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RESUMO

SOARES, P.P.S. Proporcdes de nitrato e amonio na mitigacdo dos efeitos da
deficiéncia hidrica em plantas jovens de Eucalyptus urophylla. Vitéria da Conquista
- BA, UESB, 2020. 59 p. (Dissertacdo: Mestrado em Agronomia; Area de
Concentracdo: Fitotecnia)*.

Este estudo considerou a hipétese de que a tolerancia das plantas a deficiéncia hidrica
pode ser influenciada, entre outros fatores, pelas formas idnicas disponiveis na
adubacdo nitrogenada. Assim, o objetivo foi avaliar os efeitos de diferentes proporgoes
de nitrato (NO3") e amdnio (NH4") sobre caracteristicas morfofisiologicas e bioquimicas
relacionadas ao crescimento, visando a mitigacdo da deficiéncia hidrica em plantas
jovens de Eucalyptus urophylla. Realizou-se um experimento em casa de vegetacdo, em
delineamento inteiramente ao acaso e esquema fatorial 5 x 2, com proporgdes NOz’
:NH4* (0,0:1,0 — 0,25:0,75 — 0,50:0,50 — 0,75:0,25 — 1,0:0,0) e regimes hidricos com
irrigagdes equivalentes a 90% e 30% da capacidade de vaso. Foram avaliados
parametros morfofisiolégicos relacionados ao crescimento, indicadores do estado
hidrico, trocas gasosas e aspectos bioquimicos e metabdlicos. A restricdo hidrica
influenciou negativamente o crescimento, reduzindo significativamente a altura de
plantas, didmetro de caule, area foliar e massa seca de folhas, caule e raizes. Essa
reducdo do crescimento foi atribuida, principalmente, a uma combinacdo de efeitos
fisiol6gicos e bioquimicos negativos, como diminuicdo do potencial hidrico e da
condutancia estomatica, declinio da fotossintese liquida e reducdo nos teores de
acucares redutores e amido. A adubacdo nitrogenada mista, com diferentes propor¢des
NO3:NH.", mostrou-se ineficaz para evitar a reducdo do crescimento nas plantas sob
deficiéncia hidrica. Por outro lado, propor¢cbes NOsz:NHs* iguais ou superiores a
0,50:0,50 podem favorecer o desempenho de caracteristicas morfofisioldgicas
relacionadas ao crescimento, independentemente dos regimes hidricos. Esse dado é
particularmente relevante para plantas sob irrigacdo 30%, visto que a adubacao
nitrogenada mista com proporcdo de NOs maior ou igual a de NH4" proporciona
mitigacdo dos efeitos negativos do estresse hidrico sobre o crescimento, mesmo sem
prevenir danos as caracteristicas morfofisioldgicas. O aumento na propor¢gdo NO3z:NH,*
também atenua os efeitos da restricdo hidrica sobre o potencial hidrico foliar,
condutancia estomatica e fotossintese. O desempenho da atividade da redutase do
nitrato € melhor sob adubagdo mista com NO3:NH4* do que sob adubagdo apenas com
NOs3 ou NH4*.

Palavras-chave: Plantas lenhosas; nitrogénio; nutricdo mineral; deficiéncia hidrica.

*Qrientador: Prof. Dr. Paulo Araquém Ramos Cairo, UESB.
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ABSTRACT

SOARES, P.P.S. Nitrate and ammonium ratios to mitigate the effects of water
deficit in young plants of Eucalyptus urophylla. Vitéria da Conquista — BA, UESB,
2020. 59 p. (Dissertation: Master Science in Agronomy; Area of Concentration: Crop
Science)*.

This study considered the hypothesis that the plant tolerance to water deficit may be
influenced, among other factors, by the ionic forms available in nitrogen fertilization.
Thus, the objective was to evaluate the effects of different nitrate (NO3") and ammonium
(NH4") ratios on growth-related morphophysiological and biochemical traits, aiming to
mitigate water deficit in young plants of Eucalyptus urophylla. A greenhouse
experiment was arranged in a completely randomized design and factorial scheme 5 x 2,
with different NO3:NH4" ratios (0.0:1.0 - 0.25:0.75 - 0.50:0.50 - 0.75:0.25 - 1.0:0.0)
and water regimes with irrigations equivalent to 90% and 30% of pot capacity.
Morphophysiological parameters related to growth, water status indicators, gas
exchange and biochemical and metabolical aspects were evaluated. Water deficit
negatively influenced plant growth, with significant decrease in height, stem diameter,
leaf area, and leaves, stem and roots dry mass. Growth reduction was mainly attributed
to negative physiological and biochemical effects, such as decreased water potential,
stomatal conductance, net photosynthesis, and both reducing sugars and starch content.
Mixed nitrogen fertilization with different NO3s:NH4" ratios proved to be ineffective in
preventing growth reduction in plants under water deficit. Conversely, NO3:NH4" ratios
equal to or greater than 0.50:0.50 can favor the performance of growth-related
morphophysiological traits, irrespectively of the water regimes. This data is especially
relevant for plants under irrigation 30%, given that nitrogen fertilization based on NOz
ratio greater than or equal to NH4" provides mitigation of the negative effects of water
deficit on growth, even without preventing damage to morphophysiological traits. The
increase in the NOs:NH4" ratio also attenuates the effects of water deficit on leaf water
potential, stomatal conductance and net photosynthesis. The performance of nitrate
reductase activity is better under mixed NO3z:NHs" than under only NOs  or NHs*
fertilization.

Keywords: Woody plants; nitrogen; mineral nutrition; water deficit.

*Advisor: Prof. Dr. Paulo Araguém Ramos Cairo, UESB.
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1 INTRODUCAO

A cultura do eucalipto é de grande importancia para o setor florestal brasileiro, e
esta presente em 72,41% da area total de florestas plantadas no Brasil (IBA, 2019). Seu
cultivo resulta em produtos distintos, tais como a madeira, carvdo vegetal, resinas,
compensados, celulose e papel. Para atender a crescente demanda de mercado, 0s
plantios de eucalipto tém se expandido continuamente em todo o pais, inclusive em
regibes com restri¢es hidricas, que podem se tornar limitantes, especialmente para a
sobrevivéncia e o crescimento das plantas jovens.

Em Vitoria da Conquista, no centro-sul baiano, o indice pluviométrico é
considerado baixo e irregular, podendo tornar-se limitante para a eucaliptocultura,
dificultando, assim, o atendimento as demandas locais e regionais do setor madeireiro.
Apesar da ampla utilizacdo de clones tolerantes a restricdo hidrica na regido, essa
estratégia de cultivo, por si s6, pode ndo ser suficiente para prevenir os efeitos
fisioldgicos da baixa disponibilidade de agua no solo, sobretudo nas etapas iniciais da
implementacdo de povoamentos florestais, quando as plantas ainda sdo jovens.

A qualidade do estado nutricional é um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento das plantas em condicGes de restricdo hidrica e, nesse aspecto, 0
nitrogénio (N) é o nutriente mais requerido, sendo absorvido pelas plantas,
principalmente nas formas de nitrato (NO3’) e amonio (NH4*) (Hawkesford et al., 2012).
Enquanto a absorcdo de NOs  ocorre apenas de maneira ativa, requerendo gasto de
energia metabdlica, a de NH4™ pode ocorrer tanto de maneira ativa quanto passiva (Li et
al., 2013). Além disso, para ser incorporado em aminoacidos, é necessario haver
reducdo de NOs™ a NH4*, cujas reacdes sdo mediadas pelas enzimas redutase de nitrato
(RN) e redutase de nitrito (RNi), em acdo que demanda oito elétrons para cada mol de
NO3z" assimilado (Taiz et al., 2017). A absorcdo de amonio, por sua vez, requer menor
consumo de energia, porém esse ion pode tornar-se téxico as plantas, quando se
acumula nos tecidos.

Nitrato e amonio também influenciam, de diferentes formas, alguns processos
morfofisioldégicos e bioguimicos das plantas, podendo ocasionar alteracbes em
caracteristicas diretamente relacionadas a tolerancia a restri¢cdo hidrica, como acumulo
de massa seca de raiz (Holzschuh et al., 2011), absorcdo de agua (Guo et al., 2002;
Faustino et al., 2015) e nutrientes (Roosta e Schjoerring, 2007), taxa fotossintética (Cao
et al.,, 2018), regulacdo osmdtica e atividade antioxidante (Zhang et al., 2011;
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Fernandez-Crespo et al., 2012). Estudos realizados com mudas de arroz demonstraram
que, em comparagéo ao nitrato, 0 amonio proporciona maior capacidade de absorcao de
agua pelas raizes (Gao et al., 2010; Yang et al., 2012; Ding et al., 2016). No entanto, em
arroz (Cao et al., 2018) e milho (Zhang et al., 2011), as plantas foram mais tolerantes a
deficiéncia hidrica sob adubacdo mista com nitrato e aménio do que sob apenas uma
forma de N. Em Eucalyptus urophylla, maior crescimento foi verificado sob propor¢éo
NOs3:NHs" de 0,75:0,25 (Guimardes et al., 2014). O efeito benéfico da aplicacdo
combinada destas formas de N tem sido atribuido a fatores diversos, tais como a
capacidade de manter a estabilidade do pH celular, assimilar N com menor consumo de
energia, regular a absor¢do de outros cations, fazer o uso racional dos esqueletos de
carbono, e aliviar os riscos de toxicidade por NHs™ (Hachiya et al., 2012; Li et al., 2013;
Hachiya e Sakakibara, 2016).

Neste estudo, considerou-se a hipoOtese de que a tolerancia das plantas a
deficiéncia hidrica pode ser influenciada, entre outros fatores, pelas formas ibnicas
disponiveis na adubacdo nitrogenada. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos de diferentes proporcGes de nitrato e amodnio sobre caracteristicas
morfofisioldgicas e bioquimicas relacionadas ao crescimento, visando a mitigacdo do

estresse hidrico em plantas jovens de Eucalyptus urophylla.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Eucalipto

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, tem sua origem na
Australia, exceto as espécies E. urophylla e E. deglupta, que ocorrem em ilhas da
Oceania, fora da Austréalia. Atualmente, ha cerca de 700 espécies identificadas. No
Brasil, as principais espécies plantadas sdo E. grandis, E. saligna, E. urophylla e E.
viminalis, além de hibridos de E. grandis x E. urophylla, E. citriodora e E.
camaldulensis (CI Florestas, 2020).

Em 2018, as florestas plantadas no Brasil ocupavam uma area de 7,83 milhdes
de hectares, dos quais 5,7 milhdes correspondiam a plantagdes de eucalipto, o que
representa 72,41% da area total de florestas plantadas. As plantagdes de eucalipto estdo
localizadas principalmente nos Estados de Minas Gerais (24%), S&o Paulo (17%), Mato

Grosso do Sul (16%) e Bahia (11%). Nesse mesmo ano, o setor de arvores plantadas foi
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responsavel por 1,3% de toda a riqueza gerada no pais, e 6,9% do PIB industrial,
empregando diretamente cerca de 513 mil pessoas (IBA, 2019).

As espécies do género Eucalyptus destacam-se entre as espécies florestais
devido a sua alta produtividade, crescimento rapido e capacidade de adaptacdo a
diferentes condicGes ambientais. No Brasil, o eucalipto é utilizado para o
reflorestamento comercial, e o0 seu cultivo responde por grande parte do sucesso da
atividade florestal, sobretudo nos setores ligados a producdo de papel, celulose e
madeira (Gongalves, 2013). Segundo Jesus et al. (2012), a produtividade das plantac6es
comerciais de eucalipto é bastante variavel e dependente da disponibilidade de agua e
nutrientes. A maioria das plantacfes de eucalipto é gerida em rotagdes curtas (6 a 8
anos) e € estabelecida em regifes com niveis de agua, nutrientes e temperaturas
estressantes, sendo que essas limitagdes apresentam de baixa a alta intensidade
(Goncalves et al., 2013).

No estado da Bahia, os principais empreendimentos florestais estdo localizados
na regido extremo sul, devido as suas condi¢BGes altamente propicias ao cultivo do
eucalipto (Sant'/Anna e Leonel, 2005). Na mesorregido do centro-sul baiano, o clone
AEC 144 de Eucalyptus urophylla tem se revelado promissor para o cultivo,
principalmente devido & sua tolerancia a deficiéncia hidrica (Fernandes, 2012). Esse
clone é um hibrido espontaneo de E. urophylla (Sampaio et al., 2016), e foi selecionado
para a producao de carvao vegetal, em condicdes edafoclimaticas da area de atuacédo da
Empresa Arcelor Mittal (antiga Acesita), em Minas Gerais. Exibe bom desempenho em
volume de madeira e crescimento, e tolerancia a doencgas e insetos-praga (Reis et al.,
2014), Muller et al. (2017) também o classificaram como tolerante a seca, por
apresentar menor reducdo de crescimento e maior eficiéncia na utilizacdo de nutrientes,

guando comparado a outros clones submetidos a restri¢do hidrica.

2.2 Efeitos morfofisioldgicos da deficiéncia hidrica

A primeira e mais sensivel resposta & deficiéncia hidrica é a reducdo da
turgescéncia das células (Gupta et al., 2020). Devido a sua estreita relagdo com a
pressdo de turgor, que representa a for¢ca motriz para a expanséo celular, o crescimento
das plantas é reduzido (Morales et al., 2020). Diversos estudos tém demonstrado que a
imposicdo da deficiéncia hidrica ocasiona redugdo no teor relativo de agua foliar, com
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impactos negativos em altura, didametro de caule (Tariq et al., 2018; Karim et al., 2020),
namero de folhas (Hayatu et al., 2014) e area foliar das plantas (Santos e Alvim, 2016).
Plantas de Eucalyptus camaldulensis e E. globulus, submetidas a trés regimes hidricos
(100, 72 e 51% da capacidade de campo) exibiram reducdo da area foliar, massa seca
radicular e total com a intensificacdo da restri¢cdo hidrica (Maseda e Fernandes, 2016).
Em plantas de E. urograndis, a imposicdo de restricdo hidrica, moderada e severa,
ocasionou reducéo de altura, didmetro do caule, area foliar e massa seca total (Klippel et
al., 2013).

A restricdo hidrica pode ocasionar reducdo no potencial hidrico foliar, devido a
menor disponibilidade de agua no solo para repor as perdas por transpiracdo (Costa e
Marenco, 2007). Nessa condicdo, pode haver modificacbes na alocacdo de biomassa
radicular, tendo em vista a exploracdo de perfis do solo mais profundos com maior
disponibilidade hidrica. Em E. microtheca e E. urophylla, o0 aumento da alocacdo de
massa seca para as raizes compensa alguns dos efeitos negativos da seca e favorece a
captacdo de agua (Susiluoto e Berninger, 2007; Noia Junior et al., 2020). Entretanto, a
imposicdo de restricdo hidrica severa pode ocasionar reducao na relacao raiz/parte aérea
e no crescimento radicular, limitando ainda mais a absorcdo de 4gua e nutrientes pelas
raizes (Rad et al., 2011).

As plantas, normalmente, diminuem simultaneamente a fotossintese e a
condutancia estomatica, a medida que a deficiéncia hidrica se torna mais severa. A taxa
de transpiracdo também decresce, como resultado do fechamento dos estbmatos, sendo
considerado como um dos importantes mecanismos de defesa contra perdas excessivas
de agua (Warren et al., 2011). Sob restricdo hidrica, as plantas podem exibir maior
eficiéncia na utilizacdo de 4gua do que em condic¢6es ideais, 0 que esta relacionado com
o fechamento dos estbmatos, que reduz a transpiracdo (Lawson e Blatt, 2014). Em
estudo conduzido com plantas de E. camaldulensis, verificou-se aumento na eficiéncia
do uso da &gua em plantas submetidas a deficiéncia hidrica moderada (70% da
capacidade de campo), e reducdo, sob deficiéncia hidrica severa (40% da capacidade de
campo) (Rad et al., 2011).

De acordo com Smit e Singels (2006), quando o teor relativo de agua na folha
se encontra em condi¢Oes iguais ou inferiores a 75%, a atividade fotossintética reduz
significativamente, em funcdo da reducdo da disponibilidade de CO2 no interior do
mesofilo foliar, ocasionada pelo fechamento parcial dos estématos (Padilha et al.,

2016). Mendes et al. (2013) verificaram inibigdo da fotossintese, como consequéncia do
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fechamento dos estdmatos, em cinco genotipos de eucalipto submetidos a suspensdo da
irrigacdo. Ao avaliar os efeitos da deficiéncia hidrica em quatro genotipos de eucalipto,
VM 1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis), VCC 865 (hibrido de E. urophylla x
E. grandis), AEC 144 e AEC 224 (E. urophylla), Fernandes et al. (2015) observaram
que a deficiéncia hidrica causou decréscimos no potencial hidrico foliar, teor relativo de
agua, transpiracao, condutancia estomética e fotossintese em todos os genotipos.

A diminuicdo no teor de clorofilas € mais um sintoma tipico de plantas
submetidas a restricdo hidrica (Salehi-Lisar e Bakhshayeshan-Agdam, 2016).
Entretanto, alguns estudos sobre restri¢cbes hidricas em eucalipto relatam tanto aumento
(Mendes et al., 2013; Correia et al., 2014; Berenguer et al., 2018) como diminui¢do no
teor de clorofilas (Utkhao e Yingjajaval, 2015; Tariq et al., 2018). Estas alteragdes
podem estar relacionadas ao grau de tolerancia de cada clone (Silva et al., 2016). Em
espécies menos tolerantes, ou sob deficiéncia hidrica severa, a reducdo no teor de
clorofila ocorre em fungdo da desintegracdo das membranas ocasionada pelo estresse
oxidativo (Stefanuto, 2002). No entanto, dependendo da espécie vegetal, a reducdo na
absorcédo de energia luminosa pelo menor teor de clorofila nas folhas pode se constituir
uma estratégia protetora contra o estresse oxidativo (Matos et al., 2009). Por outro lado,
0 aumento no teor de clorofilas possibilita a manutencdo da capacidade fotossintética
sob restricdo hidrica (Correia et al., 2014), e pode estar relacionado a reducdo na
expansdo foliar ou ao papel protetor exercido pelos carotenoides (Mendes et al., 2013;
Correia et al., 2014).

O fechamento estomatico, decorrente da restricdo hidrica, pode tornar o
fotossistema Il mais susceptivel a danos, devido a perda de equilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a defesa antioxidante, causando a
acumulacdo de EROs, que induz o estresse oxidativo em proteinas, fosfolipidios de
membrana e outros componentes celulares (Farooq et al., 2009). Neste caso, a presenga
de antioxidantes ndo enzimaticos, como os carotenoides, é de extrema importancia para
a manutencdo da integridade das membranas, eliminacdo de EROs e aumento da
tolerancia das plantas a deficiéncia hidrica (Anjum et al., 2011). Os carotenoides sdo
pigmentos que atuam na remocgdo de oxigénio singleto (102) dos tilacéides e como
fotoprotetores, por meio da dissipacdo da energia excedente captada para a fotossintese,
evitando assim que esta seja encaminhada ao O» para a formacdo de EROs (Taiz et al.,
2017).
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Sob condicBes de deficiéncia hidrica, plantas de eucalipto geralmente exibem
aumento no teor de carotenoides (Shvaleva et al., 2006; Correia et al., 2014; Berenguer
et al., 2018; Miuiller et al., 2020), o que pode ser relacionado ao fato destes pigmentos
atuarem no mecanismo de resposta da planta ao estresse (Altangerel et al., 2017).
Entretanto, a formacdo excessiva de EROs e a reducdo da atividade fotossintética
podem ocasionar a sua degradacdo (Ramel et al., 2012; Altangerel et al., 2017).

O ajuste osmotico, a osmoprotecédo e o sistema de defesa antioxidante sdo alguns
dos mecanismos fisioldgicos responsaveis pela toleréncia a seca. O ajuste osmatico
mantém as relacdes hidricas sob estresse osmotico, devido a acumulacdo de uma série
de ions ou moléculas osmoticamente ativas, incluindo aglcares sollveis, &lcoois de
acucar, prolina, glicina betaina, acidos organicos, calcio, potassio, ions de cloreto, etc
(Farooq et al., 2009). Sob deficiéncia hidrica, como resultado da acumulacgéo de solutos,
0 potencial osmético da célula é reduzido, o que atrai a agua para dentro da célula e
auxilia na manutencao da turgescéncia (Farooq et al., 2009).

As plantas recorrem a varios mecanismos morfolégicos, fisiologicos e
bioquimicos para mitigar os efeitos da restricdo hidrica. Entre eles, estdo: reducdo no
tamanho da folha, senescéncia foliar prematura, reducdo da parte aérea e aumento do
sistema radicular (Anjum et al., 2011). A inibicdo no crescimento da parte aérea reduz o
consumo de carbono e de energia, e uma maior proporcao de assimilados da planta pode
ser alocada para as raizes, aumentando a captacdo de agua e nutrientes (Santos e
Schumacher, 2016). Estudos que avaliaram o estabelecimento de plantas jovens de
eucalipto em condi¢des de campo, apontam maior tolerancia a deficiéncia hidrica em
espécies e clones em que houve aumento na relacdo raiz/parte aérea, proporcionando
maior desenvolvimento inicial (Moroni et al., 2003; Reis et al., 2006).

Sob deficiéncia hidrica, € comum haver altera¢6es nos teores de carboidratos das
plantas (Dong e Beckles, 2019). O amido é degradado nos tecidos que o acumulam, e a
diminuicdo nos seus teores, geralmente, é acompanhada por um aumento nos teores de
acucares sollveis (Chaves-Filho e Stacciarini-Seraphin, 2001). Em plantas de E.
globulus e E. urophylla submetidas a restricdo hidrica, verificou-se reducdo nos teores
de amido e aumento nos de agUcares sollveis, em comparacdo a plantas plenamente
irrigadas (Mitchell et al., 2014; Chen et al., 2020). Quando a reducéo no teor de amido
ndo € acompanhada de aumento no teor de aglcares solveis, pode estar ocorrendo um
consumo imediato de carboidratos de reserva direcionado apenas para manter a

sobrevivéncia das plantas (Melo et al., 2007).
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Sob restricdo hidrica, a inibicdo do crescimento, associada a manutencdo da
atividade fotossintética, leva ao acimulo de agucares solliveis nas células, os quais
podem desempenhar fungdes importantes, como sinalizador, protetor de moléculas ou
indutor de ajuste osmético (Vandoorne et al., 2012). No entanto, caso haja diminuicao
significativa na eficiéncia fotossintética, ocorrera reducdo no fornecimento de agucares
solUveis para suprir os tecidos (Mendes, 2015).

O estresse hidrico reduz os teores de proteinas sollveis totais nos tecidos da
planta, devido ao aumento na atividade de enzimas proteoliticas, que degradam as
proteinas de reservas, resultando em aumento no teor de aminoacidos (Souza et al.,
2014). O aumento da protedlise promove o incremento no teor de alguns metabolicos,
tais como poliaminas, amdnia, arginina, ornitina, glutamina e glutamato, que atuam na
inducdo da biossintese de prolina (Ferreira et al., 2002). O acumulo de prolina nas
folhas € um dos indicadores de estresse hidrico (Hossain e Fujita, 2010), e constitui-se
numa resposta primaria de defesa, em plantulas de eucalipto estressadas (Cha-Um e
Kirdmanee, 2010). A prolina desempenha vérias fungdes na célula, tais como
ajustamento osmotico, reserva de carbono e nitrogénio para o restabelecimento do
crescimento apds o estresse, desintoxicacdo do excesso de amonio, estabilizacdo de
proteinas e membranas, e eliminac&o de radicais livres (Kavi Kishor et al., 2005).

A &gua exerce uma funcdo importante na nutricdo das plantas, seja na aquisicéo
de nutrientes pelas raizes, seja no seu transporte para a parte aérea (Bhattacharjee e
Saha, 2014). Em condicBes de deficiéncia hidrica, a absor¢do de nutrientes é
prejudicada, em funcéo da reducdo na umidade do solo, que eventualmente leva a uma
difuséo lenta de nutrientes minerais do solo para a superficie da raiz. Adicionalmente, o
transporte de nutrientes da raiz para a parte aérea também é afetado em funcdo do
fechamento precoce dos estdmatos, que reduz a taxa de transpiracdo (Ahanger et al.,
2016). A reducdo na absorcdo dos nutrientes inorganicos, como nitrato (NOz"), fosfato
(POy) e sulfato (SO4"), também pode ser limitada pela disponibilidade de energia para a
assimilacdo desses ions, que devem ser convertidos em processos dependentes de
energia, antes de serem usados para 0 crescimento e desenvolvimento das plantas
(Grossman e Takahashi, 2001).

A deficiéncia hidrica pode limitar a capacidade das plantas de reduzir e assimilar
nitrogénio. A redutase de nitrato (RN), primeira enzima na via de reducdo de nitrato a
amonio, assim como as enzimas relacionadas a assimilacdo do NH4" em aminoacidos,

tais como glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), sofrem inibicdo da
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sua atividade sob deficiéncia hidrica (Correia et al., 2005; Meng et al., 2016, Huang et
al., 2018). A reducédo na atividade dessas enzimas esta relacionada tanto as limitacoes
impostas pela restricdo hidrica na aquisicdo de nitrato e aménio pelas raizes, como a
diminuicdo no fluxo de agua pela corrente transpiratoria, que reduz a translocagédo

destes ions para a parte aérea (Oliveira et al., 2011; Huang et al., 2018).

2.3 Absorcao e assimilacdo de amonio e nitrato

O desenvolvimento das plantas depende do suprimento adequado de nitrogénio,
principalmente porque este nutriente participa diretamente do metabolismo, atuando
como constituinte da molécula de clorofila, &cidos nucléicos, aminoécidos e proteinas
(Oliveira et al., 2010). As plantas absorvem N tanto nas formas inorgénicas, como o
nitrato e 0 amonio, quanto nas formas organicas, como uréia e aminoacidos (Marschner,
2012). Em solos agricolas, NOs" e NH." sdo as formas idnicas predominantemente
absorvidas (Hawkesford et al., 2012).

O amonio, quando se acumula em niveis elevados nos tecidos, torna-se toxico
para as plantas, e algumas hipoteses tém sido propostas para explicar as causas da sua
toxidez. As explicacdes mais plausiveis incluem: o envolvimento da sintese e ac¢do do
etileno como uma resposta-chave da planta ao estresse por NH4* (Li et al., 2013); o
efluxo ativo de NH4" citosolico, que demanda energia (Coskun et al., 2013); efeitos
fotossintéticos, relacionados principalmente a fotoprotecdo (Borgognone et al., 2013;
Huang et al., 2013; Boschiero et al., 2019); e reducdo nas concentracdes de cations
essenciais que possuem funcdes homeostéticas (Borgognone et al., 2013; Abasi et al.,
2016; Silva et al., 2016). O impacto de sua toxidez no processo fotossintético e na
assimilacdo de cations essenciais ocorre devido a dissipacdo dos gradientes de prétons
transmembrana, necessarios para o transporte de elétrons na fotossintese e na cadeia
respiratdria, bem como para o sequestro de metabdlitos nos vacuolos e para o transporte
de nutrientes atraves das membranas biologicas (Taiz et al., 2017).

Os sintomas de toxidez por NH4" incluem redugdo no crescimento, clorose e
necrose foliar, alteracfes no sistema radicular com inibicdo na formacgdo de raizes
laterais e reducdo na relacdo raiz/parte aérea (Wong, 2005; Li et al., 2013; Esteban et
al., 2016). Apesar dos riscos de toxidez, a nutricdo amoniacal ndo deve ser considerada

exclusivamente como indesejavel para o desempenho das plantas, pois, a depender da
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espécie e das condi¢des ambientais, 0 NH4* pode promover mudangas no metabolismo
vegetal, que resultam em beneficio para as plantas (Marino e Moran, 2019).

O transporte de amonio através da membrana plasméatica pode ocorrer de
maneira passiva ou ativa. No transporte passivo, os ions NH4* permeiam a membrana
plasmatica através dos canais de K*, enquanto o transporte ativo inclui o co-transporte
H*/ NH4" por transportadores especificos (Li et al., 2013). O nitrato, no entanto, por se
tratar de um anion, o seu transporte do meio exterior para o interior das células
epidérmicas e do cortex da raiz ocorre contra um gradiente eletroquimico, e requer
maior gasto de energia metabdlica (Silva et al., 2010). A entrada do nitrato no citosol se
d& por meio de um sistema de simporte, onde dois prétons sdo bombeados para o
exterior da célula através de uma ATP-ase transmembrana, 0s quais, ao retornarem
passivamente ao interior da célula, permitem a entrada de um ion nitrato (Taiz et al.,
2017). O nitrato absorvido da solugdo do solo pode ser reduzido a amdnio nas raizes, na
parte aérea, ou em ambos 0s 6rgdos. A primeira etapa do processo é a reducdo de nitrato
a nitrito no citosol, numa reacdo catalisada pela redutase de nitrato (RN). O nitrito, por
sua vez, é reduzido a amonio, em reacdo catalisada pela redutase de nitrito (RNi)
(Matsumura, 2012).

Além da absorcdo direta do solo pelas raizes das plantas e por meio da reducao
de NOs’, 0 NH4" também é gerado constantemente nos tecidos vegetais por processos
como fotorrespiracdo, biossintese de lignina, remobilizacdo de N induzida por
senescéncia, e fixacdo bioldgica de N2 (Joy, 1988). Independentemente da sua origem, 0
NH4" é, entdo, incorporado em aminodacidos pelas enzimas sintetase da glutamina (GS)
e sintase do glutamato (GOGAT). Nesse processo, a GS é uma enzima chave, porque
catalisa a fixacdo dependente de ATP do amdnio no grupo d-carboxila do glutamato
para formar a glutamina, enquanto a GOGAT catalisa a conversdo de glutamina e 2-
oxoglutarato em duas moléculas de glutamato, fornecendo glutamato para a assimilacéo
de aménio (Bernard e Habash, 2009). O resultado liquido do ciclo GS-GOGAT ¢ a
producdo de glutamato, que pode entdo ser incorporado a outros aminoacidos atraves da
acdo das transaminases ou aminotransferases (Forde e Lea, 2007).

No caso da absor¢do de NOs™ e NH4" ser maior que a demanda metabdlica da
planta, ambas as formas podem ser armazenadas no vacuolo, para posteriormente serem
reduzidas no citosol, ou serem translocadas para a parte aérea. Diferente do que ocorre

com o0 amdnio, o nitrato pode ser acumulado no vacuolo sem causar efeitos deletérios
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(Taiz et al., 2017). No entanto, o acumulo de nitrato nos vacuolos pode afetar
negativamente a regulacdo osmotica (Li et al., 2013).

Em geral, ha espécies que se desenvolvem ou crescem melhor quando supridas
apenas com NH.* (Hessini et al., 2017); outras, somente com o NOs’; enquanto outras
respondem melhor quando hd uma combinacdo dessas duas formas (Warren e Adams,
2002; Rothstein e Cregg, 2005; Cruz et al., 2006). A preferéncia por uma dessas fontes
depende da demanda da planta e das condi¢Ges ambientais (Li et al., 2013).

De acordo com Campos et al. (2020), o eucalipto é considerado como tolerante a
toxidez por excesso de NH.". Pesquisas com E. globulus, E. regnans e E. nitens
mostraram que a assimilacdo de N é maior quando este nutriente é fornecido na forma
de NH4" (Shedley et al., 1995; Garnett e Smethurst, 1999; Garnett et al., 2003). No
entanto, em outras espéecies de eucalipto, como E. urophylla, E. camaldulensis, E.
pellita, E. grandis, e o hibrido E. grandis x E. urophylla, a producdo de biomassa €
otimizada sob adubacdo mista com NOs™ e NH4* (Grespan et al., 1998; Guimarées et al.,
2014; Méximo et al., 2015) enquanto em E. cloeziana a producdo de biomassa é maior

sob adubacao nitrogenada somente com NOz™ (Grespan et al., 1998).

2.4 Adubacéo nitrogenada mista e mitigacdo dos efeitos da deficiéncia hidrica

Estudos realizados por Wang et al. (2018) com mudas de Camellia oleifera
demonstram que a adubacdo mista com NOsz e NH", independentemente do regime
hidrico, aumenta os teores foliares de N, clorofila, acucares sollveis e proteinas, e a
atividade de enzimas antioxidantes, tais como peroxidase (POD), superoxido dismutase
(SOD) e do metabolismo de assimilagdo de N, tais como a redutase de nitrato (RN),
sintetase da glutamina (GS) e sintase do glutamato (GOGAT). Além disso, a adubacéo
mista também pode aumentar a eficiéncia na absorcdo de outros nutrientes (Holzschuh
et al., 2011; Wang et al., 2018), contribuindo assim para atenuar os efeitos prejudiciais
da restricdo hidrica (Asharaf et al., 2011; Waraich et al., 2011).

A adubagdo nitrogenada mista com NO3z” e NHs" pode também estimular o
acumulo de auxinas no sistema radicial (Fu et al., 2020; Meier et al., 2020), favorecendo
o alongamento e ramificacdo das raizes laterais (Lima et al., 2010; Hachiya e
Sakakibara, 2016; Liu et al.,, 2019). O aprofundamento do sistema radicial € uma

conhecida caracteristica de espécies tolerantes a deficiéncia hidrica, e o efeito positivo
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de diferentes proporcdes de NO3™ e NH4* sobre o aumento da razdo raiz / parte aérea
tem sido observado em espécies como Populus deltoides (Woolfolk e Friend, 2003) e
Oryza sativa (Holzschuh et al., 2011).

A taxa fotossintética em plantas submetidas a restricdo hidrica é condicionada
pelo teor foliar de clorofila, concentracdo de N e a caracteristicas de permanéncia da
folha (Park e Lee, 2003). O teor de clorofila é maior sob adubagdo mista com NOs™ e
NH4" do que sob uma Unica forma idnica de N (Silva et al., 2010). Segundo Wang et al.
(2019), a adubacdo nitrogenada mista estimula a sintese de auxinas, que promove a
fotossintese, com 0 consequente aumento no teor de carboidratos, favorecendo o
crescimento de folhas e raizes.

Em plantas de arroz submetidas a deficiéncia hidrica, Cao et al. (2018)
verificaram que a adubacdo com NOs e NH4" confere maior tolerancia a deficiéncia
hidrica do que a adubacéo apenas com NOs", devido ao seu efeito mitigador sobre a
reducdo da taxa fotossintética, prevenindo assim uma maior reducdo da biomassa e da
area foliar. Por outro lado, Zhang et al. (2011a, b) observaram que em plantas de milho
a adubacdo apenas com NOs™ ou a mistura de NH4" e NOs™ aumenta o teor de clorofila e
a taxa de fotossintese, e melhora os mecanismos de defesa antioxidante, conferindo

maior tolerdncia a restri¢do hidrica.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Condicdes de cultivo e delineamento experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo, na Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB) (14°53” Sul, 40°48” oeste; altitude 881 m), localizada em
Vitdria da Conquista — BA, durante o periodo de 7 de outubro a 9 de dezembro de 2019.
As temperaturas maxima e minima e a umidade relativa do ar (Figura 1) foram
monitoradas por meio de estacdo meteoroldgica automatica instalada no interior da casa

de vegetacdo.
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Figura 1. Temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin) e umidade relativa
do ar (UR) durante o periodo experimental.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 5 x 2, cujos fatores foram proporcdes de NOsz:NHs* (0,0:1,0
0,25:0,75 « 0,50:0,50 « 0,75:0,25 « 1,0:0,0) e regimes hidricos com irrigacdes
equivalentes a 90% e 30% da capacidade de vaso, com quatro repeti¢des, sendo uma
planta por vaso. A capacidade de vaso foi determinada pelo método gravimétrico,
conforme descrito por Alves et al. (2010).

Mudas de Eucalyptus urophylla, clone AEC 144, com 120 dias de idade, foram
transplantadas em vasos plasticos com capacidade para 15 dm?, preenchidos com areia
lavada. Apo6s o transplantio, realizou-se uma primeira adubacdo, por meio de solugdo
nutritiva (Hoagland e Arnon, 1952), baseada no aumento gradual da sua forga i6nica
(30%, 60% e 100%) a cada trés dias, de modo a favorecer a adaptacdo das mudas ao
novo substrato. Aos 21 dias ap0s o transplantio, realizou-se uma segunda adubacgdo com
solugéo nutritiva, desta vez, com forga idnica total.

Para cada litro de solucdo nutritiva, os nutrientes foram fornecidos nas seguintes
quantidades: 15 mmol de N, nas formas ionicas NOs™ e NH4*, conforme as proporgdes
anteriormente mencionadas, 5 mmol de Ca, 2 mmol de Mg, 1 mmol de P, 6 a 16 mmol
de K, 2 mmol de S, 0 a 25 mmol de ClI, 46,24 umol de B, 89,53 umol de Fe, 9,10 umol
de Mn, 0,76 pumol de Zn, 0,31 umol de Cu e 0,1 umol de Mo, diluidos em agua
deionizada em volume suficiente para manter a umidade do substrato em 90% da
capacidade de vaso. A condutividade elétrica da solucao foi mantida abaixo de 1,5 mS
cmt e o pH foi mantido em 5,5 + 0,2, utilizando-se solugdo de HCI 0,1M.
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Aos 45 dias apos o transplantio, foram estabelecidos dois regimes hidricos
caracterizados por: (1) irrigacdo 90%, com suprimento de &gua correspondente a 90%
da capacidade de vaso; e (2) irrigacdo 30%, com suprimento de &gua correspondente a
30% da capacidade de vaso. O suprimento de agua realizou-se de acordo com as
quantidades requeridas para a manutencdo de cada regime hidrico, com base na

verificagdo diaria dos pesos dos vasos.

3.2 Avaliac0Oes

Aos 15 dias ap6s a imposicdo dos regimes hidricos, realizaram-se as seguintes
avaliacOes: (1) pardmetros indicadores do estado hidrico da planta, tais como potencial
hidrico foliar e teor relativo de agua; (2) caracteristicas relacionadas a trocas gasosas,
tais como transpiracdo, condutancia estomatica, eficiéncia intrinseca no uso da agua e
fotossintese liquida; (3) caracteristicas bioquimicas e metabdlicas, tais como teores de
clorofilas e carotenoides, teores de agUcares sollveis e redutores, amido e prolina, e a
atividade da redutase de nitrato; e (4) caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao
crescimento, tais como altura de plantas, diametro de colo, area foliar total, nimero de
folhas, massa seca de folhas, caule e raizes, razdo entre massa seca de parte aérea e de

raizes, e razdo entre altura de planta e diametro de caule.

3.2.1 Parametros indicadores do estado hidrico

Determinou-se o potencial hidrico foliar em horario pouco antes do amanhecer,
tomando-se como referéncia folhas adultas e completamente expandidas, localizadas na
parte mediana da copa, utilizando-se uma cédmara de pressdao (Modelo 1000, PMS)
(Scholander et al., 1965). Em uma folha oposta a que se determinou o potencial hidrico
foliar, determinou-se o teor relativo de 4gua (TRA), tomando-se como referéncia 10
discos extraidos do limbo foliar, com auxilio de um perfurador, nos quais se verificou a
massa fresca (MF) instantanea; a massa targida (MT), apds submersdo dos discos
foliares em agua deionizada por 24 h; e a massa seca (MS), apds secagem em estufa
com circulacdo forcada de ar, a 70 °C * 5, até atingir massa constante. O TRA foi

calculado com base na seguinte férmula (Weatherley, 1950):
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(MF - MS)

TRA= (MT - MS)

x 100 (1)

3.2.2 Caracteristicas relacionadas a trocas gasosas

As taxas de fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e conduténcia estomaética
(gs) foram determinadas por meio da avaliacdo de trocas gasosas, entre 8 e 11 h da
manhd, tomando-se como referéncia folhas adultas e completamente expandidas,
localizadas na porcdo mediana da copa, utilizando-se um analisador de gases por
infravermelho (Infrared Gas Analyser — IRGA LCPro, ADC, UK). Durante a
mensuracdo dessas caracteristicas, as plantas receberam irradiancia de 900 mmol de
fotons m? s, A concentragio de CO2 no ar fornecido ao IRGA foi de 375 mmol mol™.
A eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA) foi calculada pela razdo entre a taxa de

fotossintese liquida e a condutancia estomatica (EiUA = A gs1).

3.2.3 Caracteristicas bioquimicas e metabolicas

Para quantificar os teores de pigmentos fotossintéticos, assim como para avaliar
a atividade da redutase de nitrato, foram utilizadas folhas frescas completamente
expandidas e recém colhidas. Para quantificar os teores de acglcares redutores, amido e
prolina, foram utilizados extratos obtidos das folhas, apds a sua secagem, trituracédo e

homogeneizacao.

3.2.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo dos teores dos pigmentos fotossintéticos, quatro discos
foliares (7 mm de diametro) foram colocados em um tubo contendo 4 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) saturado com CaCOz (Hiscox e Israelstam, 1979), por 12 h
em ambiente escuro, onde permaneceram para extracdo de clorofilas e carotenoides. Os
teores dos pigmentos fotossintéticos foram determinados em espectrofotdmetro, tendo
como referéncia os comprimentos de onda 480, 646,8 e 663,8 nm para as quantificacdes
de clorofila total (CLO) e carotenoides, respectivamente (equacdes 2 e 3). Os resultados

foram expressos em pg cm2, de acordo com o método de Lee et al. (1987).
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CLO = {[(12 * A663,8 — 3,11 * AB46,8) * /] / (1000 * W)} + {[(20 * A646,8 —

4,68 * A663,8) * V] /(1000 * W)} @)
Carotenoides = [(1000 * A480 — 1,12 * Cl a— 34,07 * Cl b) / 245] /1000 * W (3)
Em que:

A = Absorbancia no comprimento de onda indicado (hm);
V = Volume final do extrato clorofila— DMSO (mL);
W = Area do disco foliar (cm?).

3.2.3.2 Extracao e quantificacéo de agucares redutores

Os acUcares redutores foram extraidos de uma mistura de 200 mg de folhas secas
e 15 mL de solugdo tampdo KH2PO4 0,1 M, seguida de trés centrifugacGes por 45
minutos, a 2.500 g, para posterior coleta do sobrenadante, que foi considerado como o
extrato. Determinou-se o teor de agucares redutores conforme método proposto por
Miller (1959), baseado na formagéo de um meio reacional contendo 0,8 mL do extrato,
0,5 mL de acido dinitrosalicilico (DNS) e 0,4 mL de &gua deionizada, mantido em
banho-maria a 100 °C, por cinco minutos. Apds o resfriamento, completou-se o volume

com agua deionizada para 5 mL, para leituras espectrofotométricas a 540 nm.

3.2.3.3 Teor de amido

A quantificacdo do teor de amido seguiu 0o método estabelecido na Instrucéo
Normativa n® 20 (Brasil, 1999). Assim, uma amostra de 0,25 g de folhas secas
previamente desengorduradas em hexano foi adicionada a 5 mL de H2SO4 0,5 M e
aquecida a 100 °C, por 1 hora. Apds este periodo, adicionou-se adgua, completando o
volume para 250 mL. Em seguida, coletou-se 1 mL dessa solucdo, para resfriamento a 0
°C, juntamente com 5 mL de solucdo de antrona 0,005 M . Apds esse procedimento, a
mistura foi aquecida a 100 °C, por 11 min, seguida de resfriamento sob temperatura

ambiente. As leituras espectrofotométricas foram feitas a 620 nm.

25



3.2.3.4 Extracao e quantificacéo de prolina

A prolina foi extraida de uma mistura de 200 mg de folhas secas e 6 mL de acido
sulfosalicilico 3% (p/v), sequida de centrifugacdo a 7500 rpm, por 10 minutos, para
posterior coleta do sobrenadante, que foi considerado como o extrato. A determinacgao
do teor de prolina foi realizada pelo método proposto por Bates et al. (1973). Uma
aliquota de 2 mL do extrato foi adicionada a um meio reacional formado por 2 mL de
solugdo acida de ninhidrina 0,014 M e 2 mL de &cido acético glacial, aquecido a 100 °C,
por 1 hora, seguido de resfriamento com gelo. Em seguida, foram adicionados 4 mL de
tolueno, com agitacdo por 20 segundos, para a completa extracdo da prolina. O

sobrenadante foi entdo coletado para a leitura em espectrofotdmetro a 520 nm.

3.2.3.5 Atividade da enzima redutase de nitrato

Avaliou-se a atividade in vivo da redutase de nitrato conforme Guimaraes et al.
(2014). O ensaio enzimatico baseou-se em uma amostra de 500 mg de folhas
fragmentadas, que foram adicionadas a 5 mL de um meio de incubacdo constituido de
solugéo tampédo KH2PO4 0,1 M, pH 7,5, n-propanol 3% (v/v) e KNOs3 0,1 M, e mantido
em banho-maria a 30 °C, sob agitacdo no escuro. Apos 1 hora, coletou-se 1 mL do meio
de incubacdo, adicionando-o0 a uma solucdo contendo 1 mL de sulfanilamida 1% (p/v)
em HCI 1,5 M, 1 mL de n-1-naftiletilenodiamina di-HCI 0,02% (p/v) e 1 mL de agua
destilada. Para a quantificacdo de nitrito, realizou-se leitura espectrofotométrica a 540

nm.

3.2.4 Caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento

A altura de planta foi determinada utilizando-se régua graduada, posicionada
paralelamente ao caule, medindo-se desde o solo até a gema apical do fuste. O diametro
do colo foi determinado com auxilio de um paquimetro digital, posicionado
perpendicular ao caule, a 1 cm acima do solo. O numero de folhas correspondeu a
quantidade total de folhas por planta. A area foliar total foi determinada com o auxilio
de um medidor de area foliar — Area Meter (LICOR, modelo LI-3100). A massa seca de

folhas, caule e raizes foi obtida a partir da secagem de cada uma dessas partes em
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estufa, com circulacdo forcada de ar, a 70 °C + 5, até atingir massa constante, seguida de

pesagem em balanca de preciséo.

3.3 Analise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, onde as médias do fator
regime hidrico foram comparadas pelo teste de Tukey, e modelos de regressdo foram
ajustados para o fator proporcdo NOs:NH.*. Na escolha dos modelos de regressdo,
considerou-se a significancia dos coeficientes beta pelo teste t e a magnitude do
coeficiente de determinacédo. Para as caracteristicas que ndo se ajustaram a modelos de
regressdo, os efeitos das proporgdes NO3:NH4* foram comparados pelo teste de Tukey.
As andlises foram realizadas utilizando o sistema computacional de andlise estatistica
SISVAR (Ferreira, 2011).

4 RESULTADOS
4.1 Parametros indicadores do estado hidrico

Dentre os pardmetros indicadores do estado hidrico, verificou-se interacdo
significativa entre as proporcdes NOs:NH4" e os regimes hidricos somente em relagéo
ao potencial hidrico foliar. Analisando-se os efeitos de cada fator, isoladamente, a
proporcdao NO3z:NH4" influenciou tanto o potencial hidrico foliar como o teor relativo
de agua. Contudo, esses dois parametros ndo foram afetados pelos regimes hidricos
(Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagdo (CV) para potencial
hidrico foliar (Ww) e teor relativo de agua (TRA) em plantas jovens de Eucalyptus
urophylla, clone AEC 144, em funcdo da propor¢do NO3:NH4" e dos regimes hidricos
(RH).

Quadrados médios

Fontes de variagéo GL Vo TRA
NO3z:NH4" 4 0,038™ 274,84™
RH 1 0,020™ 14,53"
(NO3:NHs") x (RH) 4 0,025 62,62"

Erro 30 0,008 47,62

CV (%) 13,37 8,17

" n3o significativo, “significativo (p < 0,05) ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.
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Em relacdo ao potencial hidrico foliar, nas plantas sob irrigacdo 90% ocorreu um
efeito quadratico, como resposta ao aumento na propor¢cdo NO3z:NH4". Houve aumento
em Yy até a proporcdao 0,50:0,50, tornando-se menor a partir da proporcdo de NOs’
estimada em 0,58. Sob irrigacdo 30%, contudo, o aumento da proporcdo NO3:NH4*
resultou em aumento linear de Ww. O efeito dos regimes hidricos foi significativo
somente na propor¢do NO3z:NH4" de 1,0:0,0, em que Ww foi maior sob irrigagdo 30%
(Figura 2).
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Figura 2. Potencial hidrico foliar (Ww) em plantas jovens de Eucalyptus urophylla,
clone AEC 144, em funcéo da proporcdo NO3:NH4*, sob irrigacbes 90% e 30%. Médias
(n = 4) com letras mindsculas iguais, em cada proporcdo NO3s:NH4*, indicam que os
regimes hidricos ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,01). ™
significativo (p < 0,01), de acordo com o teste t.

Quanto ao teor relativo de agua, independentemente do regime hidrico, houve
uma queda mais expressiva na propor¢cdo NO3z:NH4* de 1,0:0,0, que foi similar ao valor

obtido na proporcéo de 0,25:0,75 e inferior as demais proporcdes (Figura 3).
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Figura 3. Teor relativo de agua em plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone AEC
144, em funcdo da proporcdo NOs:NH4*. Médias (n = 4) seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,01).

4.2 Caracteristicas relacionadas a trocas gasosas

Houve interacdo significativa entre as proporcdes NO3z:NHs" e 0s regimes
hidricos para todas as caracteristicas relacionadas as trocas gasosas (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para
condutancia estomaética (gs), transpiragdo (E), fotossintese liquida (A), e eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone
AEC 144, em funcéo da propor¢do NO3z:NH4* e dos regimes hidricos (RH).

Quadrados médios

Fontes de variacdo GL

0s E A EiUA
NO3:NH4* 4 0,008" 3,65 11,59  384,69™
RH 1 0,226™ 37,13 343,28 3499,74™
(NOs:NHs") x (RH) 4 0,041™ 2,10 36,83 161,04
Erro 30 0,002 0,34 6,33 42,16
CV (%) 21,55 14,93 21,04 10,54

"s ndo significativo, “significativo (p < 0,05) ™ (p < 0,01), de acordo com o teste F.

O aumento na propor¢do NO3:NH4*, nas plantas sob irrigacdo 30%, causou
aumentos lineares em A, E e gs, e uma discreta reducéo polinomial quadratica em EiUA.
Contudo, sob irrigacdo 90%, essas caracteristicas ndo foram afetadas por variagdes na

proporcdo NO3s:NH4".
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O desempenho de A, E e gs, sob irrigagdo 90%, foi maior que sob irrigacido 30%,
em quase todas as proporcoes NOs:NH4", exceto na proporcdo 1,0:0,0, onde ndo houve
diferencga entre os regimes hidricos. O desempenho de EiUA, por sua vez, foi sempre

maior sob irrigacdo 30%, independentemente da proporcdo NO3z:NH4".
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Figura 4. Condutancia estomatica (gs) [A], transpiracdo (E) [B], fotossintese liquida (A)
[C] e eficiéncia intrinseca no uso de agua (EiUA) [D], em plantas jovens de Eucalyptus
urophylla, clone AEC 144, em funcédo da propor¢do NO3s:NH4*, sob irrigacdes 90% e
30%. Médias (n = 4) com letras mindsculas iguais, em cada propor¢do NOs:NH4*,
indicam que os regimes hidricos ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p < 0,01). ™ significativo (p < 0,01), de acordo com o teste t.

4.3 Caracteristicas bioquimicas e metabdlicas

Houve interacdo significativa entre as proporcdes NO3:NHs" e 0s regimes
hidricos para os teores de acUcares redutores, amido e prolina, e para a atividade da
redutase de nitrato. O teor de clorofila total foi influenciado pelos dois fatores, mas
apenas quando analisados separadamente. O teor de carotenoides foi afetado somente

pelos regimes hidricos (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variacdo (CV) para os teores
de clorofila total (CLO), carotenoides (CAR), acUcares redutores (AR), amido (AMI),
prolina (PRO) e atividade da redutase do nitrato (RN) em plantas jovens de Eucalyptus
urophylla, clone AEC 144, em funcdo da propor¢do NO3:NH4" e dos regimes hidricos

(RH).

Quadrados médios

Fontes de variagdo GL

CLO CAR AR AMI PRO RN
NOzNH,* 4 000005  1,34*107* 0,054° 0,00006 0,016~ 84,00"
RH 1 000032”  812*107" 0623~ 002265 0,179" 54,35
(NOs:NH/) x (RH) 4 000003  1,05*10™  0,059”  0,00030 0019” 30,03
Erro 30 0,00002 4%10° 0,003 000002 0002 203

CV (%) 13,11 8,99 5,55 393 17,04 20,08

" n3o significativo, “significativo (p < 0,05) ™
CLO = pg cm%;, CAR = ug cm?; AR = mmol g MS?; AMI =

NO, g MF hL.

(p <0,01), de acordo com o teste F.
g g MSt; PRO = umol g MS?; RN = ug

Referindo-se ao efeito das propor¢des NO3:NH4" sobre o teor de clorofila total,

este foi maior na propor¢do 0,50:0,50 do que na proporcdo 0,75:0,25. Nas demais

proporgdes, o teor de clorofila total alcangou niveis intermediarios (Figura 5). Quanto

ao efeito dos regimes hidricos sobre os dois pigmentos fotossintéticos, os teores de

clorofila total e carotenoides foram maiores sob irrigacdo 30% do que sob irrigacdo

90% (Tabela 4).
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Figura 5. Teor de clorofila total em folhas de plantas jovens de Eucalyptus urophylia,
clone AEC 144, em fun¢do da proporcdo NOs:NH4", independentemente do regime
hidrico. Médias (n = 4) seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p <0,01).
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Tabela 4. Efeitos dos regimes hidricos sobre os teores de clorofila total e carotenoides
em folhas de plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone AEC 144,
independentemente da propor¢cdo NO3z:NHa".

Pigmentos fotossintéticos Regime hidrico

Irrigacdo 90% Irrigacdo 30%
Clorofila total (ug cm) 0,028092 £ 0,0012 b 0,033737 £ 0,0007 a
Carotenoides (ug cm?) 0,002545 + 0,00007 b 0,002830 + 0,00004 a

Médias (n = 4) acompanhadas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem
entre si, de acordo com o Teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo ao teor de acucares redutores (AR), nas plantas adubadas somente
com NH4*, ndo houve diferenca entre os regimes hidricos. No entanto, nas demais
proporcdes NO3:NH4", o teor de AR foi menor sob irrigacdo 30% do que sob 90%. Nas
plantas sob irrigacdo 30%, o aumento na proporcdo NOs:NH4* causou um decréscimo
linear no teor de AR (Figura 6A). O teor de amido, por sua vez, foi menor sob irrigacao
30% do que sob 90%, independentemente da proporcdo NO3z:NH4*. Nas plantas sob
irrigacdo 30%, o aumento na proporcdo NOs:NH.* causou um efeito quadratico com
discretas variacGes, em que o teor de amido diminuiu até a proporcdo estimada em

0,61:0,39, seguido de um aumento (Figura 6B).
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Figura 6. Teores de agucares redutores [A] e amido [B] em folhas de plantas jovens de
Eucalyptus urophylla, clone AEC 144, em funcdo da propor¢do NOs3:NH4", sob
irrigacdes 90% e 30%. Médias (n = 4) com letras minusculas iguais, em cada proporcao
NO3:NH.", indicam que os regimes hidricos ndo diferem entre si, de acordo com o teste
de Tukey (p < 0,01). ™ significativo (p < 0,01), de acordo com o teste t.

O teor de prolina nas plantas sob irrigagdo 30% foi maior que sob 90%, em
quase todas as propor¢des NOs:NH.*, exceto em 0,75:0,25, onde ndo houve diferenga

entre os regimes hidricos. Sob irrigacdo 30%, 0 aumento no teor de prolina foi mais
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intenso em plantas adubadas exclusivamente com NOsz ou NH4" do que nas demais

proporcodes (Figura 7).
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Figura 7. Teor de prolina em folhas de plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone
AEC 144, em funcdo da proporcdo NOs:NH4*, sob irrigacdes 90% e 30%. Letras
minusculas comparam médias (n = 4) entre os regimes hidricos, enquanto as
mailsculas, entre as propor¢gdes NOz:NH4*. Letras iguais ndo diferem entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

A atividade da redutase de nitrato (RN) nédo foi afetada pelos regimes hidricos,
nas plantas adubadas com uma Unica fonte de N, assim como na propor¢do NO3s :NH4*
de 0,75:0,25. Contudo, nas proporcées 0,25:0,75 e 0,50:0,50, a atividade enzimatica foi
maior sob irrigacdo 30% do que sob 90%. Considerando-se a irrigacdo 90%, a atividade
da RN registrou apenas um leve declinio, com uma resposta a0 aumento na proporcao
NOs:NH4". Sob irrigacdo 30%, contudo, o aumento da proporcdo NOs:NH4" causou
um efeito quadratico, aumentando a atividade enzimatica até uma proporc¢do estimada

em 0,46:0,54, com posterior declinio (Figura 8).
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Figura 8. Atividade da redutase de nitrato (RN) em folhas de plantas jovens de
Eucalyptus urophylla, clone AEC 144, em funcdo da propor¢do NOs3:NH4", sob
irrigacdes 90% e 30%. Médias (n = 4) com letras minusculas iguais, em cada proporcao
NO3:NH.", indicam que os regimes hidricos nédo diferem entre si, de acordo com o teste
de Tukey (p < 0,01). ™ significativo (p < 0,01) e ™ (p < 0,05), de acordo com o teste t.

4.4 Caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento

As caracteristicas morfofisiologicas ndo foram influenciadas pela interacdo entre
as propor¢cdes NOs:NH4" e os regimes hidricos. Contudo, houve significancia nos
efeitos de cada fator isolado sobre altura de plantas, didmetro de caule, area foliar e
massa seca de folhas, caule e raiz. O nimero de folhas, assim como as razdes
altura/didmetro e massa seca de parte aérea/raiz, ndo foram afetados, nem mesmo
considerando-se cada fator, isoladamente (Tabela 5).

Em geral, houve um aumento nos valores médios das caracteristicas
morfofisioldgicas, como uma resposta ao aumento na propor¢do NO3z:NH4" (Tabela 6).
A altura de plantas foi maior na proporc¢édo 0,50:0,50, quando comparada aos valores das
propor¢des 0,0:1,0, 0,25:0,75 e 0,75:0,25; e similar aos valores da propor¢do 1,0:0,0. O
diametro de caule, a area foliar e a massa seca de caule foram maiores na proporcéo
0,50:0,50, quando comparados as proporcdes 0,0:1,0 e 0,25:0,75; e similar aos valores
nas proporcdes 0,75:0,25 e 1,0:0,0. A massa seca de folhas foi maior nos tratamentos
em que a propor¢do de NOs" foi igual ou superior a de NH4*. Na raiz, a massa seca foi
maior na proporc¢éo 0,75:0,25, quando comparada aos valores das proporg¢des de 0,0:1,0
e 0,25:0,75; e similar aos valores das proporcdes 0,50:0,50 e 1,0:0,0.
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variagdo (CV) para altura de
plantas (H), diametro de caule (D), numero de folhas (NF), area foliar (AF), razao
altura/didametro (H/D), massa seca de folhas, caule e raiz (MSF, MSC e MSR) e razdo
massa seca de parte aérea/raiz (PA/R) em plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone
AEC 144, em funcdo da propor¢do NOs:NH4" e dos regimes hidricos (RH).

Fontes de variacdo  GL Quadrados médios
H D NF AF H/D
NO3:NH4" 4 59,10  1,83" 175,76™ 393834,61™ 0,38™
RH 1 150,16™ 9,22 302,50™ 676231,42" 1,52"
(NOs:NHs ) x (RH) 4  1386™ 047"  4450™ 157176,27™  0,97™
Erro 30 6,85 0,28 95,13 60710,05 0,43
CV (%) 5,92 8,08 16,37 15,29 9,50
Fontes de variagdo GL Quadrados médios
MSF MSC MSR PA/R
NOs:NH4* 4 24,90 9,21™ 17,30 0,36™
RH 1 115,36™ 52,88™ 27,19 0,80™
(NOs:NHs") x (RH) 4 2,59" 1,58 2,95" 0,17"
Erro 30 1,32 1,29 2,30 0,26
CV (%) 11,44 19,00 19,11 24,35

" n3o significativo; " significativo (p < 0,01), de acordo com o teste F.

Tabela 6. Efeitos da proporcdo NOs:NHs" sobre altura de plantas (H), didmetro de
caule (D), area foliar (AF) e massa seca de folhas, caule e raiz (MSF, MSC e MSR), em
plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone AEC 144, independentemente do regime
hidrico.

Propor¢do NO3:NH4*

Caracteristicas

0,0:1,0 0,25:0,75 0,50:0,50 0,75:0,25 1,0:0,0
H (cm) 41,50£0,68Cc 41,94+1,76bc 4818+154a 4412+1,08bc 4531 0,52 ab
D (cm) 6,18+037bc 583+023c  7,05t024a 6,73+026ab 6,63+0,17 ab
AF (cm?) 1320,49 + 1565,54 + 1942,70 + 1599,48 + 1628,26 +
88,75 b 137,45 b 106,70 a 98,36 ab 89,42 ab
MSF (g) 752+069b 833+096b 1054+092a 1058+065a 10,68+054a
MSC (g) 524+074bc  452+040c  7,05+059a 6,35+0,73ab 6,61+ 0,41 ab
MSR (g) 596+047¢c 7,09+090bc 852+067ab 874+058a  8,34+0,29ab

Médias (n = 4) acompanhadas de letras minusculas iguais, na mesma linha, ndao diferem
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo aos regimes hidricos, a limitacdo no suprimento de agua afetou
negativamente todas as caracteristicas morfofisioldgicas (Tabela 7). Sob irrigacdo 30%,
os valores sofreram um decréscimo, que foi mais intenso na massa seca de folhas e
caule, com redugdes de 28,96 e 32,30%, respectivamente, comparando-se com plantas

sob irrigacéo 90%.
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Tabela 7. Efeitos dos regimes hidricos sobre altura de plantas (H), didmetro de caule
(D), éarea foliar (AF) e massa seca de folhas, caule e raiz (MSF, MSC e MSR), em
plantas jovens de Eucalyptus urophylla, clone AEC 144, independentemente da
proporcdo NO3 :NH4*,

Caracteristica Regimes hidricos

Irrigacdo 90% Irrigacdo 30%

H (cm) 46,15+0,85a 4227+£0,76 b

DC (cm) 6,97 £0,17 a 6,01£0,13 b
AF (cm?) 1.741,32 £ 83,92 a 1.481,27 £59,57 b

MSF (g) 11,74+ 0,46 a 8,34+£0,42b

MSC (g) 7,12+0,30a 4,82+0,27b

MSR (g) 8,76 +0,41a 711+£048b

Médias (n = 4) acompanhadas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

As plantas submetidas a propor¢des NO3z:NH4* 0,25:0,75 e 0,0:1,0 exibiram
sintomas de toxidez por NHs" aos 15 dias ap6s a aplicacdo da solucdo nutritiva. Os
primeiros sintomas se caracterizaram pelo aparecimento de coloracdo arroxeada a
avermelhada no bordo das folhas e enrolamento do bordo foliar superior (Figura 9A),
sendo visualizados em folhas no estadio B (Silva et al., 2020). Posteriormente, no

estadio C, esses sintomas evoluiram para necrose (Figura 9B).

Figura 9. Sintomas de toxidez por NH4" em plantas jovens de eucalipto submetidas a
proporcoes NO3:NH4" 0,25:0,75 e 0,0:1,0.

5 DISCUSSAO

A variagdo na propor¢do NO3:NH4" afetou o comportamento dos estdmatos nas
plantas sob restricdo hidrica, refletindo na intensidade das trocas gasosas foliares. Sob

irrigacdo 30%, o aumento na propor¢do de NO3™ favoreceu o aumento da gs (Figura 4A),
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e esta deve ter sido a causa mais provavel para o aumento nas taxas de transpiracéo e
fotossintese (Figuras 4B e 4C). O aumento da taxa de transpiracdo implica maior
eliminacdo de &gua pelas folhas, constituindo-se em desvantagem para plantas
submetidas a restricdo hidrica. O aumento da transpiracdo pode ser decorrente tanto de
uma maior regulacdo osmatica, promovida pelo aumento na concentracdo de NOs na
solugéo nutritiva (Mcintyre, 1997; Lopes e Araus, 2006), como de uma diminui¢do na
concentracdo de NH4*, minimizando, assim, os efeitos negativos deste céation na
absorcdo de K*, Mg?* e Ca?* (Roosta e Schjoerring, 2007; Esteban et al., 2016), que
exercem fungdes de regulacdo osmatica celular. O NH4" exerce um efeito antagdnico na
absorcdo de K* (Xu et al., 2002; Lu et al., 2005), desta forma, 0 aumento na sua
concentracdo, possivelmente, dificultou a absorcdo de K*, o que explica a reducdo na
condutancia estomatica, ja que o K* atua na turgescéncia das células guardas, e favorece
a abertura dos estobmatos (Andrés et al., 2014). Ja o NO3’, por sua vez, também exerce
fungBes osmoticas, e Varios transportadores e canais desse anion sdo associados ao
comportamento estomético (Guo et al., 2003; Wang et al., 2012), o que explica o
aumento da condutancia estomatica, com 0 aumento na proporcao de nitrato.

O efeito do aumento na proporcéo de NOs™ sobre a taxa fotossintética pode estar
relacionado ao processo de redugdo do préprio nitrato nas folhas, que ajuda a dissipar o
excesso de energia luminosa por meio do consumo de equivalentes redutores, sendo um
importante mecanismo fotoprotetor para adaptar o aparelho fotossintético a deficiéncia
hidrica (Yi et al., 2014). Desta forma, o custo energético adicional associado a reducao
do nitrato pode ser compensado pela regulacdo positiva da fotossintese (Rothstein e
Cregg, 2005; Bown et al., 2010). Além disso, 0 aumento na propor¢do de NOs™ também
pode aumentar a capacidade antioxidante das plantas, mitigando os efeitos da restricao
hidrica através da neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (Zhang et al., 2011).

O efeito positivo do aumento na proporcdo de NOs™ sobre a taxa fotossintética
também se deve, em parte, a concomitante reducdo na propor¢do de NH4",
minimizando, assim, os efeitos negativos desse cation sobre as trocas gasosas.
Considerando-se que propor¢des de NH4" superiores a 0,50 afetaram negativamente o
acumulo de massa seca das raizes (Tabela 6), presume-se que o acimulo desse cation
pode ter causado reducédo na absorcéo de dgua, acentuando o estresse hidrico. Ademais,
0 excesso de amonio também ocasiona o fechamento estomatico (Foyer et al., 2003),
que é evidenciado pela reducdo na gs, reduzindo a taxa fotossintética. Estudos também

comprovam que proporcdes de NH4*, maiores que NOs’, afetam negativamente as trocas
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gasosas em outras espécies, como morango, cana-de-acUcar e abeto, mesmo sob
condicGes hidricas ideais (Rothstein e Cregg, 2005; Tabatabaei et al., 2006; Boschiero
et al., 2019; Pissolato et al., 2019). Neste estudo, entretanto, ndo foram observadas
variacdes significativas nas trocas gasosas das plantas sob irrigacdo 90%, em funcédo das
proporcdes NOs:NH4", corroborando, assim, os resultados encontrados por Guimaraes
et al. (2014) em Eucalyptus urophylla.

Sob condicdo de restricdo hidrica, as plantas tendem a fechar parcialmente os
estdmatos, ocasionando reducdo na condutancia estomatica, transpiracdo e taxa
fotossintética (Sharma et al., 2020). Neste estudo, os resultados indicam que 0 aumento
na proporcdo NO3:NH4" reduziu o impacto da restri¢cdo hidrica sobre as trocas gasosas
(Figura 4) e pode ter favorecido um aumento na absorcdo de agua pelas plantas,
compensando as perdas por transpiracgdo, tendo em vista o aumento no W foliar (Figura
2). Esses efeitos sugerem ainda que o aumento na proporcdo de NOs3 :NH." até a
proporcao de 0,75:0,25 pode ter contribuido para preservar o teor relativo de agua na
folha (Figura 3), apesar do aumento na transpirag&o.

Nas plantas sob restri¢do hidrica, o aumento em Wy concomitante ao aumento na
proporcao NO3:NH4" corrobora os resultados encontrados por Faustino et al. (2015) em
Pinus taeda. Segundo estes autores, a adubagdo com nitrato induz alteracbes no peso
seco e na condutancia hidraulica das raizes, tornando as plantas mais tolerantes a seca.
Por outro lado, alguns estudos mostram redugdo na absorgdo de 4gua e queda no Ww em
outras espécies submetidas a estresse hidrico e adubadas com aménio (Quebedeaux e
Qzbun, 1973; Pill e Lambeth, 1977; Wu et al., 2017), sugerindo que o aumento em Ww
verificado no presente estudo também pode ser decorrente de reducdo na propor¢édo de
NHs". Entretanto, nas plantas submetidas a irrigacdo 90%, proporcdes de NO3
superiores a 0,58 causaram decréscimo no Ww, que atingiu 0 menor valor na proporgao
NOs3:NH4" 1,0:0,0, em comparacdo com as plantas sob restricdo hidrica.

A EIUA foi maior nas plantas sob irrigacdo 30% do que sob 90%,
independentemente da proporcdo NO3:NH4* (Figura 4D), e isso pode estar relacionado
a diminuigdo na condutancia estomaética, devido ao fechamento dos estdmatos, causado
pela restricdo hidrica (Figura 4A e 4B). Nas plantas sob irrigacdo 30%, o decréscimo na
EiUA concomitante ao aumento na proporcdo NO3:NH4* pode ser atribuido a um
aumento mais pronunciado na condutancia estomatica do que na fotossintese liquida,

como resposta ao aumento na concentragdo de NOz™. Por outro lado, também pode ser
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uma resposta a diminuicdo na propor¢do de NH4*, reduzindo, assim, os riscos de
toxidez, que costuma induzir o fechamento estomatico (Torralbo et al., 2019).

As clorofilas e os carotenoides sdo pigmentos envolvidos na interceptacdo da
radiacdo solar, desencadeando as reacfes fotoquimicas da fotossintese. Em geral, a
deficiéncia hidrica causa danos as estruturas dos cloroplastos, afetando negativamente o
teor de pigmentos fotossintéticos (Sharma et al., 2020). No entanto, as respostas de cada
espécie a restricdo hidrica sdo variaveis, podendo ocorrer tanto aumento como reducao
no teor desses pigmentos (Frosi et al., 2017). No presente estudo, os teores de clorofila
total e carotenoides foram maiores sob irrigacdo 30% (Tabela 7), e isso pode ter
contribuido para preservar a capacidade fotossintética (Correia et al., 2014). Em
eucalipto, normalmente observa-se maior teor de clorofila e carotenoides em condic¢des
de restricdo hidrica (Silva et al., 2004; Mendes et al., 2013; Correia et al., 2014), como
verificado no presente estudo. Tal fato pode ter relagdo com uma menor expanséo foliar
sob deficiéncia hidrica (Mendes et al., 2013; Correia et al., 2014).

Estudos demonstram que a proporcdo NO3z:NH4" exerce influéncia sobre o teor
de clorofila, independentemente de variacdes no regime hidrico (Qin et al., 2017; Cao et
al., 2018; Wang et al., 2018). Alguns autores consideram que os efeitos sobre o teor de
clorofila variam em funcéo da espécie e da sua tolerancia ao aumento na concentragao
de NH4". Assim, sob baixas propor¢oes NO3s:NH4*, o teor de clorofila pode nao ser
afetado significativamente (Liu et al., 2019), ou mesmo sofrer uma reducdo (Helali et
al., 2010; Wang et al., 2010; Pissolato et al., 2019). Neste estudo, considera-se que
houve uma tendéncia de aumento no teor de clorofila total, independentemente do
regime hidrico, em resposta ao aumento na propor¢cdo NOs:NH." até 0,50 (Figura 5).
Esse efeito pode contribuir para aumentar a captacdo de energia luminosa, que favorece
a formacdo de ATP e NADPH, atenuando, assim, os impactos da restri¢do hidrica sobre
a fotossintese. Por outro lado, como o teor de carotenoides ndo foi alterado pelas
propor¢des NOs:NHs* (Tabela 4), pode-se deduzir que variacdes nas fontes de N
mostraram-se ineficientes para aumentar a protecdo ao aparato fotossintético contra o
estresse oxidativo, ocasionado por acumulo de espécies reativas de oxigénio, que
costuma ocorrer em plantas sob condicdo de deficiéncia hidrica (Havaux, 2013; Sun et
al., 2018).

A deficiéncia hidrica costuma dificultar a absorcdo de carbono pelas plantas,
afetando negativamente a sintese de carboidratos e a manutengdo do crescimento

(Hartmann et al., 2020). Neste estudo, os decréscimos verificados nos teores de agucares
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redutores (exceto na propor¢do NOs:NH4" 0,0:1,0) e amido nas plantas sob irrigacdo
30% (Figura 6) corroboram o entendimento a respeito dos efeitos negativos da restrigdo
hidrica sobre o crescimento das plantas (Tabela 7). Sob irrigacdo 30%, o decréscimo no
teor de aclcares redutores em funcdo do aumento na proporcdo NO3:NH." foi
concomitante a0 aumento na taxa fotossintética. Esses resultados sugerem rapida
conversdo de agucares redutores a sacarose € maior particdo de assimilados para outros
drenos, tendo em vista que o aumento na propor¢do NO3:NH4" também favoreceu o
crescimento em altura e didmetro de caule, bem como o acimulo de massa seca em
outras partes da planta, em detrimento do aumento no nimero de folhas (Tabelas 5 e 6).
O aumento na propor¢do NOs:NH4" ndo causou aumento no teor de amido (Figura 6B),
sugerindo que o decréscimo no teor de aglcares redutores ndo foi relacionado ao
acumulo de carboidratos de reserva.

Sob irrigacdo de 30%, o aumento da propor¢do NOs: NHs" até a proporcdo
estimada de 0,61: 0,39 causou um ligeiro declinio no teor de amido (Figura 6B). A
medida que a relagdo NOs": NH4" aumenta, também aumenta a demanda por reducéo de
NOs’, que é energeticamente dispendioso (Nunes-Nesi et al., 2010), cujo processo é
evitado quando o NH.* é a principal fonte de N (MacNeill et al., 2017). Nas folhas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) e soja (Glycine max L.) com aumento da oferta de NOs",
o0 teor de amido diminui, pois o carbono é realocado em metabolitos do ciclo de Krebs,
acidos organicos e aminoacidos (Veau et al. 1992; Scheible et al. 1997). O aumento da
razdo NOsz: NH4* em Arabidopsis resulta em um declinio no contetdo de amido e um
aumento nos metabdlitos associados aos acidos tricarboxilicos (Hachiya et al. 2012;
Sato e Yanagisawa 2014).

O actmulo de prolina em folhas € uma resposta comumente observada em
plantas submetidas tanto a restricdo hidrica (Hossain e Fujita, 2010) como a adubacao
exclusiva com amonio (Fernandez-Crespo, et al., 2012; Kovacik e Klejdus, 2014;
Ravazzolo et al., 2020). A prolina pode atuar como um osmélito compativel,
protegendo o aparelho fotossintético por meio da estabilizacdo de proteinas e enzimas
envolvidas no processo de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (Szabados e
Savouré, 2010). Neste estudo, nas plantas sob irrigacdo 30%, o teor de prolina foi maior
sob adubacdo com apenas uma fonte de N (Figura 7). Esse aumento no teor de prolina
pode estar relacionado ao acimulo de NO3™ ou de NH4" nas raizes quando a adubacéo
contém somente uma fonte de N. Em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana (nrt1.5)

sob estresse hidrico, o acumulo de nitrato nas raizes foi relacionado a um maior teor de
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prolina (Chen et al., 2012). Ja& sob adubagdo somente com aménio, 0 aumento no teor de
prolina pode refletir uma resposta da planta a toxicidade por excesso dessa fonte de N
(Torralbo et al., 2019).

Nas plantas sob restricdo hidrica, 0 aumento na atividade da redutase de nitrato
concomitante ao aumento na propor¢do NOs:NH4" até 0,46:0,54 indica o efeito positivo
do aumento na concentracdo de substrato sobre a cinética enzimética (Sauro, 2011). O
declinio na atividade da redutase de nitrato, em resposta a propor¢des NOs:NH4" mais
elevadas, corrobora os resultados obtidos por outros autores (Wu et al., 2015; Wang et
al.,, 2018; Zhang et al., 2019), e pode ser atribuido ao efeito inibidor de altas
concentracdes de NO3™ sobre a atividade dessa enzima (Figura 8). Os resultados deste
estudo mostram que, sob restricdo hidrica, a atividade da redutase de nitrato é
favorecida por proporgdes NOs:NH4" intermediarias. Nessas condigdes, a otimizagao
da atividade da redutase de nitrato também deve ser considerada como necessaria,
devido ao protagonismo dessa enzima no metabolismo de sintese de 6xido nitrico (NO)
(Pissolato et al., 2020), o qual exerce papel mitigador do estresse hidrico, conforme
observado em outras espécies (Cai et al., 2015; Silveira et al., 2017; Pissolato et al.,
2020).

Apesar das evidéncias relatadas em outros estudos sobre a deficiéncia hidrica
como fator de inibicdo da atividade da redutase de nitrato (Fresneau et al., 2007; Zahoor
et al., 2017; Huang et al., 2018), neste estudo, a atividade dessa enzima nas proporcdes
NO3:NH." de 0,25:0,75 e 0,50:0,50 foi maior nas plantas sob irrigacdo 30% (Figura 9).
De acordo com Yaneva et al. (2000) e Sharma e Dubey (2005), sob condicdes de
estresse hidrico, o aumento na atividade da redutase de nitrato pode ser uma resposta
compensatéria a reducdo na quantidade total da enzima (formas ativa e inativa).

Em relacdo as caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento, 0s
resultados mostram que variagfes na propor¢cdo NOs:NH4" nas plantas sob restricdo
hidrica ndo foram eficazes para evitar uma queda significativa em altura de plantas,
didametro de colo, area foliar e massa seca de folhas, caule e raizes (Tabela 7). Os efeitos
negativos da restrigdo hidrica sobre a massa seca foram mais intensos em folhas e caule,
que sofreram redugdes de 28,96 e 32,30%, respectivamente, comparando-se com plantas
sob irrigacdo 90%. A massa seca de raiz sofreu reducdo menos acentuada (18,83%),
sugerindo maior particdo de massa seca para esse 0rgao, que favorece a absorcéo de

agua, permitindo maior tolerdncia a restricdo hidrica. No entanto, as razGes altura /
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diametro do colo e massa seca de parte aérea / raiz, por sua vez, nao foram influenciadas
pelas variag6es no regime hidrico, nem pelas propor¢des NOs:NH4* (Tabela 5).

Por outro lado, de uma forma geral, propor¢des NOs:NH4" iguais ou superiores
a 0,50:0,50 favoreceram o0 desempenho das caracteristicas morfofisioldgicas,
independentemente do regime hidrico, contribuindo, assim, para mitigar os efeitos
negativos da deficiéncia hidrica nas plantas sob irrigagdo 30% (Tabela 6). Apesar dos
efeitos positivos sobre potencial hidrico, condutdncia estomatica e fotossintese,
proporcdes NOs:NHs" maiores que 0,50:0,50 ndo se traduziram em aumentos
significativos em altura de plantas, didmetro de caule, area foliar e massa seca, quando
comparados a propor¢do 0,50:0,50.

O efeito positivo da variacdo nas fontes de N sobre as caracteristicas
morfofisioldgicas nas plantas sob restricdo hidrica pode ser atribuido, em parte, a
estreita relagdo entre a concentracdo de NOs, a atividade da redutase de nitrato e a
fotossintese liquida. A assimilacdo de nitrato € essencial para a sintese de compostos
organicos. Durante a fotossintese, a assimilacdo de CO. e a assimilacdo de nitrato
devem ser combinadas entre si. A assimilacdo de nitrato pode progredir somente quando
a assimilacdo de CO. fornece os esqueletos de carbono para a sintese de aminoacidos
(Heldt e Piechulla, 2011). Além disso, a assimilacdo do nitrato deve ser regulada de tal
forma que a producéo de aminoécidos ndo exceda a sua demanda. Por esses motivos, a
redutase de nitrato, que exerce um papel chave no metabolismo de assimilacdo de
nitrato, tem a sua atividade considerada como um importante indicador do desempenho
metabdlico da planta, especialmente no que se refere aos metabolismos de carbono e
nitrogénio (Heldt e Piechulla, 2011).

Por outro lado, convém destacar que o aumento na proporcdo NOsz:NH4*
também possibilitou uma atenuacdo dos efeitos toxicos de NHs* nas folhas, como os
que foram registrados nas proporcdes 0,0:1,0 e 0,25:0,75 (Figura 9). Os efeitos tdxicos
observados neste estudo corroboram alguns relatos sobre sintomas de toxidez por
excesso de NH." em outras espécies, 0s quais geralmente acarretam reducdo no
crescimento (Guo et al., 2007; Helali et al., 2010, Borgognone et al., 2013; Wang et al.,
2018). ConcentracOes elevadas de NH4™ ocasionam aumento na demanda por esqueletos
de carbono para as raizes, uma vez que apenas uma pequena quantidade de NH4* é
translocada para a parte aerea, reduzindo, assim, a disponibilidade de carbono para o
crescimento e a manutencdo de atividades celulares (Britto et al., 2013; Wang et al.,

2016). As células podem também aumentar o efluxo de NH4", o0 que pode resultar em
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um ciclo fatil e energeticamente dispendioso (Britto et al., 2001). Além disso, em
niveis toxicos, o excesso de NH4" pode acarretar deficiéncia de outros cations (Roosta e
Schjoerring, 2007; Helali et al., 2010), interrup¢6es na homeostase hormonal (Walch-
Liu et al., 2000) e na fotossintese (Pissolato et al., 2019), estresse oxidativo (Wang et
al., 2010), acidificacdo de organelas celulares e desacoplamento da fotofosforilacdo
(Gerendas et al., 1997; Bittsanszky et al., 2015).

6 CONCLUSOES

A restricdo hidrica influencia negativamente o crescimento de plantas jovens de
Eucalyptus urophylla, reduzindo significativamente a altura de plantas, diametro de
caule, area foliar e massa seca de folhas, caule e raizes. Essa reducdo no crescimento €
atribuida, principalmente, a uma combinacdo de efeitos fisiolégicos e bioquimicos
negativos, como diminuicdo no potencial hidrico, na condutncia estomatica, na
fotossintese liquida e nos teores de agucares redutores e amido.

A adubacéo nitrogenada mista com diferentes propor¢des NO3:NH4* demonstra
ser ineficaz para evitar a reducdo do crescimento nas plantas sob estresse hidrico. Por
outro lado, proporcGes NOsz:NH4*, iguais ou superiores 0,50:0,50, favorecem o
desempenho de caracteristicas morfofisiologicas relacionadas ao crescimento,
independentemente do regime hidrico. Esse dado torna-se particularmente relevante
para as plantas sob irrigacdo 30%, ja que a adubac¢do nitrogenada mista, com proporcao
de NOsz” maior ou igual a de NH4", apesar de nédo evitar os danos as caracteristicas
morfofisioldgicas, pode atenuar os efeitos negativos da restricdo hidrica sobre o
crescimento. O aumento na proporcao NO3z:NH." também atenua os efeitos da restricéo
hidrica sobre o potencial hidrico foliar, condutancia estomatica e fotossintese. O
desempenho da atividade da redutase de nitrato € melhor sob adubagdo mista com NOs’
:NH4" do que sob adubacdo apenas com NO3z™ ou NH4",
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