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USO DE UM MUTANTE EM AUXINA NO ESTUDO DA DESORDEM
NUTRICIONAL DE NITROGENIO EM TOMATEIRO

RESUMO - A resposta do tomateiro a suficiéncia ou deficiéncia de
nitrogénio depende da sinalizacdo da auxina (AUX). O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da AUX nas respostas de plantas de tomateiro a deficiéncia de
nitrogénio (N) e sua influéncia na eficiéncia de uso de N. Foram desenvolvidos dois
experimentos, o primeiro foi conduzido em camara de crescimento, utilizando-se o
mutante diageotropica (dgt) de tomateiro cultivar Micro-Tom (MT), que apresenta
baixa sensibilidade a AUX. As plantas foram submetidas a auséncia e a presenca de
N na solucdo nutritiva. Foram avaliados apos 10 dias de omisséo de N: a altura de
plantas e o diametro do caule, massa seca da raiz e da parte aérea, comprimento,
area, didmetro e densidade da raiz, numero de raizes laterais (RL), area foliar,
acumulo de N e eficiéncia de utilizacao de nitrogénio (EUN) na raiz e na parte aérea,
teores de clorofilas a e b, e carotendides. O segundo experimento foi realizado na
Universidad Publica de Navarra (UPNA), Espanha. Utilizou-se do delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeticdes, arranjados em esquema fatorial 4 x
2, correspondendo a quatro tratamentos de N (N-NOs3; N-NH;"; NOs + AUX;
omissao de N) e dois gendtipos de tomateiro (MT e dgt). Foram avaliados variaveis
de crescimento, fisioldgicas, teores de nitrato e amdnio nas folhas e raizes, proteina
e glutamina sintetase (GS) nas folhas e raizes. Para todas as variaveis de
crescimento, exceto diametro e comprimento radicular, houve efeito da interacao
entre os gendtipos de tomateiro e tratamentos de N. Porém o diametro radicular
apresentou reducao pelos efeitos individuais dos genadtipos de tomateiro e omisséo e
presenca de N. Enquanto o comprimento radicular maior no tomateiro MT, o mutante
dgt apresentou aumento no numero de RL na deficiéncia de N. A AUX nao sendo
utilizada pelas plantas reduz o crescimento da parte aérea e do sistema radicular
das plantas de tomateiro. O tomateiro dgt apresenta maior tolerancia ao estresse por
amonio, possivelmente devido ao maior acumulo desse cation nas raizes. Além de
alteracdes no metabolismo do N, principalmente relacionado a uma maior EUN sob
deficiéncia de N. As respostas inéditas no desenvolvimento do dgt em condicfes de
deficiéncia de N podem estar relacionadas a uma maior atividade da GS na raiz e na
parte aérea nessas condicdes.

Palavras-chave: deficiéncia nutricional, eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio,
Fitohorménios, nutricdo mineral de plantas, Solanum lycopersicum L., toxicidade



USE OF A MUTANT IN AUXIN IN THE STUDY OF NUTRITIONAL DISORDER OF
NITROGEN IN TOMATO

ABSTRACT - It has been shown that tomato response to the sufficiency or
deficiency of nitrogen depends on auxin signaling (AUX). The objective of this study
was to measure the effect of AUX in the responses of tomato plants to nitrogen
deficiency (N) and your influence on N use efficiency. Were developed two works,
where the first was developed in a growth chamber, where he was used
diageotropica mutant (dgt) of tomato cultivar Micro-Tom (MT), which has low
sensitivity to the AUX. The plants were subjected to the privation and the presence of
N in the nutrient solution. Were evaluated after 10 days of failure N: plant height and
diameter, root dry mass and shoot length, area, diameter and root density, number of
lateral roots (RL), leaf area, accumulation of N and nitrogen use efficiency (NUE) in
root and shoot, chlorophyll a and b levels, and carotenoids. The second experiment
was carried out at the Universidad Publica de Navarra (UPNA), Spain. It was used
the completely randomized design with six replications, arranged in a factorial 4 x 2,
corresponding to four treatments of N (N-NOs’, N-NH,", NO3™ + AUX, omission of N)
and two tomato genotypes (MT and dgt) were evaluated analyzes of growth,
physiological, nitrate and Ammonium on the leaves and roots, protein and glutamine
synthetase in leaves and roots. For all the growth variables except root diameter and
length, there was a significant interaction between tomato genotypes and treatment
N. However, the root diameter was reduced by the individual effects of tomato
genotypes and omission and presence of N, while the length radicular higher in MT
tomato, the dgt mutant showed an increase in the number of RL disability N. AUX not
used by plants reduces the growth of shoots and roots of tomato plants. The dgt
tomato has a higher tolerance to stress ammonium, possibly due to greater
accumulation of this cation in the roots. As well as the dgt tomato presents changes
in the N metabolism, mainly related to increased EUN under disability N. The
unprecedented responses in the development of dgt N deficiency conditions may be
related to increased activity of GS in the root and shoot under these conditions.

Keywords: nutritional deficiency, nitrogen use efficiency, phytohormones, Solanum
lycopersicum L., plant nutrition, toxicity



1. INTRODUCAO

A deficiéncia de nitrogénio (N) € um fator limitante ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (KOOHKAN; MAFTOUN, 2016). A falta de N no meio
de cultivo induz uma sequéncia de eventos biolégicos na planta que desencadeia
alteragcbes moleculares, como fitohormonios e DNA, evoluindo para modificacbes
subcelulares que conduzem a alteragcbes celulares resultando em desorganizacao
dos tecidos (FLORES et al.,, 2016; PRADO, 2008). Observa-se ainda que a
deficiéncia de N induz aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) das plantas
por diversos aspectos, como alteragbes na arquitetura, morfologia do sistema
radicular, e atividade de transportadores de N (XU et al., 2012; ZHU et al., 2015),
maior relacao raiz/parte aérea, ocasionando maior vigor das raizes (GARNETT et al.,
2009).

Em alguns ecossistemas vegetais o amonio (NH;") é a principal fonte de N,
porém €& toxico em concentracdes elevadas, especialmente quando disponiveis
como fonte exclusiva de N. O estresse por amonio leva rapidamente aos diversos
desequilibrios metabdlicos e hormonais que em Ultima andlise inibem raiz e

crescimento da parte aérea em muitas espécies de plantas (YANG et al., 2015).

A resposta das plantas a deficiéncia de N pode estar associada ao controle
hormonal, pois os horménios sdo moléculas que controlam praticamente todas as
etapas do desenvolvimento vegetal, desde a germinacdo até o florescimento
(KROUK, 2016). Dessa forma, nao é surpresa que haja um forte controle hormonal
na nutricdo em plantas desde a absorcdo e transporte de ions, até a inducao de
respostas morfofisiolégicas aos nutrientes, incluindo estresses impostos pela
deficiéncia ou excesso nutricional. De fato, evidéncias indicam que hormdnios
podem modular a atividade de transportadores de alta afinidade para o N, induzir
atividade de enzimas que facilitem a remobilizacdo de nutrientes a partir de fontes

organicas ou inorganicas e estimular o crescimento de 6rgdos que diretamente



participam da aquisicdo de nutrientes (BITTSANSZKY et al., 2015; FERRARO et al.,
2015).

Um dos mais evidentes fitohormdnios envolvidos na deficiéncia de N séo as
auxinas (AUXs). Quando produzida na parte aérea, as AUXs podem ser moléculas
sinalizadoras de longa distancia envolvidas no desenvolvimento de raizes laterais.
No entanto, tem sido sugerido que o NO3z acumulado na parte aérea podendo
diminuir a ramificacdo de raizes por inibicdo da sintese de AUX ou 0 seu transporte
para a raiz (KROUK, 2016). Tem sido indicado que ocorrem mudancas no acumulo
de AUX translocado da parte aérea para a raiz em funcdo da baixa disponibilidade
de N em diferentes espécies, Brassica caulorapa (AVERY et al., 1937); Glycine max
(CABA et al.,, 2000); Triticum aestivum (CHEN et al.,, 1998); Ananas comosus
(TAMAKI e MERCIER., 2007); Zea mays (LIU et al., 2010), e Arabidopsis thaliana
(KROUK et al., 2010; YANG et al., 2015). Todas essas descobertas tém originado
ainda mais questionamentos e gerado mais interesse sobre a necessidade de
compreender as interacbes hormonais e a regulacdo dos mecanismos de

crescimento das plantas sob condi¢des de deficiéncia nutricional.

Para melhor compreender a relacédo entre AUXs e N, ferramentas vegetais,
tais como mutantes tém sido bastante utilizadas, Krouk et al. (2010) trabalhando
com mutantes de arabidopsis no transportadores de nitrato, relata que sob baixa
disponibilidade de N ocorre um crescimento maior da raiz principal e inibicdo de
raizes laterais (RLs), devido os genes NRT1.1 reprimir a acumulacdo de AUX nos
apices de raizes laterais (RL) de plantas cultivadas em condices de uma baixa
concentracdo de NOg3', levantando assim a questdo de como o transportador de NO3
pode afetar a localizacdo de horménio, quando o NO3™ ndo esté presente. Entretanto,
muito ainda é necessario conhecer visto que as evidéncias da participacdo das
AUXs na sinalizacdo nutricional, porém ainda pouco elucidada, é inevitavel o
surgimento de uma proposta que utilize ferramentas imprescindiveis, como 0s
mutantes de tomateiro deficientes em AUX, cultivados sob condigéo de deficiéncia
de N. O mutante de tomateiro dgt, com crescimento diageotropico do caule e das

raizes, apresenta baixa sensibilidade a AUX, constituida uma ferramenta importante



de estudos para este fitohormonio. Surge assim, a hipotese de que a disponibilidade
de N em plantas com baixa sensibilidade a AUX pode alterar a eficiéncia de uso do
N e o crescimento das plantas de tomateiro. Para isto, objetivou-se avaliar o efeito
da AUX nas respostas de plantas de tomateiro a deficiéncia de N e sua influéncia na
eficiéncia deste nutriente. Além de avaliar o efeito de diferente fontes de N e AUX
exdgena no crescimento, nutricdo, fisiologia e metabolismo de N em plantas de

tomateiro com baixa sensibilidade a AUX.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cultivar “Micro-Tom” e a mutacao dgt

Algumas espécies de plantas apresentam caracteristicas genéticas e
morfolégicas favoraveis aos estudos de melhoramento. No tomateiro € possivel
encontrar mutantes que apresentam alteracdes no metabolismo e/ou sensibilidade a
varios hormoénios. A espécie Solanum lycopersicum L. tornou-se um modelo muito
importante para estudos de genética e fisiologia nos ultimos anos (CARVALHO et
al.,, 2011) Em estudos recentes envolvendo analises fenotipicas, Rosado et al.
(2006), observaram que existem mutantes com sensibilidade alterada em resposta a
mais de um horménio, indicando que um Unico componente de sinalizacdo pode
atuar em duas ou mais respostas hormonais diferentes. Todas essas descobertas
tém trazido ainda mais questionamentos e gerado mais interesse sobre a
necessidade de compreender as interacdes hormonais e a regulacdo dos

mecanismos de crescimento das plantas sob condi¢cdes adversas.

Além de ser cultivado em todo o0 mundo e de sua importancia econémica, o
tomateiro apresenta varias caracteristicas que o tornam um conveniente modelo de
espécies vegetais. Isto ocorre porque apresenta um genoma relativamente
compacto (950Mb) (CARVALHO et al.,, 2011), combinado com protocolos de
transformacao altamente eficiente (PINO et al., 2003).Portanto, é uma planta modelo
alternativa a Arabidopsis thaliana, devido as suas diversas caracteristicas de
desenvolvimento que ndo sdo encontrados em Arabidopsis, como apresentar fruto
carnoso e nao seco (CARVALHO et al., 2011).

O pequeno tamanho conveniente e receptivo para o cultivo em grande escala
de Arabidopsis também foi encontrado em tomate cv. Micro-Tom (MT) (CAMPOS et
al., 2010). O tomateiro MT foi criado inicialmente para fins ornamentais (SCOTT et
al., 1989), mas seu ciclo de vida rapido e alto rendimento indicam que a MT é uma

cultivar candidato como sistema modelo de tomate (MEISSNER et al., 1997).



Contudo, é relevante destacar a importancia do tomate no Brasil, onde o
mesmo é considerado lider entre as hortalicas do cenario nacional, com 55.592 ha
de area plantada, producéo de 3.647.977 toneladas de frutos e rendimento médio de
65.621 kg ha-1 (IBGE, 2013). Onde no Brasil, as regides sudeste e centro-oeste séo
responsaveis por grande parte da producao nacional, destacando-se os estados Sao
Paulo e Minas Gerais com maiores areas cultivadas de tomate de mesa, com 25,8 e
17,9 %, relativamente, e o estado de Goias com 79 %, mas para industria
(CAMARGO et al., 2011).

Sabe-se que a producdo do tomate é controlada por fatores bidticos
relacionados a propria planta (potencial genético, horménios) e abibticos, como
temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes, aeracao, radiacdo solar, etc, onde
esses fatores podem estar correlacionados, podendo interferir na produtividade e
qualidade dos frutos produzidos. Considerando que os nutrientes mais requeridos
sdo o0 potassio, nitrogénio e célcio (PRADO et al., 2011), torna-se indispensavel o

fornecimento dos mesmos e o0s seus reflexos na nutricdo da planta..

O mutante de tomate diageotropica (dgt) apresenta baixa sensibilidade a
auxina (&cido indole-3-acético, AlA). Por isso, este mutante € caracterizado por
varias diferencas no desenvolvimento e na fisiologia, como reduzida resposta ao
gravitropismo, pequeno espaco entre entrends, baixo numero de raizes laterais,
folhas e cotilédones enrolados, baixa dominancia apical (ZOBEL, 1974; HO et al.,
2006; BALBI; LOMAX, 2003; ZOBEL, 2016). O mutante dgt ndo afeta a biossintese
de AUX, por outro lado, afeta um especifico passo na percepcdo ou de sinalizacao
da auxina (RETZER; LUSCHNIG, 2015). Desta forma, o dgt torna-se uma
interessante ferramenta para estudar processos fisiolégicos mediados pela AUX.
Recentemente Ivanchenko et al. (2015) elucidaram algumas informacfes sobre os
mecanismos pelo qual o dgt poderiam influenciar nos efeitos da auxina nas plantas.
Estes resultados recentes sugerem que a via de sinalizacdo da AUX é condicionado
por um ciclofilina, que é produzida na parte aérea e transportada para as raizes,
induzindo divisdo celular de células periciclo da raiz (IVANCHENKO et al., 2015;
SPIEGELMAN et al., 2015).



Considerando o tomateiro uma hortalica de grande importancia em todo o
mundo, sua producdo consome grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados,
gue causam graves problemas ambientais (GOOD et al.,, 2004). O aumento da
eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) de culturas através da engenharia genética é
uma &rea promissora da pesquisa (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010; XU et al.,
2012). Uma vez que, estresses abibticos estdo ameacando seriamente a sua
producdo e qualidade. Embora GS, GOGAT e GDH desempenham papéis
importantes nestes processos, e pesquisas sobre estes mutantes hormonais, a fim
de elucidar as respostas hormonais na deficiéncia de N, sao considerados
essenciais para elucidar os processos envolvidos na melhor eficiéncia de utilizagéo

dos nutrientes, como o nitrogénio.

2.2 Interacao nitrogénio x auxinas

O fornecimento de NOj™ para as plantas modifica o0 crescimento e as etapas
do desenvolvimento da planta, como a germinacdo (ALBORESI et al., 2005), o
crescimento da raiz (GUO et al., 2005 ; LIU et al., 2010 ; REMANS et al., 2006), o
crescimento da parte aérea (RAHAYU et al., 2005; WALCH-LIU et al., 2000 ),
transicdo de fase de desenvolvimento, como descrito por Vidal et al. (2014), e na
floracdo (MARIN et al., 2010). Estes processos sao muito bem conhecidos por estar
sob o controle da sinalizacdo hormonal. O NO3 também atua controlando esses
eventos, ndo é surpreendente observar que o NO3 afeta a biossintese e transporte
dos hormoénios vegetais (KROUK, 2016).Para conhecimento, as mais antigas
experiéncias relatando as relagbes entre AUX e nitrogénio foram feitas em 1937-
1945. Os autores indicam que plantas de Caulorapa Brassica, crescendo em
diferentes concentracdes de N, alterou o conteddo de AUX (AVERY et al., 1937,
AVERY; POTTORF, 1945). Desde entdo, varios trabalhos demonstraram que a
biossintese, o transporte e o acumulo de AUX foi alterada em resposta a diferentes
concentracoes de N em milho (CHEN et al., 1998; TIAN et al., 2008), soja (CABA et
al., 2000), abacaxi (TAMAKI; MERCIER, 2007) e Arabidopsis thaliana (KROUK et al.,



2010; MA et al., 2014; WALCH-LIU et al., 2006). Uma regra geral pode ser tirada a
partir destas referéncias, € que uma diminuicdo na disponibilidade de NOj tende a
promover a translocacao da auxina a partir dos apices para as raizes. No entanto,
alguns trabalhos recentes usando genética molecular em Arabidopsis, demonstram
que essa resposta ndo € tdo simples. Ma et al. (2014) recentemente identificou
Triptofano amino-transferase relacionadas (TAR2) como um gene chave mantendo a
biossintese de auxina em condi¢cGes de baixa disponibilidade de N. Curiosamente,
este gene € expresso em raizes e periciclo vascular e transcricionalmente induzido
em condi¢des de deficiéncia de N. Este trabalho demonstra que Tar2, pertencente a
via principal da biosintese de auxina (ZHAO, 2012), é importante, possivelmente
para a acumulacdo de auxina observada em raizes em condi¢cdes de baixa N e
desenvolvimento de raizes laterais (MA et al., 2014).

Curiosamente, a interacdo entre a sinalizagcdo do NO3™ e 0 transporte auxina,
também é relatado pelo fato dos transportadores de nitrato também serem capazes
de transportar auxina (KROUK, 2016). Na verdade, o gene CHLORATE1 (CHL1 /
NRT1.1/NPF6.3) (LERAN et al., 2014) foi identificado como sendo um transportador
de NOs; de dupla afinidade, mais recentemente para ser um controlado NOj3
transportador de auxina. Krouk et al. (2010) relataram que sob baixa disponibilidade
de N ocorre um crescimento maior da raiz principal e a inibicdo de RLs, devido os
genes NRTL1.1 reprimir a acumulacdo de AUX nos apices de raizes laterais (RL) de
plantas cultivadas em condicbes de uma baixa concentracdo de NOj3, levantando
assim a questdo de como o transportador de NOj3 pode afetar a localizacdo de
horménio quando o NO3; ndo estd presente. Estes processos sdo muito bem
conhecidos por estar sob o controle de sinalizagcdo hormonal. Nao é surpreendente
observar que o NOjs também controla a biossintese e transporte do hormdnio
(GOJON et al., 2011; KROUK, 2016). Este € um exemplo impressionante da
capacidade do NO3™ para reprimir a atividade de transporte de auxina. Além disso, foi
recentemente indicado que é a forma fosforilada da proteina T101 que parece ser
capaz de transportar a auxina (BOUGYON et al., 2015), em comparagdo com uma
forma né&o fosforilada. As publicacdes recentes desta fascinante estrutura de cristal
da proteina (PARKER e NEWSTEAD, 2014; SUN et al., 2014) devera contribuir para



definir os mecanismos internos da interagdo NOs3/ auxina. Outra relacdo evidente
entre 0 amonio e as AUXs, pois o excesso de NH," inibe o crescimento radicular, em
parte devido a acidificacdo do pH externo que resulta na excrecdo de protons
(FINDENEGG, 1987). Isto diminui o valor do pH celular determina o estado de
protonacdo do &cido indol-acético e influenciando no fluxo de auxina célula-a-
célula. Este crescimento da raiz estimulada em baixas concentraces em NH,',
fornece suporte para a hipétese de que a inibicdo do crescimento da raiz € mediada
pela resposta reduzida da auxina na ponta da raiz quando o NH," é utilizado como a
Unica fonte de N e em altas concentracdes (YANG et al., 2015).

2.3. Deficiéncia de N em tomateiro

Dentre os nutrientes relevantes para o tomateiro, destaca-se o nitrogénio (N)
gue contribui para o maior crescimento das plantas, induzindo incremento da matéria
seca de raizes, caules, folhas e de frutos, altura da planta, nimero de folhas, area
foliar, florescimento, frutificacdo, produtividade e alteracdo hormonal (MEHMOOQOD et
al., 2012; KUMAR et al., 2013), além de exercer efeito na absorcdo de outros
nutrientes, como por exemplo, calcio e magnésio (BORGOGNONE et al., 2013).

Sabe-se que a deficiéncia do N resulta, na maioria das vezes, em diminuicao
do crescimento, pois o nutriente incrementa a sintese proteica e fotossintese, e sua
limitacdo muitas vezes estar associada a aceleracao da senescéncia foliar (FLORES
et al., 2016, KOOHKAN; MAFTOUN, 2016), sendo o nutriente mais limitante para a
producado de biomassa (YONG et al., 2010).

O nitrogénio apresenta-se como 0 segundo nutriente mais requisitado pela
cultura do tomateiro. A sua deficiéncia pode causar alguns sintomas visiveis de
distarbios fisiolégicos, dentre estes o acumulo de antocianina, causando o
arroxeamento de caules, peciolos e folhas mais velhas, além do sintoma classico de
clorose e senescéncia nas mesmas folhas, em casos de severa deficiéncia
(MARENCO; LOPES, 2005). Frutos coloridos e plantas com crescimento aquém do
adequado com aparéncia nao vistosa, também sdo relatados como sintomas de
deficiéncia de N em plantas de tomate (MARSCHNER, 2012).



2.4. Toxicidade de amdnio em plantas

As espécies de plantas podem ser tolerantes ou ndo ao excesso de amoénio
no meio de cultivo, de modo que o efeito toxico dessa forma de N influéncia no
crescimento e no desenvolvimento das plantas (CRUZ et al., 2011).

A absorcdo de N na forma amoniacal pode ter como vantagem o fato de o N
estar na forma reduzida; no entanto, o fluxo de aménio é de dificil controle, devido a
necessidade da homeostase celular do elemento, podendo induzir toxicidade as
plantas (BITTSANZKY et al., 2015). Neste sentido, a maioria das plantas superiores
desenvolve sintomas de toxicidade, quando cultivada apenas com aménio, podendo
ocasionar a morte dos vegetais (HORCHANI; HAJRI; ASCHI-SMITI, 2011).

Entretanto, as respostas que as plantas apresentam quando absorvem N
amoniacal ou nitrico sdo muito amplas, mesmo sendo da mesma espécie, de
maneira que ha diferencas entre variedades quanto ao desenvolvimento sob
aplicacao de amoénio (CRUZ et al., 2011) e de nitrato (HUANG et al., 2013).

A toxicidade de aménio ocasiona mudancas bioquimicas e fisiologicas na
planta, como: alteragées no pH intracelular, no equilibrio osmaotico, no metabolismo
de hormdnios (LI et al., 2014), induz a deficiéncia de nutrientes (MENDOZA-
VILLAREAL et al.,, 2015), podendo causar estresse oxidativo, aumentando o
conteado de O, e H,0,, , diminuindo os teores de clorofila e de carotenoides
(WANG et al., 2010) e as taxas fotossintéticas (SU et al., 2012; BORGOGNONE et
al., 2013). De modo geral, os sintomas de toxicidade do NH," em plantas deve-se,
entre outros fatores, ao alto consumo de energia para o efluxo desse ion, mantendo
baixa sua concentracdo no citosol da célula (BRITTO et al., 2014).

Na literatura, varios trabalhos relatam os sintomas de toxicidade de aménio
em plantas, como, clorose, necrose, murchamento das folhas, coloracdo marrom do
sistema radicular, senescéncia, menor crescimento das raizes e da parte aérea, e
em casos de toxicidade severa, podendo ocorrer morte do vegetal (LI et al., 2014;
JAMPEETONG; BRIX; KANTAWANICHKUL, 2012; WONG, 2005).

O amobnio em excesso pode causar danos a integridade fisica das

membranas das células dos vegetais (KOCHANOVA et al., 2014), sendo relatada a
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aumento do indice de vazamento de eletrolitos em plantas de Arabidopsis taliana
(HELALI et al., 2010). Com isto, pode haver diminuicdo da atividade fotossintética
das plantas, um dos processos metabodlicos mais afetados pelas formas de N
(BITTSANSZKY et al., 2015; CRUZ et al., 2014).

Dessa forma, verificou-se aumento da taxa de transpiracdo de plantas de
Solanum lycopersicum (BORGOGNONE et al.,, 2013) e diminuicdo da eficiéncia
fotossintética de Zea mays (VACULIKOVA et al.,, 2014), causando menor
crescimento das plantas.

Em concentracdes elevadas de aménio, ocorre menor indice de cor verde das
folhas de Brassica napus (HU et al., 2015) e de Manihot esculenta (CRUZ et al.,
2014). Isso porque em ambas as espécies, foram observados aumento do contetudo
de espécies reativas de oxigénio, causando peroxidacdo oxidativa e diminuicdo dos
teores de clorofila.

Em estudo com plantas de Salvinia cucullata sob concentracdes de amonio,
Jampeetong, Brix e Kantawanichkul (2012) observaram que concentracfes acima de
5 mmol L™ de NH," induziram o aparecimento de cloroses nas folhas mais velhas,
associado a menores teores de clorofila, carotenoides e de K, diminuindo o
crescimento da raiz e da parte aérea.

Em plantas de Solanum lycopersicum cultivadas em solugdo nutritiva com 5
mmol L™ de NH,*, houve aumento no contelido de malondealdeido (MDA) e H,0,
nas folhas, induzindo a peroxidacéo lipidica devido o estresse oxidativo (BARRETO
et al., 2016). Estes efeitos indicam que essa espécie é susceptivel ao excesso de
amaonio.

Estudou-se o efeito de altas concentracfes de amodnio em plantas de Latuca
sativa, Spinacia oleracea, Solanum lycopersicum e Pisum sativum, com base no
local e no nivel da atividade enzimatica (GDH e GS). Verificou-se maior atividade
das enzimas GDH e GS nas folhas em relacdo as raizes em alface, espinafre e
tomate, enquanto o contrario ocorreu nas plantas de ervilha, sendo consideradas
tolerantes a toxicidade de aménio (CRUZ et al., 2006).

A area foliar, o diametro do caule e a altura de plantas também podem ser

afetados pelo excesso de aménio. Os prejuizos causados pelo NH4* sobre essas
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variaveis foram observados em plantas de Eustoma grandiflorum (MENDOZA-
VILLAREAL et al., 2015); de Eucalyptus urophylla (GUIMARAES; CAIRO; NEVES,
2014) e de Solanum lycopersicum (BORGOGNONE et al., 2013).

O excesso de NH;" estd diretamente envolvido com o desenvolvimento das
raizes, que sdo mais afetadas pela exposicdo a esse ion em relagdo aos outros
orgaos das plantas (LI et al., 2014), com severas modificacdes fisiologicas e
morfologicas (ZANIN et al., 2015).

O NH;" em excesso causa 0 encurtamento das raizes primarias devido a
inibicdo do alongamento e divisdo celular nas zonas meristematicas (PETRICKA;
WINTER; ANNU, 2012), e como efeito secundario, a supresséo das raizes laterais
(LI et al., 2010). Nessas condicdes, ha o aumento do efluxo de NH;" na zona
meristematica, conferido pela acdo da GDP-manose pirofosforilase (GMPase),
hipersensivel ao NH,", em contraste com maior influxo desse fon nas células das
raizes maduras (LI et al., 2014). Esses efeitos nocivos do amoénio podem ser
responsaveis pela reducdo de cerca de 70% do desenvolvimento das raizes (LIU et
al., 2013). Além disso, as formas de N também podem afetar a sintese de atividade
de hormdnios nas raizes, inibindo ou promovendo o alongamento das células (LI et
al., 2014). Em complemento, a aplicacdo de NH," em excesso, promove a inibi¢éo
da sintese e do transporte de auxina nas células jovens das raizes (LI et al., 2013).

O balanco nutricional também é afetado pelo excesso de N amoniacal em
plantas (PRADO, 2008; MARSCHNER, 2012; MENDOZA-VILLARREAL et al., 2015).
O NH4" em excesso na solucéo nutritiva diminui os acimulos dos céations K, Ca e Mg
na parte aérea e na raiz, com relatos em varias espécies de plantas, como Eustoma
grandiflorum (MENDOZA-VILLAREAL et al., 2015); Fragaria spp. (CHOI; LATIGUI;
LEE, 2011) e Eucalyptus urophylla (GUIMARAES:; CAIRO; NEVES, 2014). O
desequilibrio entre esses ions ocorre devido aos disturbios nutricionais nas plantas
(LI et al., 2013), evidenciando o efeito antagdnico de NH," em relacdo aos cations,
por serem ions que competem pelos mesmos sitios de absor¢cdo (MARSCHNER,
2012). Esse desbalanco idnico ocorre em razdo do aumento do influxo de NH4" e de

efluxo de cations na membrana plasmatica, havendo extrusdo destes ions para o



12

vacuolo celular, podendo causar sintomas de deficiéncias nutricionais as plantas
(MENDONZA-VILLAREAL et al., 2015).

O fornecimento de NH,;" em excesso pode diminuir a eficiéncia de utilizacio
de N nas raizes e na parte aérea, possivelmente devido ao consumo de luxo do
nutriente (XU et al., 2012). Apesar do consideravel numero de pesquisas envolvendo
a elucidacdo da toxicidade de NH4;" em plantas, h4 a necessidade de melhor
entendimento das altera¢cdes nutricionais, enzimaticas e fisioldgicas deste cation, e
relacdo com os hormonios, principalmente em hortalicas como o tomateiro, na qual

estudos dessa natureza ainda nao foram realizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento | - A mutag&o diageotropica de tomateiro altera a eficiéncia do

uso do nitrogénio
3.1.1. Local do trabalho

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (Unesp), faculdade de ciéncias agrarias e veterinaria (FCAV),

Campus de Jaboticabal.
3.1.2. Delineamento experimental e tratamentos

Para avaliar o papel do horménio AUX em resposta a deficiéncia de N,
utilizou-se do delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes,
arranjados em esquema fatorial 2 x 2, correspondendo a dois genétipos de tomateiro
(dgt e MT), cultivadas na presenca (+N) e na auséncia de nitrogénio (-N) em
solucdo nutritiva. Cada unidade experimental constou de quatro plantas de

tomateiro cultivadas em vaso.
3.1.3. Material vegetal

Foi utilizado o mutante diageotropico (dgt) de tomateiro (cv Micro-Tom), que
apresenta baixa sensibilidade a AUX. Este mutante apresenta gene defectivo para
biossintese de uma ciclofilina, um possivel componente da transducao do sinal (OH
et al., 2006). Como controle, foi utilizado a cultivar Micro-Tom sem esta mutacao
génica. Para propagacdo dos gendétipos, sementes foram postas para germinar no
interior de uma casa de vegetacdo, em bandejas contendo substrato comercial
(Bioplant) e vermiculita expandida, na proporcéo de 1:1, suplementado com 1 g dm™
do formulado NPK (10:10:10).

3.1.4. Meio de cultivo com suprimento e omissao de N

As plantas foram cultivadas em camara de crescimento, sendo que aos 10

dias apds a germinacao, as plantulas foram transferidas para vasos de polipropileno
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com capacidade para 180 mL, preenchidos com solucdo de Hoagland e Arnon
(1950) aerada a 25% da forca ibnica, até o 8° dias apos o transplantio (DAT). ApGs
esse periodo foi trocada a solucéo de cultivo para 50% da forca ibnica, até o 16° dias
apos o transplantio (DAT). ApOs esse periodo, metade das plantas descritas
anteriormente foram submetidas a um periodo de 10 dias sem N, enquanto que as
demais plantas permaneceram com a mesma concentracao de nitrato até o final do

experimento (Figura 1).

<*\\ y 7,
thidr I 18 DAT [/ 26 DAT
&

transplantio Hoagland — 25% . Hoagland — 50%, -N

Figura 1. Manejo da solucdo nutritiva do transplantio até aos 36 DAT (dias apds o
transplantio) das plantas de tomateiro. Dos 41 aos 51 DAS, o nitrogénio foi omitido
apenas para as plantas representativas do tratamento -N.

3.1.5. Avaliagdes do crescimento

a. Altura de plantas, didmetro do caule e Area foliar: Para a determinacdo da
altura de plantas, foi tomado como referéncia distancia do colo ao apice da planta. O
diametro do caule foi medido com um paguimetro digital graduado em milimetros, na
altura do colo da planta. A &rea foliar total foi obtida por meio da digitalizacdo das

folhas e subsequente analise das imagens através do software “Dias”.

b. Massa da matéria seca: o material vegetal coletado foi separado em raiz e parte

aérea, sendo acondicionado em saco de papel e levado a estufa com renovacgao
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forcada de ar a 65 +5 °C. A secagem durou 96 horas, tempo necessério para que as
amostras apresentassem massa constante. Em seguida, as amostras foram pesadas
em balanca analitica (precisdo de 0,001 g) para obtencdo da massa da matéria seca
da raiz e da parte aérea. Com a soma das massas destes 6rgaos, foi obtida a

massa da matéria seca da planta inteira.

c. Comprimento, area, diametro, densidade da raiz e nUmero de raizes laterais:
para a determinacdo do comprimento, da area e da densidade da raiz foi utilizado o
sistema de andlise Delta T Devices LTD. O sistema radicular permaneceu em
solucdo de azul de metileno por aproximadamente 2 minutos. Em seguida, as raizes
foram dispostas em bandeja com agua destilada para o inicio das leituras de
imagem utilizando-se um digitalizador Hewlett Packard, modelo 125C. Foi realizada
a contagem do numero de raizes laterais com auxilio de lupa com aumento de dez

vezes.

d. Acumulo de N: o material vegetal foi moido em moinho tipo Willey e, em seguida,
determinaram-se os teores de N da raiz e da parte aérea, seguindo a metodologia
descrita por Bataglia et al. (1983). Em fun¢&o do teor desse nutriente e da massa da
matéria seca, calculou-se o acumulo de N nas raizes e na parte aérea (mg por
planta). A partir do acumulo de N nas raizes e na parte aérea, calculou-se a
eficiéncia de utilizacdo de N nesses 6rgdos = (massa da matéria seca do
6rgdo)?/(acimulo de N no 6rgdo) (FAGERIA, 1998).

f. Teor de clorofila foliar: foram coletados quatro discos de 0,35cm? e colocados no
interior de tubo criogénico 12 x 45 mm de 2,0 mL, acrescentados com 1,5 mL de
metanol. Seguidamente, em condicBes de penumbra, os tubos foram envolvidos
com papel aluminio para permanecerem por 24 horas sob agitacdo em baixa
temperatura. ApGs a agitacdo, os tecidos foliares foram retirados e a solucdo de
extragdo contendo os pigmentos levada para leitura nos seguintes comprimentos de
onda: Clorofila a - 661,6 nm; Clorofila b - 644,8 nm e Carotendides (caroteno [c]+
xantofilas [x]) - 470 nm. Para o calculo da concentragdo de clorofilas a e b e
carotendides foram utilizadas as seguintes formulas (Lichtenthaler, 1987): Ca =
11,24 A661,6 - 2,04 A644,8; C b = 20,13 A644,8 - 4,19 A661,6; Ca+Cb = 7,05
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a661,6 + 18,09 a644,8 e Cc+x = (1000 A470 - 1,90Ca - 63,14Ch)/214. O conteudo
de clorofilas e carotenoides dos tecidos foram expressos em pg do pigmento pela

area do disco foliar (nug/cm?).

3.1.6. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, pelo teste F, seguido
da comparacao de médias pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando-se do software
Sisvar (FERREIRA, 2011).

3.2. Experimento Il — Fotossintese e metabolismo do Nitrogénio em tomateiro

sob diferentes fontes de N e auxina exdgena.

3.2.1. Local do trabalho

O trabalho foi desenvolvido em na Universidad Publica de Navarra (UPNA),

Pamplona, Espanha, por meio de sistema hidropdnico de cultivo.

3.2.2. Delineamento experimental

Utilizou-se do delineamento inteiramente casualizado, arranjados em
esquema fatorial 4 x 2, correspondendo a quatro tratamentos de N (N-NOz"; N-NH,";
NO3z + AUX; deficiéncia de N) e dois gendtipos de tomateiro (MT e dgt), com oito
repeticbes. Cada unidade experimental constou de oito plantas cultivadas em vaso

de polipropileno com volume de 2 L.
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3.2.3. Material vegetal e condigdes de crescimento

Foi utilizado o mutante diageotropico (dgt) de tomateiro (cv Micro-Tom), que
apresenta baixa sensibilidade a AUX. Gene defectivo para biossintese de uma
ciclofilina, um possivel componente da transducéo do sinal (OH et al., 2006). Como
controle, foi utilizado a cultivar Micro-Tom sem a mutacdo. A semeadura foi realizada
em bandeija plastica preenchida com vermiculita:perlita na proporcao 2:1 e irrigada
com agua destilada. Apos dez dias da germinacdo as plantulas foram transferidas
para o cultivo hidropénico. Utilizou-se solugcdo nutritiva proposta por Hoagland e
Arnon (1950), suplementada com nitrato na forma de nitrato de calcio e am6nio na
forma de cloreto de amonio na concentracdo de 5,0 mM de N nos respectivos
tratamentos, o valor pH da solucao nutritiva foi mantido a 6,0+0,5. Apos 10 dias do
transplantio foram submetidas aos tratamentos (5 mmol L™* de NO3; 5 mmol L™ de
NH,": 5 mmol L* de NO3 + AUX; e omissé&o de N) durante 14 dias. Foi utilizada uma
concentracdo de 10uM de AUX na forma de AIA (acido indolacético). A solucdo
nutritiva foi trocado a cada sete dias. As plantas foram cultivadas em camara de
crescimento sob condicbes controladas em 30/20 °C (dia / noite), 60/80% de

2 st fluxo de fétons

umidade relativa, 16/8 h de fotoperiodo e 400 mol m
fotossintéticos (fluorescente: GTE Sylvania F96T12 / CV / VHO; incandescente de
40 W de Phillips). As amostras de raizes e parte aérea foram entdo congeladas em
N, liquido para posteriores analises. No final do periodo de crescimento as plantas
foram separadas em raizes e parte aérea e foram lavadas com agua destilada, para
secagem em estufa com circulacdo forcada de ar em temperatura de 75+0,5°C até
atingir peso constante. Apds a secagem do material vegetal foi obtido a massa seca

das raizes, parte aérea e planta inteira.

3.2.4. Avaliacéo de trocas gasosas

A concentracdo interna de CO, (umol mol™); transpiracdo (mmol m? s™):

2 -2

condutancia estomatica (mol m? s?') e fotossintese (mmol m? s?), foram

determinadas usando um sistema de gas de troca portatil IRGA (LI-6200, Li-Cor,
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Lincoln, NE, EUA). As medicOes foram realizadas em folhas novas completamente
expandidas em diferentes plantas em cada tratamento aos 14 dias apods a

submissao das plantas aos tratamentos.

3.2.5. Extracao e conteudo de proteinas e glutamina sintetase

GS (L-glutamato: amoniaco-ligase; CE 6.3.1.2) foi extraido a partir da raiz e
da parte aérea de plantas congeladas (0,5 g) e homogeneizou-se hum almofariz
contendo N liquido e 5 mL do meio de extrac¢do: 50 mM de tampao Tris-HCI (pH 8),
1 mM de EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol, ditiotreitol 5 mM, 10 mM MgSO,, 1 mM de
cisteina e 0,6% de polivinilpolipirrolidona. Os extratos foram filtrados através de
Miracloth (Calbiochem), centrifugado a 35,000g durante 20 min a 4°C e os
sobrenadantes foram utilizados para o ensaio. O conteudo de proteina foi
determinado de acordo com a metodologia proposta por Bradford (1976). A
determinacao da Glutamina sintetase foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por O'Neal e Joy (1973).

3.2.6. Acumulo de nitrato e amonio

O contetdo celular solivel de NH;" e NOs foi obtido por centrifugacéo
(20.000g, 30 minutos) dos tecidos (0,2 g de peso fresco de raizes e folhas)
incubados em 1 ml de 4gua Milli-Q a 80 °C durante 5 min. Os sobrenadantes (folhas
e raizes) foram armazenados a -20 °C até a analise por cromatografia ibnica. O Teor
de amonio foi determinada utilizando um método isocratico com uma solucao de 20
mM de acido metanosulphonic como eluente num cromatégrafo ibnico Dionex-
DX500 (Dionex Corporation, CA, EUA) com colunas de ion Pac CG12A e ion Pac
CS12A. A detecgéo foi realizada utilizando um método de condutividade no detector
electroquimico ED 40 (Dionex). As amostras foram injetadas com um amostrador
automético AS40 (Dionex) a uma diluicdo 1:10 em Milli-Q &gua destilada. A

derteminacdo de amonio e nitrato foi descrita por Kjeldahl (AOAC, 1990).
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3.2.7. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste F, seguido
da comparacao de médias pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando-se do software
Sisvar (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO | — A mutacéao diageotropica de tomateiro altera a eficiéncia

do uso do nitrogénio

Para todas as variaveis de crescimento, exceto diametro e comprimento
radicular, houve efeito da interacdo entre 0os genotipos de tomateiro e tratamentos de
N. Porém, o diametro radicular foi influenciado pelos efeitos individuais dos
gendtipos de tomateiro e tratamentos de N, enquanto o comprimento radicular foi
influenciado pelo efeito individual do gendtipo. O mutante de tomateiro dgt
apresentou maior altura de plantas quando comparado ao tomateiro MT na
deficiéncia de N. Mas n&o houve diferenca para diametro de caule, enquanto para as

demais variaveis, o dgt apresentou valores inferiores ao MT (Figuras 2 e 3).

Para avaliar o papel do horménio AUX em resposta a deficiéncia de N,
plantas de tomateiro mutante na sensibilidade a AUX (dgt) e o tomateiro MT foram
cultivadas sob condi¢cdes nutricionais suficientes (+N) e deficiente em N (-N). As
plantas de tomateiro MT cultivadas na presenca de N, apresentaram maior altura de
plantas e diametro de caule em relacdo ao tratamento com omissdo de N.
Entretanto, o tomateiro dgt apresentou aumento nos valores destas variaveis,

guando houve deficiéncia de N no meio de cultivo (Figuras 2a e 2b).

A érea foliar do tomateiro MT n&o diferenciou quando o N foi omitido da
solucdo nutritiva, ao passo que 0 mutante dgt apresentou maior area foliar
comparado as plantas cultivadas na presenca de N. Quando se compara 0S
gendtipos, observa-se maiores valores para area foliar no tomateiro MT em relacédo
ao dgt, tanto na auséncia quanto na presenca de N (Figura 2c). A area radicular das
plantas de tomateiro MT diminuiu com a omissdo de N em relacdo ao tratamento
controle (+N). Entretanto, o tomateiro dgt ndo apresentou diferenca quando o N foi
omitido da solugcédo (Figura 2d). O gendétipo MT, em ambos os tratamentos de N,

apresentou maior densidade radicular em comparacgéo ao dgt. Entretanto, apenas no
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gendtipo MT foi observada diferencas entre os tratamentos de N para DenR (Figura
3a).
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Figura 2. Altura de plantas (a), diametro do caule (b), area foliar (c) e area radicular
(d) de plantas de dois gendtipos (G) do tomateiro MT (controle) e dgt (baixa
sensibilidade a AUX), cultivados em solugéo nutritiva sob deficiéncia (omisséo de N)
e suficiéncia de nitrogénio (Solugdo completa). ; “ e ™ = significativo (P < 0,01); (P <
0,05) e nao significativo, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por letras distintas,
maiulsculas, diferem a presenca de N dentro dos genétipos MT e dgt; e minusculas, diferem
0S genotipos nos tratamentos, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O maior crescimento do mutante dgt, no meio de cultivo com omissao de N,
mostra que esse tipo de mutacdo possibilita estratégias de desenvolvimento
diferentes do MT em condicbes de baixa disponibilidade ou de omissdo de N no
meio de cultivo (Figura 2). Estes resultados sédo divergentes com os apresentados
na literatura, que tem relatado que a deficiéncia de N rapidamente retarda o

crescimento das plantas, enquanto o crescimento da raiz pode ser inibido.

O mutante dgt apresentou menor area foliar comparado com o MT (Figura 2),

0 que parece estar associado a pequena area das ceélulas epidérmicas do dgt
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(CARVALHO et al., 2011). Esses resultados estdo de acordo com o papel da AUX,
devido sua importancia para processos celulares basicos de crescimento, como
divisdo e expansao celular (JONES et al., 1998). Entretanto, foi uma surpresa que o
dgt tenha apresentado maior altura de plantas, area foliar, diametro do caule e
producdo de massa seca da raiz e parte aérea sob condicdo de deficiéncia de N. As
plantas deficientes em N apresentam normalmente o crescimento retardado e o N é
mobilizado nas folhas adultas e transloucado para as mais novas, ocorrendo 0s
sintomas tipicos de deficiéncia, como o aumento da clorose e senescéncia de folhas
mais velhas (PRADO, 2008). Dessa forma, surge interesse sobre o metabolismo do
mutante dgt sob essa condicdo (-N), uma vez que, 0 mesmo nao apresentou
sintomas de deficiéncia nutricional em nivel de tecido, que € uma clorose das folhas
velhas (PRADO, 2008), como também ndo apresentou reducdo nos teores dos

pigmentos foliares (Figura 4).

A massa seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e da planta inteira
(MSPI) do gendtipo MT diminuiu com a omissao de N da solucdo nutritiva. Por outro
lado, o gendtipo dgt apresentou aumento na MSPA e MSPI sob deficiéncia de N.
Quando comparado os gendétipos, observa-se maiores valores da MSPA, MSR e
MST no tomateiro MT em relacdo ao dgt na presenca de N. Na omissédo de N no
meio de cultivo, ndo houve diferenca entre os genotipos estudados (Figuras 3b, 3c e
3d). O namero de raizes laterais (RL) do tomateiro MT cultivado em suprimento de N
nao diferenciou quando o N foi omitido da solucdo nutritiva, ao passo que, o mutante
dgt apresentou aumento no numero de RL na solucdo sem N, em relacdo as plantas

cultivadas na presencga deste nutriente (Figura 3e).

O maior numero de RLs no dgt na deficiéncia de N diverge do que tem sido
obrservado na literatura, mostrando também diferenca na arquitetura das raizes.
Krouk et al. (2010) relataram que sob baixa disponibilidade de N ocorre um
crescimento maior da raiz principal e a inibicdo de RLs, devido os genes NRT1.1
reprimir a acumulacdo de AUX nos apices de raizes laterais (RL) de plantas
cultivadas em condi¢cdes de uma baixa concentracdo de NO3, levantando assim a

questdo de como o transportador de NOj3 pode afetar a localizagdo de horménio
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guando o NO3 néo esta presente, entretanto resposta contraria foi observada no dgt
em condi¢cBes de deficiéncia de N. Estes processos sdo muito bem conhecidos por
estar sob o controle de sinalizacdo hormonal. Nao € surpreendente observar que o

NO3; também controla a biossintese e transporte do horménio (KROUK, 2016).
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Figura 3. Densidade radicular (a), massa seca da parte aérea (b), massa seca da
raiz (c) e massa seca total (d) e niumero de raizes laterais (e) de plantas de dois
gendtipos (G) do tomateiro MT (controle) e dgt (baixa sensibilidade a AUX),
cultivados em solucdo nutritiva sob deficiéncia (omissdo de N) e suficiéncia de
nitrogénio (Solugdo completa). ™; " e ™ = significativo (P < 0,01); (P < 0,05) e ndo
significativo, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas,
diferem a presenca de N dentro dos gendtipos MT e dgt; e minusculas, diferem os gendtipos
nos tratamentos, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Esse resultado obtido na deficiéncia de N é inédito e ainda mais
surpreendente (Figura 3e), uma vez que uma maior producdo de RL para o
tomateiro dgt ndo foi observado mesmo com a aplicagdo de AUXs exdgenas
(IVANCHENKO et al., 2006, 2015). A literatura relata que o dgt ndo apresentava
alteracOes relacionadas com o transporte de AUX (DANIEL et al., 1989; MUDAY et
al., 1995), entretanto posteriormente Ivanchenko et al. (2015) comprovaram que a
mutacdo diageotropica apresenta, sim, mudancas relacionadas ao transporte de
AUXs.

Na omissdo de N da solugdo nutritiva, ocorreu diminuicdo nos teores de
clorofila a e b do gendétipo MT, em relacdo ao suprimento de N. Para mutante dgt,
nao houve diferenga nos teores de clorofila a e b nas duas concentragdes de N
estudadas (Figuras 4a e 4b).

Entretanto, tanto na presenca quanto na auséncia de N, os teores de clorofila
a, clorofila b, clorofila a+b e carotenoides do gendtipo dgt foram superiores aos do
gendtipo MT. A mesma tendéncia foi observado para as variaveis clorofila a+b e
carotenoides na presenca e na auséncia de N (Figuras 4a e 4b). Todos os
pigmentos avaliados foram superiores no tomateiro dgt comparado ao genétipo MT.
Entretanto os pigmentos no tomateiro MT diminuiram com a deficiéncia de N em
relacdo ao tratamento controle (+N). Por outro lado, o tomateiro dgt ndo apresentou

diferenca quando omitido N da solugéo (Figura 4).



25

mSolucdo completa Omissédo de N
a
@5 ®) 7 A
an @A ah
16
6 -
14 bA bA
' a5 -
£ 12 ;
E 10 4 bB 34 . BB
@ £
& 8 &3
3 . 3
o 7 o
o 25
© 4 G © G
N 1 NN
2 XN G
0 0
MT dgt MT dgt
d
) 45 ” (d) : A
aA 45 ah
— 20 —
b bA o bA
5 S35
%15 bB 23 b3
* 825
510 2 2
2 15 -
3 o et G
o 5 N* Q1 A Nns
GXN™ 05 - GxN*
0 0
MT dgt MT dgt

Figura 4. Teor de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila a+b (c) e carotendides (d) de
plantas de dois genotipos (G) do tomateiro MT (controle) e dgt (baixa sensibilidade a
AUX), cultivados em solucao nutritiva sob deficiéncia (omissdo de N) e suficiéncia de
nitrogénio (Solucdo completa). *; " e ™ = significativo (P < 0,01); (P < 0,05) e n&o
significativo, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas,

diferem a presenca de N dentro dos genétipos MT e dgt; e minusculas, diferem os gendtipos
nos tratamentos, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na omissdo de N da solucao nutritiva ocorreu diminui¢cdo do acimulo de N na
raiz e na parte aérea do gendtipo MT, porém o gendétipo dgt ndo apresentou
diferenca no acumulo de N na raiz nos tratamentos de N (Figura 5). Quando o
nitrogénio nao foi fornecido ao meio de cultivo, o dgt apresentou maior acimulo de N
na parte aérea, comparado as plantas cultivadas com suprimento deste nutriente.
(Figuras 5a e 5b). O tomateiro MT apresentou maior eficiéncia de uso do N na raiz e
na parte aérea quando o foi fornecido N na solucdo nutritiva (Figuras 5c e 5d). Por
outro lado, no gendtipo dgt a eficiéncia de uso do N na raiz e na parte aérea foi
maior com a omissao de N (Figuras 5c e 5d).

O menor acumulo de N na raiz e na parte aérea do tomateiro MT cultivado na

omissao de N (Figuras 5a e 5b) podem ter influenciado na diminuicdo das variaveis
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de crescimento das plantas, especialmente na altura de plantas, no diametro do
caule e na producédo de massa seca (Figuras 2 e 3), como também nos pigmentos
foliares (Figura 4). Sabe-se que a deficiéncia deste elemento resulta, na maioria das
vezes, em diminuicdo do crescimento, pois 0 N incrementa a sintese proteica e
fotossintese, e sua limitagdo muitas vezes estar associado a aceleracdo da
senescéncia foliar (FLORES et al., 2016, KOOHKAN; MAFTOUN, 2016), sendo o

nutriente mais limitante para a producéo de biomassa (YONG et al., 2010).
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Figura 5. Acumulo de nitrogénio na raiz (a) e na parte aérea (b), e eficiéncia de
utilizacdo de N na raiz (c) e na parte aérea (d) na massa seca de plantas de dois
gendtipos (G) do tomateiro MT (controle) e dgt (baixa sensibilidade a AUX),
cultivados em solucdo nutritiva sob deficiéncia (omissdo de N) e suficiéncia de
nitrogénio (Solugdo completa). *; " e ™ = significativo (P < 0,01); (P < 0,05) e n&o
significativo, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas,
diferem a presenca de N dentro dos gendtipos MT e dgt; e minusculas, diferem os gendtipos
nos tratamentos, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Essas respostas divergentes que o tomateiro dgt apresentou para a maioria
das variaveis comparadas ao controle (MT) e ao que a literatura relata, podem estar

relacionadas a um aumento na EUN na raiz e na parte aérea do mutante dgt sob
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omissao de N em relacdo a presenca de N. Ja o mutante MT na omissdo de N
apresentou diminuicdo na EUN em ambos os orgdos das plantas em relacdo ao
suprimento deste nutriente na solugcao nutritiva. Provavelmente, essa resposta pode
estar associada a diminuicdo da densidade de raizes do tomateiro MT nestas
condi¢cbes de cultivo, uma vez que o maior comprimento e densidade radicular séo
duas caracteristicas das raizes importantes para uma maior EUN em condicdes de
baixa disponibilidade de N (JU et al., 2015). Entretanto, Abanvoli et al. (2016)
estudando a EUN em diferentes gendtipos de tomateiro relata que a EUN pode ser
mais dependente da assimilacdo N e do acumulo de N na raiz do que na parte
aérea. Essa dependéncia também foi observada neste trabalho nos tomateiro MT e
dgt nos dois tratamentos de N (Figura 5). Dessa forma os resultados indicam que
para a producdo do tomateiro as concentragdes de nitrogénio podem ser diminuidas

no meio de cultivo, tornando as plantas capazes de mudar a arquitetura das raizes

para melhorar a eficiéncia no uso de nitrogénio (ZHU et al., 2015).

Figura 6. Aspecto das folhas (A) de MT (controle) e dgt (baixa sensibilidade a AUX),
cultivados em solucdo nutritiva sob deficiéncia (omissdo de N) e suficiéncia de
nitrogénio (Solucdo completa), bem como aspecto vigoroso de dgt em -N quando
comparado a +N (B).

O tomateiro mutante dgt uma ferramenta Util para estudar a sinalizacdo da
AUX no tomateiro, como a interacdo entre AUX e fatores nutricionais. Porém, ainda
€ incerto de que forma a mutacdo atua na sinalizacdo da AUX, por isso o mutante
dgt pode ser caracterizado como uma ferramenta genética importante para a
investigar e elucidar o mecanismo da percepcéo e acdo das AUXs, e sua interagdo
com outros fatores. Mediante as respostas encontradas nesse trabalho fica mais
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evidente a necessidade de se pesquisar ainda mais a respeito do tema para elucidar
as respostas divergentes, do tomateiro dgt sob deficiéncia de N. Portanto, os
resultados apresentados no presente estudo podem contribuir para a agricultura,
com o0 aumento da produtividade usando menores quantidades de fertilizantes
nitrogenados e com melhoria da EUN pelas culturas, como o tomateiro.

4.2. EXPERIMENTO Il — Fotossintese e metabolismo do nitrogénio em
tomateiro sob fontes de N e auxina exdgena

Para os tratamentos com as fontes de N e auxina, a producédo de massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca da planta inteira (MSPI) foi menor em plantas
supridas com amonio nos genotipos MT e dgt, enquanto que a massa seca da raiz
foi menor apenas no MT (Figuras 7a, 7b e 7c). Essa diminuicdo no crescimento com
o suprimento de NH,4" foi observada na cultura do tomate (HORCANI et al., 2011;
BARRETO et al., 2016), do milho (CAMPOS et al., 2015) e do pepino (CAMPOS et
al., 2016). Essa reducédo no crescimento das raizes e parte aérea dos genétipos de
tomateiro no tratamento N-NH;" ocorreu, provavelmente, pelo fato da concentracio
de amoénio (5 mmol L™) ter sido elevada, provocando fitotoxicidade. A menor
producdo de biomassa do tomateiro em concentracdes elevadas de NH;" esta
relacionada com um aumento no teor de malondialdeido (MDA) e peroxido de
hidrogénio (H,0,) nas folhas das plantas, isto foi relatado por Barreto et al. (2016)
em trabalhos com plantas de tomateiro, havendo incremento nos teores deste
composto em concentracdes acima de 5 mmol L™* de NH;" no meio de cultivo. E
relatado que o alto teor de MDA, que € um produto da peroxidacgdo lipidica € um
indicador de estresse oxidativo em plantas (NOGUEIROL et al., 2016).
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Figura 7. Matéria seca da parte aérea (a) da raiz (b) e da planta inteira (c) e relagcéo
raiz/parte aérea de plantas de dois genétipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob
diferentes fontes de N e auxina exdgena. Médias seguidas por letras distintas,
maidsculas, diferem os tratamentos com N dentro dos genétipos MT e dgt; e minusculas,
diferem os gendtipos dentro dos tratamentos com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Aliado a este fato, possivelmente o excesso NH," proporcionou menor
crescimento das raizes primarias devido a inibicdo do alongamento e da divisdo
celular nas zonas meristematicas e a diminuicdo da emissdo de raizes laterais
(PETRICKA; WINTER; ANNU, 2012; LIU et al., 2013). Nessas condi¢des, ha o
aumento do efluxo de NH," na zona meristematica, conferido pela acdo da GDP-
manose pirofosforilase (GMPase), que apresenta alta sensibilidade ao NH;", em
contraste com maior influxo desse ion nas células das raizes (LI et al., 2014). Além
disso, 0 menor crescimento do sistema radicular com o fornecimento de NH," pode
também estar relacionado com a diminuigdo dos indices de AIA (STEBAN et al.,

2016). Em estudo sobre estresse amoniacal, avaliando desbalangco hormonal em
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Arabidopsis thaliana Yang et al. (2015) consolida ainda mais essa relacdo ao
identificarem uma co-regulacdo de genes sensiveis a auxina, que foram
diferencialmente expressos em fungdo das condicbes de NH4;'. Outra relagéo
evidente entre o NH;" e as AUXs, € que o excesso de NH; inibe o crescimento
radicular, em parte devido a acidificagcdo do pH externo que resulta na excrecédo de
prétons, pois o pH celular determina o estado de protonacéo do acido indol-acético e
gradientes correspondentes influenciam o fluxo de auxina célula-a-célula (YANG et
al., 2015).

No entanto, a diminuicdo na matéria seca da planta inteira no tratamento com
NH;" comparado ao NOs foi de 47 e 19%, para o MT e dgt, respectivamente.
Possivelmente as concentracdes de NH;" no citoplasma das células, causou menor
toxicidade as plantas de dgt, pois as mesmas podem adotar diferentes estratégias,
incluindo a regulacdo do transportador de aménio (LANQUAR et al., 2009) e o
aumento da assimilacdo desse ion (SETIEN et al., 2014). As respostas a tolerancia
ao estresse que cada espécie ou genotipo possui, podem ainda ser determinado por
algumas caracteristicas, como o local de incorporacdo do N amoniacal em organico
(LASA et al, 2002; CRUZ et al.,, 2011), e pelas atividades enzimaticas que
participam no processo de desintoxicacdo do excesso de N (DOUBNEROVA;
RYSLAVA, 2011), atenuando dessa forma o estresse ocorrido nas plantas.

Essa baixa tolerancia ao excesso de aménio em plantas de tomate pode estar
associada ao local de assimilagdo do aménio, pois a maior parte do NH," é
assimilado na parte aérea (MAGALHAES; BARRETO, 1989), e também pelo nivel da
atividade enzimatica (glutamato desidrogenase e glutamina sintetase), pois maiores
atividades das enzimas assimilatorias de N ajudam na desintoxicacdo de amoénio
(CRUZ et al., 2006).

Verificou-se maiores valores de matéria seca da parte aérea para o tomateiro
MT cultivado com o fornecimento de N-NO3 e de N-NO3™ + AUX, mas néo diferenciou
do tratamento com deficiéncia de N (-N). Por outro lado, na omisséo de N, as plantas
deste genotipo apresentaram menor producdo de matéria seca nas raizes

comparadas as plantas supridas com NOj3™ (Figuras 7a e 7b). Essa resposta do MT
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na deficiéncia de N, ja era esperada, uma vez que o N incrementa a sintese proteica
e fotossintese, e sua limitacdo muitas vezes estd associada a aceleracdo da
senescéncia (KOOHKAN; MAFTOUN, 2016), sendo este nutriente, 0 mais limitante
para a producdo de biomassa (YONG et al., 2010). J4& para o gendtipo dgt, os
maiores valores de biomassa foram observados na omissédo de N (-N), e no
tratamento com NO3 + AUX (Figura 7). Na deficiéncia de N este mutante apresentou
estratégias de desenvolvimento diferentes do MT. O maior crescimento de plantas
em condigbes de deficitncia de N contraria outros resultados reportados na
literatura, que tem relatado que a deficiéncia de N rapidamente retarda o
crescimento das plantas, inibindo também o crescimento da raiz (MARSCHNER,
2012).

Em todos os tratamentos sobre N, o tomateiro MT apresentou maior MSR
comparado ao dgt. Isso se deve as caracteristicas diferentes entre os dois
gendtipos, uma vez que a sensibilidade reduzida a auxina, observada no dgt
proporciona uma diminuicdo na producdo de matéria seca deste mutante
(CARVALHO et al., 2011). Entretanto, no gendtipo MT os maiores valores de MSR
foram observados nos tratamentos N-NO3™ e NO3™ + AUX. Esse resultado deve-se as
funcdes desempenhadas na planta pelo fitohormdnio, pois a auxina desempenha
papel fundamental no crescimento da raiz principal, das raizes laterais e no
desenvolvimento de pelos radiculares (LAVENUS et al., 2013; MOUNIER et al.,
2013; SAINI et al., 2013).

A toxicidade causada pelo excesso de NH;" reflete no menor crescimento
das plantas e alteracdo na relacéo raiz/parte aérea. Outro sintoma € a ocorréncia de
clorose, seguida de necrose nas folhas do tomateiro (HORCHANI et al., 2011).
Entretanto, verificou-se menor relacdo raiz/parte aérea apenas no tomateiro MT,
indicando uma menor sensibilidade do gendtipo dgt as fontes de N e auxina exdgena
(Figura 7d).
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Figura 8. Relacdo massa fresca e massa seca da raiz (a) e da parte aérea (b) de
plantas de dois genotipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes fontes de
N e auxina. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem os tratamentos com N
dentro dos gendtipos MT e dgt; e mindsculas, diferem os gendtipos dentro dos tratamentos
com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Comparando-se 0s genétipos de tomateiro em funcdo das fontes de N
verifica-se que o MT apresentou maiores relacdes entre a massa fresca e massa
seca da parte aérea e da raiz (MF/MS) em todos os tratamentos, exceto para a fonte
N-NH;" (Figuras 8a e 8b). O menor desenvolvimento das plantas cultivadas em
solugcdo com fornecimento de amonio pode estar relacionado com o fato dessa fonte
de N interferir na diminuicdo da absorcdo de nutrientes catiénicos, como K*, Mg** e
Ca?* (ROOSTA; SCHJOERRING, 2007; BRITO et al., 2001; MARTINEZ-ANDUJAR
et al., 2013). Como consequéncia, um menor potencial osmético reduz a absor¢céo
de 4gua (YANG et al., 2015), diminuindo assim a relacdo MF/MS. Por outro lado, a
menor relacdo MF/MS no dgt, pode esta relacionado ao menor tamanho das celulas
do dgt , que poderiam esta armazenando uma menor quantidade de agua.

Para os dois genotipos, MT e dgt, observa-se que os acumulos de NO3™ nas
folhas, na raiz e na planta inteira foram menores em plantas supridas com aménio e
na omissao de N (Figura 9). Por outro lado, no tratamento com NOj3; + AUX as
plantas de ambos os genoétipos apresentaram maior acimulo de NO3 em todos o0s
orgaos, com superioridade para 0 genotipo dgt nas raizes (Figura 9b).
Possivelmente, isso ocorreu devido a AUX ter promovido um maior crescimento
radicular, favorecendo uma maior eficiéncia de absorcdo de N, e maior acumulo de

NO;3. Fato mais acentuado no dgt, uma vez que seu sistema radicular é pouco
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desenvolvido, devido a baixa sensibilidade a AUX (HO et al., 2006; CARVALHO et
al., 2011).
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Figura 9. Teor de nitrato na massa fresca da raiz (a), das folhas (b) e da planta
inteira (c) de dois gendtipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes fontes
de N e auxina exdgena. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem os
tratamentos com N dentro dos gendtipos MT e dgt; e minlUsculas, diferem os genétipos
dentro dos tratamentos com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A presenca de NOs foliar no tratamento N-NH;" e com omiss&o de N, para os
dois genotipos, pode estar relacionado ao armazenamento deste ion nos vacuolos
das células durante a fase de adaptacao ao cultivo hidropdnico (10 dias de cultivo),
onde a solucao nutritiva possuia nitrato como fonte de N.

O maior acimulo de NH;" na raiz e na parte aérea foi observado no
tratamento N-NH,4" nos dois genétipos estudados (Figura 10). Entretanto, o acimulo
de NH;" nas raizes foi maior no genétipo dgt em relagdo ao MT, no tratamento N-
NH," (Figura 10b). A capacidade de absor¢cdo de aménio pelas plantas dependera

tanto das atividades de assimilacdo de N, bem como da capacidade da célula ou
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tecido proporcionar esqueletos de carbono e incorporar NH,* (HORCHANI et al.,
2010).

Um dos principais fatores relacionado ao acumulo de amoénio € uma menor
atividade da glutamina sintetase (GS) (CRUCHARRA et al., 2013). Entretanto, essa
relacdo ndo foi observada nesse trabalho (Figura 10), possivelmente devido o
amonio ter sido fornecido como Unica fonte de N, o que pode responder ao
sequestro de amoénio nas raizes, principalmente nos vacuolos (CRUZ et al., 2006;
CANALES et al., 2010), atuando como um mecanismo para evitar o seu transporte
para a parte aérea, que é descrito como um 6rgdo mais sensivel a acumulacdo de
amonio (SCHJOERRING et al., 2002 ). Esta estratégia pode ser considerada como
um primeiro passo para conferir tolerancia de aménio em tomateiro, uma vez que as
raizes apresentaram maiores teores de NH;  nas plantas do dgt (Figura 10b), e
esse gendtipo apresentou uma menor diminuicdo de biomassa em relacdo ao MT,

com a adocédo da fonte de ambnio, comparado ao nitrato (Figura 7).

A presenca de NH4" no tratamento N-NOs™ pode esta relacionada & redugédo
do nitrato a nitrito, posteriormente nitrito a amonio pelas enzimas, redutase do nitrato
e redutase do nitrito, respectivamente (PRADO, 2008). No entanto, no futuro, em
abordagens experimentais, seré necessario usar *>°N-NH,* marcado, com o objetivo
de atribuir um papel fisioldgico conclusivo para as enzimas assimilatérias de N na

nutricdo amoniacal.
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Figura 10. Teor de amonio na massa fresca da raiz (a) das folhas (b) e da planta
inteira (c) de dois gendtipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes fontes
de N e auxina. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem os tratamentos
com N dentro dos genétipos MT e dgt; e mindsculas, diferem os genétipos dentro dos
tratamentos com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

No que diz respeito as enzimas envolvidas no metabolismo C/N das plantas
de tomateiro, a omissdo de N na solucdo nutritiva (-N) resultou hum aumento da
expressdo da glutamina sintetase (GS) nas raizes do gendétipo dgt (Figura 11b). No
entanto, a atividade da GS nas raizes e nas folhas do MT foi reduzida com aplicacao
de AUX exégena e N-NH," (Figuras 11a e 11b). Por outro lado, no tomateiro dgt
houve diminuicdo da atividade da GS nas raizes com N amoniacal. Estes resultados
sao divergentes aos encontrados na literatura, sendo que Setien et al. (2014) e
Martinez-andujar et al. (2013) verificaram aumento da GS com fornecimento de
amonio em plantas de tomate, reforcando a afirmacdo de que este mutante

apresenta resposta diferente quanto ao fornecimento de NH4* no meio de cultivo.
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Figura 11. Atividade da enzima GS na raiz (a) e nas folhas (b) de dois genétipos de
tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes fontes de N e auxina exdgena. Médias
seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem os tratamentos com N dentro dos
genotipos MT e dgt; e minusculas, diferem os gendtipos dentro dos tratamentos com N, pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

O aumento da atividade da GS, enzima chave para a incorporacdo do aménio
em cadeias carbonicas, reflete em uma maior eficiéncia de uso do N pela planta
(BITTSANSZKY et al., 2015). A GS esta envolvida em muitos processos fisiologicos,
incluindo assimilacdo de nitrogénio, remobilizacdo, armazenamento e reutilizacéo,
senescéncia foliar e resisténcia a estresse (BERNARD; HABASH 2009; QIU et al.,
2009; FERRARO et al., 2015). Isso pode responder ao efeito inédito no
desenvolvimento do dgt em condicbes de omissdo de N, pois esse mutante
apresentou maior producdo de biomassa da parte aérea na deficiéncia de N,
comparando ao fornecimento de nitrato e amdnio (Figura 7), e maior atividade da GS
na raiz e na parte aérea (Figura 11). Apontando para uma maior eficiéncia de
utilizacao de N.

O aumento da atividade GS no gen6tipo dgt durante a fase de omissédo de N,
ocorreu devido a utilizou o aménio proveniente da reducdo do NOj3 absorvido na
fase de adaptacado a solucéo nutritiva. A explicacdo para tal resultado pode estar na
principal rota para a assimilacao primaria de amoénio em plantas (GS/GOGAT) sob
condicbes normais de crescimento (MCALLISTER et al., 2012; THOMSEN et al.,
2014). Além da assimilagédo de amodnio primario, as enzimas GS e GOGAT também
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desempenham papéis importantes na re-assimilagdo de aménio produzido durante o
ciclo de nitrogénio (BERNARD; HABASH, 2009),

Além disso, espécies de plantas que assimilam NH;" nas raizes apresentaram
tolerancia a toxicidade deste ion, enquanto que, as espécies sensiveis assimilam o
amonio na parte aérea (LASA et al., 2002; HORCANI et al., 2010). Um fator critico
na maioria das plantas que apresentam toleradncia ao aménio é a sua capacidade de
desintoxicar amoénio a partir do aumento da atividade enzimatica da GS nas raizes
(CRUZ et al., 2006; EL OMARI et al., 2010).

Neste mesmo sentido, a sensibilidade das plantas ao efeito téxico do amonio
também tem sido ligada aos hormdénios vegetais, como a auxina. O possivel
envolvimento das AUXs nesta sensibilidade amoniacal pode estar relacionado com a
ineficiente regulacdo da arquitetura da raiz sob elevada concentracdo de NH,4" (LI et
al., 2011). Havendo severas alteragdes nas respostas ao gravitropismo sob estresse
amoniacal (LIU et al., 2013). Entretanto, foi observado no presente trabalho menor
perda de biomassa no dgt, o que pode ser explicado pelo fato deste gendtipo ja
apresentar essas limitaces em virtude da sua mutacdo diageotropica (HO et al.,
2006). Dessa forma, a baixa sensibilidade a auxina no mutante de tomate dgt

culminou no aumento da tolerancia a toxicidade amoniacal.

Para ambos os genétipos, a concentracdo de proteinas sollveis foi maior nas
folhas do que nas raizes (Figura 12). Isso pode ser explicado pelo fato de que,
independente dos tratamentos aplicados, o amonio livre foi rapidamente incorporado
em aminoacidos e, posteriormente, em proteinas soluveis. No tomateiro a maior
atividade da GS ocorre nas folhas (HORCANI et al., 2011).

Na omissao de N (-N) foi observada menor producdo de proteinas nas folhas
e nas raizes nos dois genoétipos estudados. Esse resultado € bem relatado na
literatura, pois o N € componente fundamental das proteinas (MARSCHNER, 2012;
MUNOZ-HUERTA et al., 2013; SOUZA et al., 2016). No dgt o maior teor de proteina
nas raizes foi observado no tratamento N-NH,4", resultado semelhante ao obtido por
Setien et al. (2014), que verificaram aumento de proteina com a nutricdo amoniacal.



38

Plantas cultivadas exclusivamente com NH; normalmente apresentam alta
capacidade para formacéao de proteinas soltuveis (LASA et al., 2001). Entretanto, nas
folhas, a producdo de proteinas com o tratamento amoniacal ndo apresentou
superioridade em relacdo aos tratamentos com nitrato. Isso ocorreu devido a
concentracdo de 5 mmol L* de NH," ter causado toxicidade as plantas,

comprometendo a producdo dessas proteinas nos tecidos foliares.
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Figura 12. Teor de proteina na massa fresca da raiz (a) e das folhas (b) de dois
gendtipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes fontes de N e auxina.
Médias seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem os tratamentos com N
dentro dos gendtipos MT e dgt; e minasculas, diferem os genoétipos dentro dos
tratamentos com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O aumento no teor de proteina sob nutricho de aménio nas raizes do dgt
(Figura 12b), contribuiu para a menor perda de biomassa (Figura 9). Este fato
sugere que o dgt pode ser considerado como um gendtipo com maior tolerancia ao
excesso de NH,", reforcando a afirmacéo de que a tolerancia ao efeito toxico deste
cation difere entre os genétipos, assim como relatado entre diferentes cultivares de
ervilha (CRUZ et al.,, 2011), de tomate (HORCANI et al., 2011). A diferente
sensibilidade dos gendtipos a nutricio amoniacal parece estar diretamente
relacionada com a elevada capacidade de acumular NH;" nos diversos 6rgaos
(HORCHANI et al., 2010). No presente estudo, quando o amonio foi a fonte de N
utilizada, parte desta forma de N foi acumulada nas raizes do dgt (Figura 10), e
principalmente assimilado e posteriormente também acumulado na forma de

proteinas soluveis (Figura 12).
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O tomateiro MT apresentou maior taxa fotossintética liquida comparado ao
dgt (Figura 13a). Em ambos os gendtipos o tratamento N-NH;® apresentou os
menores valores de fotossintese liquida (Figura 13a). Elevadas concentracfes de
NH;" diminui a fotossintese drasticamente, pois o acimulo de aménio danifica a as
membranas celulares (BORGOGNONE et al., 2013). Isso ocorre em funcao de altas
concentracdes de NH,*, ocasionar estresse e menor atividade fotossintética,
promovendo peroxidacao lipidica, provocando deterioracédo das folhas e diminuindo
a area fotossinteticamente ativa (BORGOGNONE et al., 2013; HUANG et al., 2013).
O excesso de amonio pode ocasionar diminuicdo do valor do pH intracelular e
desequilibrio osmotico, podendo aumentar o conteldo de espécies reativas de
oxigénio, induzindo o estresse oxidativo, 0 que resulta em alteracdes fisioldgicas,
como menor fotossintese das plantas, ocasionando menor do crescimento
(BITTSANSZKY et al., 2015; BORGOGNONE et al., 2013).

Em tomateiro, Nasraoui-Hajaji e Gouia (2014) observaram a inibicdo da
atividade fotossintética com uma concentracdo de 5 mmol L™* de NH,". Para o
girassol e o espinafre cultivados apenas com NH,", a taxa fotossintética foi menor

em relacao as plantas cultivadas apenas com NO3 (LASA et al., 2001).

Além disso, o excesso de amoénio pode comprometer a fotossintese de varias
maneiras, como por exemplo a diminuicdo da parte area (BARRETO et al., 2016) e
da arquitetura foliar das plantas (LOPES; ARAUS, 2006) com consequente
aparecimento de cloroses e necroses (WONG, 2005; CAMPOS et al.,, 2016),
podendo ocasionar a morte do vegetal.

No genotipo MT uma maior fotossintese foi observada nas plantas supridas
com N-NOg’, enquanto no dgt foi observado no tratamento com a aplicacdo de AUX
e na omissdo de N (Figura 13a). A condutancia estomética (Gs) e taxa de
transpiracdo (E) foi menor no tratamento N-NH," no MT (Figuras 13b e 13d). O
tratamento com amoénio promoveu maior fechamento dos estdmatos das folhas de
tomateiro, como forma de evitar o estresse amoniacal. Cruz et al. (2006) observaram
que a maior concentragdo de proteinas das plantas de mandioca cultivadas

exclusivamente com NH," reforca a ideia de que a menor fotossintese pode nao ter
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sido consequéncia do efeito desse ion sobre a concentracdo das enzimas
relacionadas a fase bioquimica da fotossintese, mas em funcdo de sua menor
condutancia estomatica. CLAUSSEN & LENZ (1999) reforcam a ideia de que a
resposta fotossintética das plantas, quando supridas apenas com NH4', é
dependente da espécie ou até mesmo de variedades diferentes. Como
consequéncia da maior gs, as plantas cultivadas sob NO3z e NO3z+AUX tiveram

maiores taxas de transpiracéo (E) (Figura 13d).
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Figura 13. Fotossintese liquida (A — umol m™ s™) (a), carbono interno (Ci — umol
mol™) (b), condutancia estomatica (Gs — mol m™ s™) (c) e transpiracdo (E — mol H,O
m~? s™) (d) de dois genétipos de tomateiro, MT e dgt, cultivados sob diferentes
fontes de N e auxina exdgena. Médias seguidas por letras distintas, mailsculas, diferem
os tratamentos com N dentro dos genétipos MT e dgt; e minUsculas, diferem os gendétipos
dentro dos tratamentos com N, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Dessa forma, em altas concentragbes de NH,;" pode comprometer a
fotofosforilacdo, dissipar o gradiente de protons necessario para o transporte de

elétrons na fotossintese e induzir desequilibrio ibnico e hormonal (Cruz et al., 2014).

Ambos o0s gendtipos avaliados promoveram incremento no CO, interno (Ci) nas
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folhas de tomateiro com o uso de NH4;" com superioridade do dgt (Figura 13c). O
incremento no Ci, quando utilizado aménio como fonte de N, pode indicar uma
tentativa das plantas de tomateiro de escaparem desse estresse abidtico, pois o Ci é
considerado uma variavel fisiolégica que indica respostas das plantas aos fatores
estressantes. Nessas condicbes, é possivel afirmar que o gendtipo dgt foi mais

eficiente quanto a tolerancia ao efeito toxico do amonio.
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5. CONCLUSOES

A AUX ndo sendo utilizada pelo tomateiro diminui o crescimento das raizes e
da parte aérea das plantas. Entretanto, em condi¢cdes de deficiéncia de N, o
tomateiro dgt apresenta alteragcbes no metabolismo do nitrogénio, com aumento do
acumulo de N e na producdo de matéria seca, havendo maior eficiéncia de uso do

nitrogénio.

O tomateiro dgt € mais tolerante a toxicidade de amoénio, acumulando mais

NH;" nas raizes e assimilando-o na forma de proteinas sollveis.

As respostas inéditas no desenvolvimento do dgt em condi¢des de deficiéncia
de N podem estar relacionadas a uma maior atividade da GS na raiz e na parte

aérea nessas condicoes.
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APENDICES

Apéndice Al. Experimento em caméara de crescimento sob cultivo hidropénico

aerado. Unesp - Jaboticabal/SP.

Apéndice AZ2. Bandja de proucdo de mudas e siatema de aeragao do
experimento em camara de crescimento sob cultivo hidropdnico aerado. Unesp
- Jaboticabal/SP.
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Apéndice A3. Experimento em camara de crescimento sob cultivo hidropbnico

aerado. UPNA - Pamplona/Espanha.
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