ao amonio, a concentragdo foi maior em tecido radicular em todos os
tratamentos, exceto para o uso de 100% de NH4", em que 0 maior contetdo foi observado nas
folhas (Figura 3). O teor de amdnio em folhas de P. angulata cultivadas somente com NH," foi
muito superior aos demais tratamentos, com 5,75 mg.g™*MS, comparado a 0,69, 1,20, 1,15 e
1,85 mg.gMS obtidos para as proporgdes 100/0, 75/25, 50/50 e 25/75, respectivamente (Figura
3).

Teor de NKP nos tecidos

N&o houve diferenca no teor de potassio em folhas de P. angulata em funcédo das
diferentes proporcdes de nitrato e amonio utilizadas. Enquanto que, na raiz, foi observada a
reducdo de K quando foi utilizado somente N-amoniacal na solucdo nutritiva (Figura 4). O
inverso ocorreu para o foforo, no qual o maior teor foi obtido no cultivo com 0/100 de NOs
INH4*, com 10,8 g.kg™ e 91,06 g.kg™* para o tecido radicular e foliar, respectivamente. Na folha
ndo houve diferenca no teor de P com o uso das fontes nitrogenadas combinadas em diferentes
proporgdes, entretanto, todas foram superiores ao uso exclusivo de nitrato (43,3 g.kg™?) (Figura
4).

O teor de N total em raizes foi maior com o emprego das duas fontes nitrogenadas
combinadas, sendo superior aos tratamentos com somente N-amoniacal ou N-nitrico (Figura
4). Nas folhas, o maior conteido de N foi obtido com 100% de amdnio na solugdo nutritiva
(53,2 g.kg™), apesar disso ndo houve diferenca em relacdo aos tratamentos de 100/0, 75/25 e
25/75 de NO3/NH.* (Figura 4).
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Figura 3. Teor de N-nitrico e N-amoniacal em folhas e raizes de plantas de Physalis angulata
cultivadas em solucdo nutritiva com variadas concentracfes de nitrato e aménio.*Letras
distintas nas barras diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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angulata cultivadas sob diferentes proporcoes de nitrato e amodnio.*Letras distintas nas barras

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Atividade da Redutase do Nitrato

O principal sitio da aRN em P. angulata varia a depender da fonte nitrogenada utilizada.
Nos tratamentos com presenga de nitrogénio nitrico em qualquer proporg¢do, a aRN foi maior
na raiz quando comparada a folha. Nas plantas cultivadas na auséncia de nitrato na solugéo

nutritiva, o principal sitio de aRN foram as folhas (Figura 5).

Em folhas, a aRN néo variou quando utilizado 100%, 75% ou 50% de NOs™ na solugéo,
quando houve menos que 50% de nitrato na solugdo nutritiva, a atividade da aRN aumentou.
Diferente do observado para as raizes, que tiveram a menor atividade enzimatica quando as

plantas foram cultivadas em solugdo contendo somente amonio (Figura 5).

E Raiz
[ Folha

aRN (umol g"'h'NO,)

100/0 75125 50/50 25/75 0/100
Proporgdes NO,/NH,*
Figura 5. Atividade da redutase do nitrato (aRN) em tecidos foliares e radiculares de Physalis
angulata cultivadas em diferentes proporc¢des de nitrato e amdnio na solugédo nutritiva.

*Letras distintas nas barras diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Discussao

As plantas costumam apresentar respostas variadas quando cultivadas em solugdes
contendo diferentes proporcdes de nitrato e ou amdnio. Em varias espécies vegetais, quando o
ambnio € a unica fonte nitrogenada disponivel no meio, ocorre a redugdo da atividade

fotossintética (GUO et al., 2012; BARRETO et al., 2018). Segundo Peltier e Thibault (1983),
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o NH4* desacopla a cadeia transportadora de elétrons em tecidos fotossintetizantes, o que pode
explicar a reducdo na fotossintese. Diversos fatores podem interferir na taxa fotossintética como
a intensidade de luz, atividade da Rubisco, a disponibilidade de substrato (RuBP) e a difuséo
do CO2 (TAIZ; ZEIGER, 2017). Nesse estudo, a disponibilidade de CO- parece néo ter sido um
fator limitante j& que a Ci ndo diferiu entre os tratamentos, apesar disso, o fornecimento
exclusivo de NH4* reduziu a condutancia estomatica e a transpiragdo, semelhante ao obtido por
Guo et al. (2012) em Catharanthus roseus.

A relacdo entre abertura estomatica e disponibilidade do nitrato ja foi demonstrada por
Guo et al. (2003), que identificaram a expressdo de um transportador de nitrato de dupla-
afinidade em células-guardas de Arabidopsis e sugerem que 0 NOs™ funcionaria como um contra
fon ao acumulo de K* durante a abertura estomatica. Desse modo, a captacdo prejudicada de
nitrato em células-guarda resulta na reducdo da abertura dos estdbmatos e na transpiracdo. Os
resultados obtidos por Lu et al. (2005) também corroboram esses dados, no qual a nutricdo

exclusiva de amonio reduziu a condutancia estomatica e a transpiracdo foliar em tabaco.

Outro fator que pode influenciar na capacidade de sintese de acucares na planta é o teor
de clorofila. Apesar do amdnio aumentar o volume dos cloroplastos, também héa a reducéo da
sua quantidade no tecido foliar (RAAB; TERRY, 1994) e a diminuicdo no teor de clorofila,
relatado por diversos autores em varias espécies, como: Arabidopsis (HELALI et al., 2010),
girassol (SILVA et al., 2010), tomate (BARRETO et al., 2018) e demonstrado aqui nesse estudo
com P. angulata. Um dos sintomas principais da toxidez do aménio € a clorose foliar seguida
da senescéncia da folha (BRITO; KRONZUCKER, 2002), que pode resultar do estresse
oxidativo (HELALI et al., 2010). Com a clorose das folhas mais velhas, a clorofila tende a ser

degradada e o N remobilizado para os érgaos em desenvolvimento.

Os altos niveis de NH4" parece ndo terem sido limitante para disponibilidade de
carboidratos na planta, pois ocasionou 0 aumento no teor de AST, principalmente nas raizes.
Dentre os AST, a sacarose é 0 presente em maior quantidade e constitui o principal agente
osmético no floema (SCHEIBLE et al., 1997). A maior concentracdo desses agucares em raizes
de plantas cultivadas somente com NH4* pode estar relacionada a manutencdo da absor¢do de
agua, ja que a menor conduntancia estomatica reduz o gradiente de potencial hidrico no
continuo solo-planta-atmosfera. Assim, a sintese e exportacdo de sacarose das folhas para as
raizes permite reduzir o potencial hidrico e manter a absor¢édo de agua (SCHEIBLE et al., 1997).

Além disso, o transporte dos agucares, oriundos da fotossintese, da folha para a raiz pode servir
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como esqueletos carbonicos e, em alguns casos, como substrato respiratorio para o suprimento
da energia necessaria a assimilagdo do aménio (GIVAN, 1979; MIFLIN; LEA, 1980).

O amodnio, por ser toxico para a planta, precisa ser logo assimilado através das enzimas
GS e GOGAT. Para isso é necessario o suprimento continuo de 2-oxoglutarato e duas vias sdo
apontadas para a sua sintese: a acdo da isocitrato desidrogenase (IDH) e da aspartato
aminotransferase (AspAT) (HODGES, 2002). A IDH sintetiza o 2-oxoglutarato a partir do
isocitrato e requer NAD(P), ambas as formas, citosdlica e mitocondrial, dependem da producéo
do citrato através do ciclo de Krebs (HODGES, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2017) . A AspAT
transfere o grupo amino do glutamato para o oxalacetato para formar o aspartato e o 2-
oxoglutarato. O oxalacetato é derivado da glicélise, a partir da acdo da PEP-carboxilase
(PEPcase) (TAIZ; ZEIGER, 2017). Scheible et al. (1997) demonstrou que o nitrato tem um
papel sinalizador no metabolismo do C, iniciando um aumento coordenado na expressdo dos
genes envolvidos na sintese de acidos organicos. As plantas com deficiéncias de nitrato tém
baixa atividade da PEPcase e baixos niveis de malato e citrato. Quando a acdo da IDH é
reduzida pela baixa quantidade de NO3", a ASpAT se torna a principal via de disponibilizacéo
de 2-oxoglutarato para a assimilacdo do amonio, com consequente degradacgdo de proteinas, o
que explica a reducdo no seu teor observada nas plantas de P. angulata cultivadas com

predominio de N-amoniacal.

A reducdo na concentracdo de acidos organicos e o acumulo de aminoacidos € uma
resposta a altas concentracdes de aménio no meio (BRITO; KRONZUCKER, 2002), relatado
em C. roseus (GUO et al., 2012), A. thaliana (HACHIYA et al., 2012), Stylosanthes guianensis
e S. macrocephala (AMARAL et al., 2000) e nesse trabalho para P. angulata. A necessidade
da rapida assimilacdo do aménio acarreta no aumento dos niveis de aminoacidos no tecido,
produto da atividade da GS-GOGAT, e reducdo nos substratos dessas enzimas. Quando
cultivadas com ambas as fontes nitrogenadas, isso pode ndo ser limitante, pois, como ja
mencionado, a presenca do nitrato estimula a producédo de acidos organicos. Entretanto, quando
o suprimento é exclusivo de amonio, a concentracdo de 2-oxoglutarato pode estar aquém do
necessario, levando ao acimulo do NH4" nos tecidos. Roosta e Schjoerring (2007) demostraram
que em tomate a suplementacdo com 2-oxoglutarato melhorou a assimilacdo de NH4" e aliviou
os sintomas de toxicidades, Hachiya et al. (2012) também relatam que o suprimento com

succinato alivia esses sintomas.
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Em plantas cultivadas em meio com predominio de NOgz", a atividade da GS tende a ser
maior em folhas, o contrario ocorre para o cultivo com NH4*, no qual ocorre o0 aumento da GS
na raiz (GUO et al., 2012). Para plantas de tomate, Horchani et al. (2010) observaram que, em
tecido radicular, houve maior a¢do da GS quando o suprimento foi de amdnio, e que a glutamato
desidrogenase (GDH) teve sua atividade aumentada até atingir niveis semelhantes ao da GS,
indicando uma correlagdo da GDH com a tolerancia ao amonio. Apesar da atividade dessas
enzimas de assimilacdo do N ndo serem avaliadas nesse trabalho, a baixa concentracdo de NH4*
e alto teor de aminoacidos na raiz das plantas cultivadas com 0/100 de NO3/NH4* indicam que
a assimilacdo ocorre, principalmente, na raiz, diferente do observado para 0s demais

tratamentos.

Segundo Epstein e Bloom (2006), a assimilacdo do amdnio ocorre predominantemente
na raiz, com posterior translocacéo para a parte aérea na forma de aminoacidos, e 0 amodnio ndo
assimilado é estocado nos vacuolos das células radiculares, evitando os possiveis efeitos toxicos
desse ion sobre outros orgdos da planta (CRUZ et al., 2006). Contudo, o observado em P.
angulata foi o transporte de NH4" para as folhas, o que pode ter ocasionado reducédo da parte

aérea e expanséo foliar (dados ndo mostrados).

O conteudo de N-total foi maior, em plantas de P. angulata, quando cultivadas com
ambas as fontes nitrogenadas, o que ja foi relatado em outros estudos (BRITO;
KRONZUCKER, 2002; GEORGE et al., 2016). Segundo Gazarrin (1999) e Glass et al. (2002),
quando ambas as fontes de N estdo disponiveis, as plantas absorvem preferencialmente o NH4*
ao NOgz’, e a absorcéo total de N é aumentada. Plantas supridas com nitrato e amdnio podem ter
a taxa de absorcéo do amonio dez vezes maior que a do nitrato (RUAN et al., 2007), isso porque
a absorcdo do NHs* pode ser moderadamente estimulada pelo nitrato (BRITO;
KRONZUCKER, 2002). Ja a absorcdo do nitrato pode ser inibida em até 50% pelo amdnio,
como demonstrado por Siddiqui et al. (2002), em tomate, no qual a inibicdo foi de

aproximadamente 25%.

Os efeitos inibitorios do NH4" sobre 0 NOs™ sdo devidos a uma combinagdo de seus
efeitos imediatos sobre os transportadores de nitrato na membrana plasmatica e ao feedback
negativo do acimulo de NH4" e dos metabdlitos oriundos da sua assimilagdo, particularmente
a glutamina (SIDDIQUII et al., 2002). Mesmo quando a concentracdo de NOz™ é dez vezes maior
que a de NH4", as plantas tendem a absorver o NH4" mais rapidamente (GESSLER et al., 1998).

Nesse trabalho, para todos os tratamentos em que foi fornecido nitrato, a sua concentracao
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excedeu a de aménio nos tecidos, contudo esse teor pode ndo refletir a real absorgéo, ja que ndo
foi avaliada a cinética de absor¢édo desses ions, e 0 NO3™ é armazenado nos vacuolos, enquanto
que o NH4* é rapidamente assimilado.

O maior teor de N em plantas supridas com ambas as fontes nitrogenadas pode estar
relacionado ao equilibrio de cargas e manutencdo do pH, jA que a alcalinizacdo rizosfera
causada pela absorcdo do nitrato ajuda a neutralizar a acidificacdo causada pela absor¢do do
amonio (BRITO; KRONZUCKER, 2002), e assim aumenta a disponibilidade de nutrientes. Na
auséncia de NOs", a menor sintese de acidos organicos leva a uma deficiéncia na carga anionica,
limitando assim 0 acimulo de cétions e a capacidade de ajuste osmético (SALSAC et al., 1987).
Por outro lado, devido a similaridade de cargas e diametro do ion, o NH4* pode ocupar os canais
transportadores de baixa afinidade (LATS), diminuir a absorcdo de outros cations e promover
a absorcdo do aménio além da capacidade de assimilagdo da planta (HOLZSCHUH et al.,
2011).

E bem relatado na literatura que o NH.* reduz a absorgao de outros cétions, como K,
Ca?*, Mg?* e aumenta a absor¢io de &nions como CI-, SO4*, POs* (WILCOX et al., 1977;
BRITO; KRONZUCKER, 2002). Os altos niveis de amdnio reduziram a concentragio de Ca?*
e Mg?* em pepino (ROOSTA; SCHIOERRING, 2007), de K* e Ca?* em Arabidopsis (HELALI
et al., 2010), a absorcdo de K*, Ca?*, Mg?* em arroz (HOLZSCHUH et al., 2011) e de K* em
tabaco (LU et al., 2005). Em plantas de tomate, 50% de amdnio na solucéo ja foi suficiente para
ocasionar a redugdo na concentragdo de Ca** e Mg?*, enquanto que a reducdo de K* ocorreu
quando as plantas foram cultivadas com 100% de aménio (SIDDIQUI et al., 2002). Nesse
estudo ndo avaliamos o teor de célcio e magnésio em P. angulata, porém, a concentracdo de

potassio na raiz foi menor com o fornecimento de amdnio.

O sitio principal de assimilacdo do N varia entre as espécies, em C. roseus a atividade
da RN e da GS foram maiores em folhas do que em raizes (GUO et al., 2012); em Panicum
maximum, ndo foi observada atividade da RN em raiz; j& em tomate, a assimilacdo é
preferencialmente na raiz (HORCHANI et al., 2010), semelhante a P. angulata, na qual nos
tratamentos com até 75% de nitrato, a aRN foi maior, indicando que o nitrato absorvido é logo
reduzido para incorporacdo em moléculas organicas. A presenca de nitrato no meio de cultivo
proporcionou maior aRN radicular, o que € relatado em outros estudos (HORCHANI et al.,
2010; GUIMARAES et al., 2014), sendo a maior atividade observada quando utilizada ambas

as fontes de N. Resultado semelhante foi obtido por Andrade et al. (2001), com maior aRN em
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plantas de P. maximum cultivadas com 50:50 de NO3:NH4", sugerindo um efeito estimulador

do NH4" na atividade da RN, na presenca de nitrato.

Apesar de altos niveis de NOsz™ induzirem a transcricdo do mRNA da RN, a alta
concentracdo de NOs™ obtida em raizes das plantas de P. angulata cultivadas com 100% de N-
nitrico nao refletiu em maior atividade enzimatica, indicando que o pool de nitrato ndo esta
necessariamente associado a aRN, pois pode haver a saturacdo da enzima, além do acimulo de
NOs™ para posterior utilizagdo (ANDRADE et al., 2001). Ademais, o produto da RN, o nitrito,
é toxico as plantas, bem como o amdnio oriundo da sua reducédo pela redutase do nitrito, sendo
assim, na indisponibilidade de assimilacdo rapida dos produtos da etapa de reducéo, o NO3 em

altos niveis é acumulado, evitando a toxicidade (WANG et al., 2018).

Mesmo no tratamento com auséncia de nitrato foi observada atividade da enzima,
principalmente no tecido foliar, podendo estar relacionado ao acumulo de NO3™ no vacuolo das
células no periodo anterior ao transplantio, ja que durante 20 dias as plantas cresceram em
substrato comercial sem controle da fonte nitrogenada disponivel. Para a maioria das espécies,
a aRN ¢é baixa ou indetectavel na auséncia de nitrato externo, ja que essa € uma enzima induzida
pelo substrato (ANDREWS et al., 1990). Entretanto, alguns autores ja relataram a atividade
dessa enzima quando as plantas sdo cultivadas somente com amonio ou na auséncia de fonte
nitrogenada, como em feijao (TIMPO; NEYRA, 1983) e seringueira (SHAN et al., 2012), o que
também pode estar relacionado a presenca de uma isoforma da RN constitutiva, ndo induzida
pela presenca de nitrato, que ja foi identificada em algumas leguminosas (ANDREWS et al.,
1990). Segundo Timpo & Neyra (1983), a RN constitutiva pode participar do processo de
assimilacdo de NOz™ desde que o nitrato seja disponibilizado como substrato ao meio de
incubacdo no ensaio da RN in vivo. Entretanto, estudos sdo necessarios para se comprovar se 0

mesmo ocorre coma P. angulata.

Concluséao

A Physalis angulata tem diferentes respostas fisiol6gicas aos ions nitrato e aménio. Os
altos niveis de amdnio reduzem o teor de clorofila, a condutancia estomatica, a transpiracdo e
promovem o acumulo de acUcares nas raizes. Plantas cultivadas em altos niveis de nitrato,
tendem a armazenar 0 excesso na raiz, e esse pool ndo reflete necessariamente em maior
atividade da RN. O fornecimento de nitrato e amdnio conjuntamente aumenta a concentracéo

de N na planta e leva ao equilibrio de cargas, evitando a redugdo de outros cations e anions.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de minimizar erros e ampliar o conhecimento da espécie, essa pesquisa
quis propor a adequacdo de protocolos para a Physalis e assim servir de base para o
prosseguimento dos estudos na area. Como a clorofila é frequentemente utilizada como
indicativo do status de N na planta, validar o uso do etanol 95% em suas analises é de grande
valia, principalmente, por ser um método simples, de baixo custo, de facil acesso e de pouco
risco ao manuseio. A otimizacao do protocolo in vivo da redutase do nitrato, uma enzima chave
do metabolismo do N, fornece dados para continuag@o das pesquisas sobre a acdo das enzimas
de assimilacdo do nitrogénio. A ocorréncia de dois sitios de assimilacdo, foliar e radicular, na
P. angulata ja confirma o fato da acdo enzimatica diferir entre espécies e reforca a necessidade

de continuagéo dos estudos com as demais enzimas.

Os resultados dessa pesquisa trazem novas informagdes acerca do metabolismo do
nitrogénio em plantas de Physalis angulata, e demonstram que estas sdo mais tolerantes ao
amonio do que outras espécies ja bem estudadas, pois suportam quantidades de até 50% sem
prejuizos ao seu crescimento, desenvolvimento, qualidade dos seus frutos e germinabilidade
das sementes. De fato, a presenca de aménio juntamente com o nitrato na solucdo nutritiva
favoreceu as caracteristicas citadas. As respostas fisioldgicas apresentadas pela P. angulata
quanto a nutricdo nitrogenada sugere um amplo espectro de desenvolvimento dessas plantas, o
que favorece o seu cultivo. Esses dados abrem portas para investigacdes futuras de mitigacao
dos sintomas de toxidez do aménio, da expressdo de enzimas e transportadores, visando a maior

eficiéncia do uso de N.
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