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RESUMO

A disponibilidade de dgua e nitrogénio sao fatores ambientais que podem prejudicar o
crescimento das plantas e, guando combinados, seus efeitos podem ser intensificados
ou reduzidos. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da disponibilidade de
nitrogénio nas respostas metabdlicas de Amaranthus cruentus L. ao estresse hidrico.
As plantas foram cultivadas em vasos plasticos tendo como substrato a vermiculita, e
foram mantidas na casa de vegetacao sendo irrigadas com a solucao de Long Ashton
a 70% contendo 1,97 ou 9,88 kg N ha~! de nitrato de amdnio, trés vezes por semana.
As plantas foram estressadas por suspensdo da rega apos 42 dias de crescimento.
Foram avaliados os parametros fotossintéticos das plantas e as folhas foram colhidas
para analise quimica. O maior suprimento de nitrogénio aumentou a matéria seca da
parte aérea, os pigmentos fotossintéticos, a fotossintese, a condutancia estomatica, a
transpiracéo, o nitrogénio foliar total, a prolina, o nitrato e o amo6nio, mas reduziu a
concentracdo de flavonoides e fenois totais. O estresse hidrico por seis dias ndo
afetou a matéria seca, os pigmentos fotossintéticos, o nitrogénio foliar, 0 amdnio e 0s
metabdlitos especializados, mas aumentou a prolina e afetou negativamente as
demais variaveis. As interacdes observadas entre o nitrogénio e o suprimento de agua
resultaram em nenhum alivio dos efeitos negativos da seca sobre 0 amaranto. Embora
o aumento da disponibilidade de nitrogénio tenha beneficiado o desempenho das
plantas, intensificou o efeito negativo do estresse hidrico. Ap6s 24 horas de
reidratacéo, as plantas foram capazes de se recuperar do efeito negativo do estresse
hidrico.

Palavras-chave: Acumulagdo de nitrato, componentes fendlicos, estresse hidrico,

fotossintese, massa seca, reidratacao e prolina.



ABSTRACT

Water and nitrogen availability are environmental factors that can impair plant growth,
andwhen they are combined their effects can be intensified or reduced. The objective
of this study was to analyse the influence of nitrogen availability on the responses of
Amaranthus cruentus's metabolisms to water stress. The plants were cultivated in
plastic pots lled with vermiculite and kept under greenhouse conditions and were
watered with 70% of full strength nitrogen-free Long Ashton solution, containing 1.97
or 9.88 kg N ha -t as ammonium nitrate, three times a week. The plants were stressed
by suspension of watering after after 42 days of growth. Photosynthetic parameter
were evaluated in planta and leaves were harvested for chemical analysis. Higher
nitrogen supply increased the shoot dry matter, photosynthetic pigments,
photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, total leaf nitrogen, proline, nitrate
and ammonium but reduced the concentration of flavonoids and total phenols. Water
stress for 6 days did not affect dry matter, photosynthetic pigments, leaf nitrogen,
ammonium or specialized metabolites but increased the proline and affected
negatively the other variables. The observed interactions between nitrogen and water
supply resulted in no alleviation of the negative effects of drought on amaranth.
Although the increase in nitrogen supply had benefits on plant performance, it
intensifield the negative effect of water stress. After 24 h of rehydration, the plants were
able to recovery from the negative effect of water stress.

Keywords: Dry matter, Nitrate accumulation, Phenolic compounds, Photosynthesis,

Proline, Rehydration, Water Stress.



1. INTRODUCAO

O género Amaranthus é representado por aproximadamente 60 espécies,
sendo considerado pertencente a classe das dicotileddneas e a familia das
Amaranthaceae. A importancia deste género € evidenciada em suas caracteristicas
de natureza historica, alimenticia, fisiologica e agronémica (SPEHAR, 1998; SPEHAR
& LARA CABEZAS, 2001). De acordo com o contexto histérico, o amaranto é uma
“granifera” originaria de antigas civilizagdes americanas, com elevada capacidade
produtiva de biomassa realizando a reciclagem dos nutrientes presentes nos mais
diversos sistemas produtivos (RIVERO, 1994; SPEHAR et al., 1997). O uso histoérico
mais significativo do amaranto como cultura em gréos se deu no México central
durante a civilizacdo Asteca (MYERS, 1996), sendo de extrema importancia em
praticas religiosas realizadas ndo somente pela civilizacdo Asteca, como também nas
civilizacbes Maias e Incas.

Segundo CASELATO E AMAYA-FARFAN (2012), no ambito religioso as
sementes do amaranto eram moidas e misturadas junto ao sangue advindo de
sacrificios humanos a fim de evidenciar uma forma de oferecimento as divindades
cultuadas pelas culturas anteriormente citada. Em meados da década de 60, o
amaranto foi levado para a Europa, sendo que somente 20 anos apés tal feito ele
difundiu-se pelas montanhas do Nepal e no leste africano, sendo assim cultivado
também na China, Africa, Europa e América do Norte (MYERS, 1996). Conforme
Sauer (1950), no que se refere as suas caracteristicas nutricionais, o género se
destaca por apresentar-se como um alimento naturalmente nutricional e funcional
podendo tanto suas folhas quanto suas sementes serem consumidas. As folhas das
plantas jovens de A. cruentus podem ser utilizadas em saladas e sopas e 0s graos
sdo utilizados na producéo de paes, bolos, biscoitos e adicionados as sopas (AMAYA-
FARFAN, 2005). Além de importantes metabdlitos nutricionalmente primarios, as
plantas de amaranto também contém alguns compostos de metabdlitos secundarios
que também desempenham um papel importante na dieta humana além de
desempenhar algumas fung¢des especiais nas plantas (RASTOGI; SHUKLA, 2013). O
consumo de A. cruentus tem sido recomendado em varios paises para contribuir com
diversos beneficios como atividade antioxidante, aumento da pré-vitamina A e

compostos anticancerigenos em uma dieta saudavel devido ao seu perfil metabdlico
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secundario especifico (NEUGART et al., 2017). Entretanto, no Brasil, o amaranto &
praticamente desconhecido.

As sementes ou “grédos” de amaranto possuem elevada demanda por
apresentarem um elevado valor proteico em sua composi¢cdo, com aproximadamente
15 % de proteina, quando comparadas aos demais cereais. A proteina em questao se
destaca devido sua alta qualidade biolégica em virtude de seu contetdo de lisina e
ainda outros aminoacidos essenciais. Tais fatores situam o amaranto como um dos
principais cereais no que diz respeito ao potencial nutricional em detrimento de outros
cereais existentes no mundo (BRESSANI, 1988; BREENE, 1991). Dentre seus
compostos bioativos, a grande parte deles como o acido linoleico, taninos, alcaloides,
flavonoides e betalainas detém propriedades medicinais, apresentando atividades
analgésicas, anti-inflamatodrias, antimicrobianas, antioxidantes, antimaléricas,
antitumorais, dentre outras (KUMAR et al., 2014). Tais compostos sdo empregados
abundantemente como corantes alimenticios, farmacos e cosmeéticos, sendo muito
requeridos devido as preocupacdes dos consumidores sobre alternativas aos
sintéticos e pela atividade biolégica que apresentam (STINTZING; CARLE, 2007).
Dentre os diferentes usos do amaranto segundo Teixeira et. al (2003), caracterizam-
se a utilizacdo deste como espécie forrageira na China, enquanto que nos continentes
africano e americano sua producao € na forma de hortalica através do consumo de
suas folhas, bem como na forma de “gréos” na produgao de péaes, biscoitos e produtos
alimenticios que abrangem individuos diagnosticados com a doenca celiaca visto que
nao apresenta gluten, de acordo com Amaya-Farfan et al. (2005), variados derivados
do processamento de seus graos.

Tendo em vista 0 Amaranthus como um género pertencente ao grupo de
plantas do tipo Ca, ele apresenta caracteristicas especificas deste grupo. Dentre as
caracteristicas, tem-se sua adaptacdo aos habitats quentes, sendo menos
abundantes em regides de temperaturas baixas. Em condi¢bes ideais, o metabolismo
das plantas pertencentes ao tipo C4 promove vantagens no que se refere a capacidade
fotossintética, visto que os beneficios para a realizacdo do transporte de CO2 das
células do mesofilo para as células da bainha do feixe vascular superam os custos em
ATP (TAIZ, et al., 2017). De igual importancia no que se refere a capacidade
fotossintética enquanto género classificado como tipo C4, 0 Amaranthus tem resposta

significativa na produgcdo de biomassa em condigbes de cultivo com elevadas
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temperaturas e intensa disponibilidade luminosa, conferindo assim um crescimento
rapido de area vegetal externa, ou seja, acima do solo (COSTA, D. et al., 2008).

Em relacdo ao cultivar BRS Alegria, produzido tendo por base a linhagem
de Amaranthus cruentus AM 5189 advinda dos Estados Unidos da América (EUA), foi
comprovado por meio de estudos que na safra deste cultivar BRS Alegria selecionado
houve, em auséncia de estresse hidrico e com irrigacdo no periodo entressafra, niveis
de producdo de biomassa e “graos” de modo bastante consideravel (SPEHAR, et al.,
2003). Logo, estas caracteristicas vinculadas ao curto periodo de emergéncia e
maturacdo favorecem a sua capacidade potencial enquanto utilizagdo no sistema de
plantio direto, culminando consequentemente numa maximizacdo do rendimento
deste cultivar apés sua semeadura no periodo adequado (SPEHAR, 1994; SPEHAR
& LANDERS, 1997). A Embrapa Centro de Pesquisa Agropecuéria dos Cerrados
juntamente com as universidades de Brasilia, Uberlandia e Tocantins e também com
a Associacdo de Plantio Direto nos Cerrados focou justamente na adaptacdo das
espécies de plantas a fim de diversificar o sistema produtivo através da selecao destas
baseadas especialmente na rapida capacidade de estabelecimento, bem como no
grau de tolerancia de déficit hidrico, producdo de biomassa, ciclagem de nutrientes e
utilizacao alimenticia tanto humana quanto animal (SPEHAR, 1998; SPEHAR & LARA
CABEZAS, 2001).

As plantas séo entendidas como a principal via de passagem dos nutrientes
disponiveis no ambiente geofisico para o ambiente biolégico de uma maneira
dindmica. Dentre o0s inUmeros compostos nutricionais essenciais para o0
funcionamento basico das espécies vegetais, o Nitrogénio (N) detém um papel
fundamental na manutencdo e desenvolvimento fisiologico e metabdlico de tais
espécies. Sabe-se que este elemento quimico é caracterizado como o macronutriente
exigido em maior quantidade pelas culturas agricolas, visto que atua no crescimento
e desenvolvimento, devido as func¢des que exerce no metabolismo das plantas, como
constituinte da molécula de clorofila, acidos nucleicos, aminoacidos e proteinas (TAIZ,
et al., 2017). Cerca de 65% do nitrogénio foliar € encontrado nos cloroplastos
(BROWN, 1978; HAK et al., 1993), grande parte na forma de Rubisco. Desta forma,
qualquer alteracéo na sua disponibilidade afetara o desempenho das plantas.

O nitrogénio é considerado um macronutriente de extrema importancia para

as plantas visto que faz parte das mais importantes biomoléculas tais como ATP,
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NADP, NADPH, clorofila, aminoacidos, proteinas e incontaveis enzimas (HARPER,
1994). Em diversos sistemas de producao agricola, o nitrogénio é classificado como
um fator limitante por apresentar influéncias no crescimento das espécies vegetais
mais do que qualquer outro nutriente. Fertilizantes nitrogenados inorganicos e
organicos sao amplamente utilizados a fim de aumentar a produtividade das culturas,
de forma a suprir a demanda crescente de alimentos pela populacdo. Normalmente,
menos de 50 % do nitrogénio aplicado sob a forma de fertilizante € utilizado pelas
culturas. As perdas no solo se dao pelos diversos processos aos quais 0 nitrogénio
estd sujeito. O nitrogénio € perdido em grande parte pela lixiviacdo de nitrato,
volatilizacdo de amobnia e emissdo de Nz, N2O e outros Oxidos de nitrogénio
(ANGHINONI, 1986). A eficiéncia na utilizacdo do N pela planta leva em conta os
aspectos de absorcdo e metabolizacdo deste elemento. Dentre 0os muitos aspectos
evidenciados ao serem afetados pela deficiéncia de nitrogénio, ou seja, uma menor
disponibilidade deste elemento nos érgaos vegetais, sao considerados principalmente
a relacao entre raiz e parte aérea, capacidade fotossintética e producdo de matéria
seca (FERREIRA et al., 2015). A reducéo da fotossintese sob deficiéncia de nitrogénio
esta relacionada a reducdo da atividade da clorofila e das enzimas fotossintéticas
(SEEPAUL; GEORGE; WRIGHT, 2016; MAKINO; UENO, 2018).

O aumento da disponibilidade de nitrogénio leva a uma maior concentracao
de nitrogénio na folha de A. cruentus, resultando em uma forte correlagdo positiva
entre capacidade fotossintética e nitrogénio foliar, e isso se traduziu em maior acimulo
de matéria seca (CECHIN; VALQUILHA, 2019). Porém, altas doses de fertilizacdo
com nitrogénio também podem resultar no acimulo de nitrato nas plantas (SAREER
et al., 2016; CECHIN e VALQUILHA, 2019), afetando assim qualidade nutricional e a
seguranca das partes comestiveis. A ingestdo de alto teor de nitrato tem efeitos
adversos na saude humana como metahemoglobinemia e doencas gastrointestinais
(ANJANA et al., 2007). No entanto, Cechin e Valquilha (2019) concluiram que a
guantidade de nitrato acumulada nas folhas de plantas de A. cruentus cultivadas em
alta dose de nitrogénio néo representa qualquer risco para a saude humana de acordo
com os limites sugeridos pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO 1995).

A agua é considerada essencial para manutencdo das células existentes
no vegetal, bem como nos sistemas presentes na planta como um todo (TAIZ et al.,

2017). Sua disponibilidade tem grande relevancia no que se refere ao crescimento
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vegetal. A umidade atua de forma a favorecer a absorcédo de agua e nutrientes pela
planta, promovendo assim condicbes mais propicias de crescimento e
desenvolvimento de modo satisfatorio (CLAY; TROOIEN, 2017). Logo, é valido
salientar que a &gua exerce papel fundamental nos processos metabdlicos e
fisiologicos das espécies vegetais, atuando principalmente na capacidade
fotossintética, mas também nos processos de absor¢cdo de nutrientes através das
raizes e pelas trocas gasosas que ocorrem nas folhas. Devido a intensificagdo do
aquecimento global, as mudancas climéticas e o risco de eventos extremos, como
secas prolongadas, devem aumentar nos proximos anos, estimando-se que as areas
rurais tenham grandes impactos na disponibilidade e abastecimento de agua
(PACHAURI et al., 2014), resultando em perdas na agricultura. E bem sabido que o
déficit hidrico € considerado um dos principais estresses abibticos que afeta a
produtividade da planta devido aos seus efeitos negativos no crescimento da planta
(FAHAD et al., 2017) e fotossintese (LI et al., 2014). Sob condi¢cdes de estresse
hidrico, acumulo ativo de solutos compativeis, como a prolina, é reivindicado ser um
mecanismo eficaz de tolerdncia ao estresse. A prolina funciona como um
osmoprotetor e como um agente antioxidante sob condi¢cdes de estresse (KISHOR;
SREENIVASULU, 2014). O acumulo de osmdlitos nas células vegetais pode, portanto,
ser importante na manutencao de varios processos fisiolégicos em operagcdo, mesmo
sob condicbes de estresse.

Segundo Ayodele (2001), a ocorréncia do estresse hidrico em diferentes
fases do desenvolvimento da espécie vegetal demonstra a influéncia do suprimento
de agua durante a fase vegetativa e reprodutiva, incluindo nesta ultima o processo de
floracdo e formacdo de sementes. A relacdo entre o aporte nutricional do
macronutriente N e a suplementacéo de agua corroboram que hé interagcéo entre tais
fatores nos mecanismos essenciais de manutencdo e regulacdo do metabolismo
secundario das plantas.

De acordo com Castro et. al (2017), em condi¢bes naturais, as plantas
raramente experienciam a atuagdo de somente um fator abidtico de cada vez,
encontrando-se na verdade muito mais suscetiveis a exposi¢cdo de multiplos fatores
estressores simultaneamente. Esses multiplos fatores estressores costumam atuar
interagindo entre si, de forma a interferir em processos metabdlicos de forma conjunta.

Mittler (2006), destacou a importancia de estudar a tolerancia das plantas a uma
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combinacdo de diferentes condicfes de estresse, pois nessa situacdo os danos
podem ser letais para as plantas. Com base em pesquisas realizadas a fim de
compreender cientificamente de que modo os multiplos fatores estressores atuam no
metabolismo secundéario das espécies vegetais, € possivel obter informa¢ces que
identifiquem seus papeis biolégicos nos variados mecanismos de estresse causados,
fornecendo critérios para que sejam descritas suas atividades num possivel aumento
de rendimentos e qualidade de produtos formados (NCUBE et. al., 2012). Embora
existam dados sobre o efeito da seca e da disponibilidade de nitrogénio no
desempenho da planta quando aplicados isoladamente, hd menos informacdes
disponiveis sobre seus efeitos interativos.

Portanto, conforme h& menor disponibilidade de suprimento hidrico em
combinacdo com niveis variados de nitrogénio disponiveis, ha uma tentativa de
modificacdo do metabolismo da planta, convertida em respostas fisiologicas a fim de
evitar danos em seus processos mais importantes, como a sintese de determinados
compostos atuantes com efeito protetivo (por exemplo, a prolina), o mecanismo
fotossintético, a taxa de transpiracdo, a producdo de matéria seca acima do solo, o

desenvolvimento da area foliar, e o desenvolvimento da raiz e do caule.

2. OBJETIVO

Com base em estudos anteriores em outras espécies, levantamos a
hip6tese de que o suprimento de nitrogénio poderia alterar a sensibilidade do A.
cruentus cultivar BRS Alegria ao estresse hidrico, isto €, que os danos causados pelo
estresse hidrico no A. cruentus depende do seu status de nitrogénio. Assim, o objetivo
do presente projeto consistiu no alcance de uma melhor compreenséo das respostas
do amaranto tanto ao aumento da disponibilidade de nitrogénio quanto a escassez de
agua e suas interagfes nas seguintes variaveis: massa seca da parte aérea, trocas
gasosas, pigmentos fotossintéticos, contetdo relativo de agua, teores foliares de
prolina, nitrogénio total, nitrato, amonio e compostos fenolicos. Também foi avaliada

a capacidade de recuperacao destas variaveis nas plantas apos 24 h de reidratacéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1) Material Biol6gico
Foram utilizadas sementes de Amaranthus cruentus L. cultivar BRS Alegria,

fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

3.2) Condi¢des de Cultivo

Sementes de amaranto foram plantadas em vasos plasticos com
capacidade para quatro litros contendo vermiculita como substrato. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo sob condicbes fotoperiddicas naturais durante o
periodo experimental. O conteudo de nitrogénio nas plantas foi manipulado através
do suprimento de 250 mL vaso™ de solucéo nutritiva de Long Ashton (HEWITT, 1966)
a 70% com diferentes concentracdes de nitrogénio na forma de nitrato de aménio, trés
vezes por semana durante o periodo de crescimento. As plantas foram divididas
inicialmente em dois grupos de acordo com o suprimento de nitrogénio. Tal
macronutriente foi aplicado nas doses: 9.88 e 1.97 Kg N ha™ as quais correspondem
a 100 e 20% da solucéo nutritiva, respectivamente. As plantas foram irrigadas com
agua de torneira sempre gue houvesse necessidade. Quarenta e dois dias ap6s o
plantio, os dois grupos de plantas foram divididos novamente em plantas bem irrigadas
e plantas estressadas. O estresse hidrico foi induzido através da suspensao da rega
(estresse progressivo) e este conduzido até que as plantas apresentassem inibicéo
da taxa fotossintética. Nas plantas controle (ndo estressadas) o suprimento de solucao
nutritiva foi suspenso e reposto pelo suprimento de agua somente. As plantas de
amaranto foram ent&o divididas em quatro grupos:

I.  Plantas bem hidratadas e baixa dose de nitrogénio
Il.  Plantas bem hidratadas e alta dose de nitrogénio
ll.  Plantas estressadas e baixa dose de nitrogénio

IV. Plantas estressadas e alta dose de nitrogénio
Ao final do periodo de estresse, parte das plantas estressadas foram

reidratadas para avaliagdo da capacidade de recuperagdo destas apos 24h de

reidratacéo.

15



3.3) Medidas de trocas gasosas e Contetido Relativo de Agua (CRA)

As medidas de trocas (fotossintese, condutancia estomatica, transpiracao
e concentracdo de CO:2 na cavidade subestomatica) foram realizadas na folha mais
jovem totalmente expandida no final do periodo de estresse e apds 24h de reidratacéo
através do uso de um analisador de gas por infravermelho portatil (IRGA-LCpro, ADC,
Hoddesdon, UK). Os horarios de tais medidas realizadas ocorreram entre 8 e 10 h da
manha dentro da casa de vegetacdo sob condi¢des de pressao parcial de CO2 e de
temperatura ambientes. Radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de
aproximadamente 1000 yumol m~2 s™* foi suprida por uma lampada acoplada a camara
foliar. A folha foi mantida sob este PAR até que uma taxa de estado estacionario fosse
alcancada. A eficiéncia instantanea do uso da agua (EUA) foi obtida através da razéo
entre a taxa fotossintética (A) e a taxa de transpiracdo (E). No final do periodo de
estresse e apos 24 horas de reidratacdo amostras foliares foram coletadas para

determinacao do conteudo relativo de agua (CRA) de acordo com a formula:

CRA = (MF — MS) x 100
(MT — MS)

Sendo que, MF corresponde a massa fresca que foi obtida imediatamente
apos a remocado dos discos foliares, MT corresponde a massa turgida determinada
apos a reidratacéo dos discos foliares por 3 h, e MS corresponde a massa seca obtida

apos a secagem dos discos em estufa de circulacdo forcada a 60°C por 48 h.

3.4) Determinagdes bioquimicas

As determinacfes bioquimicas foram realizadas no final do periodo de
estresse e apds 24 h de reidratacdo em folhas jovens totalmente expandidas. Os
pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotendides) foram extraidos em acetona 80%
e as suas concentracdes calculadas de acordo com as formulas de Lichtenthaler
(1987). A determinacado do contetdo de prolina foi feita em folhas secadas em estufa
de circulacdo de ar a 60°C e trituradas em moinho de acordo com o método de Bates
et al. (1973) e modificado por Torello e Rice (1986). Os valores de leitura obtidos a
520 nm foram comparados com uma curva padrdo de prolina, e os resultados

expressos em micromoles de prolina por miligrama de material seco de folhas (umol
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mg1). As determinagGes dos teores foliares de nitrato, amdnio e nitrogénio total foram
realizadas no Laboratério de Solos, situado no Departamento de Solos e Recursos
Ambientais da Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP/Botucatu. As andlises
foliares de nitrogénio, nitrato e aménio se deram pelo método semimicro-Kjeldahl,
apos digestao sulfurosa das folhas secas e moidas de acordo com Malavolta et al.
(1997).

3.5) Analise do Conteudo Fendlico da Folha

Preparacao do extrato:

Amostra de folhas de 24 espécimes de A. cruentus crescidas em diferentes
condi¢des de cultivo foram coletadas em triplicata e secas a 60°C. As folhas secas
foram trituradas usando um moinho de faca e uma aliquota de 50 mg foi extraida
usando MeOH:H20O 85:15 (v/v), via ultrassom por 30 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 3000 rpm. A solugéo obtida
foi submetida a extragcdo em fase sélida em fase reversa (SPE-Cis) seguido de
fitracdo em membrana PTFE (0,45 pm). As amostras foram analisadas

aleatoriamente na concentragéo final de 3,5 mg ml=.

Andlise HPLC-PAD:

Os extratos foram analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(PU-2089S Plus, Jasco®) acoplado a um detector de fotodiodos (MD-2015 Plus
Jasco®) e injetor automatico (MD AS-2055 Jasco®). As separacdes cromatograficas
foram realizadas em uma coluna Phenomenex® Luna Cis (250 x 4,6 mm d.i.,, 5 um) a
40°C. A sistema da fase movel consistiu em MeOH e agua ultrapura, acidificada com
0,1% de acido formico (Synth®). As amostras foram analisadas usando um gradiente
linear como segue: 5 a 65% de MeOH em agua ultrapura em 65 minutos. A taxa de

vazéo foi de 1 ml min.

3.6) Determinacao de Matéria Seca

Ao final da imposi¢éo do tratamento de estresse hidrico (49 dias apos a
semeadura), foram selecionadas as plantas de cada tratamento aleatoriamente para
determinacao da matéria seca da parte aérea. As plantas de amaranto foram divididas

em caule e folhas antes de serem secas em estufa a 60°C por pelo menos 48 h.
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3.7) Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia Fatorial (2x2) usando-
se o programa SPSS / PC para Windows 9.0. Os niveis tanto de nitrogénio quanto de
agua foram tratados como efeitos fixos e um teste univariado foi realizado em cada
variavel separadamente ao nivel de 5%. As diferencas entre as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo procedimento da Diferenca Minima Significativa
(DMS) a 5%. O procedimento da diferenca minima significativa para comparar as
meédias dos tratamentos foi realizado apenas para a variavel com teste F significativo
para os efeitos principais (N e agua) e/ou sua interacdo. Os gréaficos foram gerados
através do programa Microcal Origin verséo estudante. O procedimento de diferenca
minima significativa (DMS) para comparacao de médias dos tratamentos foi realizado
apenas para a variavel com teste F significativo para os efeitos principais (N e agua)

e/ou sua interacao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as revisfes bibliograficas e as analises realizadas no presente
estudo, observou-se que a agua e o nitrogénio atuam como os principais fatores
limitantes para o crescimento da cultura e sua consequente produtividade.

Considerando as alteragBes climaticas em escala mundial que vem
ocorrendo, € possivel entender quais consequéncias seriam observadas com a
diminuicao drastica da disponibilidade hidrica, afetando amplamente a todos os seres
vivos inseridos no meio ambiente. As plantas por exemplo, em sua maioria, costumam
responder de forma positiva quanto ao aumento da disponibilidade de nitrogénio
(ZUBILLAGA et al., 2019) e de forma negativa em relacdo a intensificagdo do estresse
hidrico (KARIMI et al., 2018). Apesar de os estudos demonstrarem haver alteracdes
das respostas fisioldgicas e metabdlicas do estresse hidrico nas plantas interagindo
com diferentes niveis de disponibilidade de nitrogénio, os dados sobre os efeitos
interativos de tais fatores (N e agua) no desempenho do amaranto séao limitados.

Ainda que o Amaranthus pudesse enquanto género sobreviver e se
desenvolver em solos relativamente pobres nutricionalmente e com baixo aporte

hidrico, € notavel no presente estudo que, ao ser submetido sob os diferentes niveis
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de concentracdo de nitrogénio (alta e baixa), ocorreu um aumento no investimento da
planta para o desenvolvimento de matéria seca sob alta concentracdo de N em
aproximadamente 168 % quando comparada com a baixa concentracdo de N,
conforme visto na Figura 1.

Também pbode-se observar que sob alto suprimento de nitrogénio, o
investimento em desenvolvimento de matéria seca foliar quase triplicou quando
comparado com o baixo suprimento de nitrogénio, no qual a proporcao entre caule e
matéria seca foliar foi maior em folhas do que caule em alta concentracdo de N.
Segudo Gastal e Nelson (1994), é provavel que tal resposta esteja relacionada ao fato
de que, sob elevado teor de nitrogénio, advém uma maior taxa de deposicado de
nitrogénio total na zona de crescimento das folhas, sugerindo assim que a taxa de
expansao foliar € significativamente sensivel as concentragbes de nitrogénio em
zonas de crescimento e expansao celular. Ademais, a elevada concentracdo de
nitrogénio estimulou quase em 30 vezes a massa seca da inflorescéncia do tipo
panicula, independentemente do aporte hidrico disponivel, guando comparada a baixa
concentracdo de nitrogénio, o que demonstra de acordo com Ruffy Jr. et al. (1990)
uma estimulacdo da atividade meristematica. Os seis dias de estresse hidrico ndo
foram suficientes para reduzir a matéria seca acima da superficie do solo, e nenhuma

interacdo entre nitrogénio e estresse hidrico foi observada.
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Figura 1: Particdo de matéria seca da parte aérea de plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de
nitrogénio e bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN-A),
alto nitrogénio e bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo suprimento de dgua (AN-

A) apos 6 dias de estresse hidrico. Os valores sao referentes & média + erro de 10 plantas.

Ja tendo em vista a importancia do nitrogénio enquanto componente da
molécula de clorofila, observa-se que o aumento nas concentracbes de pigmentos
seja decorrente de um maior aporte no que se refere as plantas que receberam uma
maior quantidade de nitrogénio. A concentracdo das clorofilas a e b por exemplo,
cresceram cerca de 200 e 189 %, respectivamente quando em compara¢cdo a menor
disponibilidade de nitrogénio (Figura 2). Além disso, igualmente houve um aumento
da proporcao de a/b em 8 % sob elevado teor de nitrogénio, como resultado do maior

efeito da clorofila a, 0 que sugere uma maior atividade do fotossistema Il.
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Figura 2: Pigmentos fotossintéticos (A) e razdo entre clorofila a/b (B) de plantas de amaranto cultivadas
sob baixo nivel de nitrogénio e bem hidratadas (BN + A), baixo nivel de nitrogénio e estressadas (BN —
A), alto suprimento de nitrogénio e bom suprimento de 4gua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo
suprimento de agua (AN — A) apos seis dias de estresse hidrico. Os valores sao referentes a média +
erro de 6 plantas.

Os carotendides, que funcionam como pigmentos acessorios captando luz,
exercem um papel fundamental na fotoprotecdo do aparato fotossintético. Nota-se
que, um maior suprimento de nitrogénio proporcionou um aumento consecutivo na
concentracéo de carotenoides em cerca de 115 % em comparacdo com o baixo teor
de nitrogénio. Nao foi observado nenhum efeito interativo entre os fatores estresse
hidrico e nitrogénio como observado nos pigmentos fotossintéticos na Tabela 1.

Em um estudo realizado por Song, Y. et al., (2019), com algumas plantas
de milho, quando sujeitas ao estresse hidrico houve uma reducéo na concentracédo de
clorofila a e b. Tal fato foi acentuado conforme aumentou-se o periodo de estresse
hidrico, de cinco dias para dez dias (ALHAITHLOUL, 2019). Os resultados
contraditorios em questdo podem ser explicados devido as diferentes condi¢des
experimentais em adicdo com os diferentes géneros utilizados pelos autores. Segundo
evidenciado por Caser et al., (2018), os diferentes niveis de desidratacdo podem vir a

induzir diferentes respostas no que se refere ao contetudo de clorofila e carotenoides.
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Tabela 1: Analise de variancia fatorial que descreve a influéncia do suprimento de nitrogénio (N) e agua
(A) em varias caracteristicas das plantas de amaranto. Os niveis de significancia séo: *, P <0,05; **, P

<0,01; *** P <0,001; NS, néo significativo, - ndo determinado.

Variaveis Final do Estresse 24h apds a reidratacao
N A NxA H A NxA
Massa Seca e NS NS - - -
CRA NS * * NS MS NS
gs L EEW A TR NS NS
E NS e d et d T £ ) &
A & el et d T & NS
C et d & * NS el NS
EUA NS L d £ T NS *
Chl a e NS MNS - - -
Chl b e NS NS - - -
Chl a'b bl NS MS - - -
Carotencides e NS MNS - - -

Como pode ser visto na Tabela 1 e na Figura 3, somente a restricdo hidrica
afetou o conteddo relativo de agua (CRA) da folha, contudo, quando houve a interacdo
entre a disponibilidade dos fatores agua e nitrogénio sobre tal variavel, a restricdo
hidrica afetou o conteudo relativo de &gua somente em plantas cultivadas sob alto teor
de nitrogénio apés os seis dias de estresse hidrico. As plantas cultivadas sob baixo
teor de nitrogénio, apds os seis dias de seca, mantiveram praticamente 0s mesmos
niveis de conteudo relativo de agua em comparagcdo com as plantas controle. Esta
diferenca no CRA sob os diferentes niveis de nitrogénio (alto e baixo) em relacdo ao
estresse hidrico se da em consequéncia do aumento significativo de biomassa foliar

decorrente do elevado teor de nitrogénio disponivel. A maior biomassa das folhas sob
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alto teor de nitrogénio representou maior area de transpiracéo e, consequentemente,
maior consumo de agua disponivel no substrato além do estimulo da taxa de
transpiracdo (E) e condutancia estomatica (gs) (Figura 5). ApGs 24 horas de
reidratacédo, o CRA de plantas cultivadas com alto teor de nitrogénio se recuperou no
mesmo nivel que as plantas sem estresse (Figura 3; Tabela 1).

A disponibilidade de nitrogénio e agua limitam as trocas gasosas, e a
resposta estomatica ao fornecimento de nitrogénio tem sido amplamente estudada,
mas os resultados disponiveis sédo contraditorios. Sabe-se que a primeira resposta ao
estresse hidrico € o fechamento imediato dos estématos, a fim de evitar a perda de
agua inicialmente. Ainda que a deficiéncia de nitrogénio ndo tenha efeito em relacéo
a condutancia estomatica (gs) em algumas espécies (GRASSI et al., 2002), em outras
a condutancia estomatica pode ser aumentada (CIOMPI et al., 1996) ou reduzida
(SHAHROKHNIA E SEPASKHAH, 2017). No presente estudo, o nitrogénio elevado
aumentou a gs em cerca de 133% das plantas cultivadas em condi¢cdes de agua de
torneira (Figura 5 A) em comparacdo com o baixo teor nitrogénio.

Logo, foi possivel observar que conforme ocorre um aumento na
condutancia estomatica, se da consequentemente uma maior captacao de CO2 o que
confere maior disponibilidade de CO2 na cavidade subestomatica, sendo gerada em
contrapartida também uma maior quantidade de vapor d'agua perdida pelos
estdmatos através do seu mecanismo de funcionamento. A restricao hidrica culminou
na reducao de gs sob o fornecimento de nitrogénio, enquanto a interacao entre os dois
fatores resultou em uma maior diminuicdo em gs sob alto nitrogénio comparado ao
baixo nitrogénio (Tabela 1). Geralmente, alteracdes na condutancia estomatica sao
refletidas por meio de medidas das variagcdes na taxa de transpiragao (E). Embora
somente o nitrogénio nédo tenha alterado significativamente E de acordo com a anélise
de variancia, houve interacdo deste fator nas condicdes de estresse hidrico, como é
possivel observar na Tabela 1 e Figura 5 B. A restricdo do abastecimento de agua
reduziu a taxa de transpiracao tanto sob baixo quanto alto suprimento de nitrogénio,
mas segundo a interac&o entre nitrogénio e estresse hidrico, a reducéo de E foi maior
sob alto nitrogénio, semelhante aos estudos de Song, J. et al. (2019). Portanto, a
combinacgao dos dois fatores resultou em respostas opostas na planta posto que se
da a abertura estomatica conforme ha alta disponibilidade de nitrogénio, e o

consequente mecanismo de fechamento estomatico a fim de evitar a perda excessiva
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de 4gua. O aumento da taxa de transpiracdo por m? sob alto teor de nitrogénio e uma
maior producdo de biomassa foliar resultou numa consequente intensificacdo da
perda de agua pela planta, promovendo assim um estresse mais rapido como
observado no conteldo relativo de agua (CRA). Um ligeiro declinio na condutancia
estomatica (gs) e na taxa de transpiragcéo (E) sob estresse hidrico moderado, como
observado sob baixo teor de nitrogénio, pode apresentar efeitos protetivos contra a
seca promovendo, portanto, economia de agua uma vez que o CRA sob essa
condicao nao sofreu alteracéo apos os seis dias de restricdo hidrica, como mostra a

Figura 3.
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Figura 3: Conteldo relativo de 4gua (CRA) de plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de
nitrogénio e bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN - A),
alto nitrogénio e bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo suprimento de agua (AN -
A) ap0s 6 dias de estresse hidrico (A) e 24 h ap6s a reidratacéo (B). Os valores sdo a média * erro de
5 plantas, respectivamente. A média seguida pelas mesmas letras minUsculas (para A em um
determinado nivel N) e letras mailsculas (para N em um dado suprimento de A) ndo diferem

significativamente em P = 0,05.

A eficiencia do uso de agua apresentou consideravel reducdo sob
condi¢cbes de restricao hidrica e alto teor de nitrogénio decorrente de um efeito mais
negativo na taxa fotossintética (A) do que na taxa de transpiragéo (E) como é possivel
constatar nas Figuras 4 e 5, e nas analises da Tabela 1. Assim, os resultados
demonstrados no presente estudo em relacdo ao suprimento de nitrogénio em relacéo

a fotossintese (A) assemelham-se aos resultados encontrados em Poorter et al.,
24



(2009) sendo evidenciado que o menor suprimento de nutrientes, primordialmente o
nitrogénio, afeta muito mais intensamente o crescimento da planta do que a sua taxa
fotossintética. Também no presente estudo, foi observado que a matéria seca acima
do solo sob baixo teor de nitrogénio foi reduzida em cerca de 63% enquanto A foi
reduzida em apenas 38%, corroborando, portanto, com os resultados encontrados por
Poorter et al., (2009). O suprimento mais alto de nitrogénio teve um efeito significativo
estimulando A sob condicbes de elevada disponibilidade hidrica, enquanto sob
estresse hidrico a taxa fotossintética diminuiu drasticamente para valores mais baixos
do que em plantas cultivadas sob baixo teor de nitrogénio, independentemente do

abastecimento de agua (Figura 5 C).
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Figura 4: Eficiéncia do Uso de Agua (EUA) de plantas de amaranto cultivadas sob baixa nitrogénio e
bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN - A), alto nitrogénio
e bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo suprimento de agua (AN - A) apos 6 dias
de estresse hidrico (A) e 24 h de reidratacdo (B). Os valores sdo a média + erro 9 plantas. A média
seguida pelas mesmas letras mindsculas (para A em um determinado nivel N) e letras mailsculas (para

N em um dado suprimento de A) ndo diferem significativamente em P = 0,05.
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Figura 5: Condutancia estomatica (gs, A), transpiracdo (E, B), fotossintese (A, C) e concentracéo
intercelular de CO2 (C;, D) de plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de nitrogénio e bom
suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN - A), alto nitrogénio e
bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo suprimento de agua (AN - A) ap6s 6 dias
de estresse hidrico. Os valores sdo a média £ erro 9 plantas. A média seguida pelas mesmas letras
mindsculas (para A em um determinado nivel de N) e letras mailsculas (para N em um dado
fornecimento de A) ndo diferem significativamente em P = 0,05.
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Figura 6: Condutancia estomatica (gs, A), transpiracdo (E, B), fotossintese (A, C) e concentracdo
intercelular de CO2 (C;, D) de plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de nitrogénio e bom
suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de 4gua (BN - A), alto nitrogénio e
bom abastecimento de 4gua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo abastecimento de 4gua (AN - A) apés
24 h de reidratacdo. Os valores sdo a média + erro 9 plantas. A média seguida pelas mesmas letras
mindsculas (para A em um determinado nivel de N) e letras mailsculas (para N em um determinado
suprimento de A) ndo diferem significativamente em P = 0,05.

O maior efeito da seca sob alto teor de nitrogénio encontrado neste estudo
indica que A. cruentus seria mais sensivel a restricdo hidrica nessa condi¢cdo do que
sob baixo suprimento de nitrogénio. Portanto, escolher a concentracao adequada de
nitrogénio pode resultar no aumento da resisténcia das plantas a seca (WANG et al.,
2016).

A fotossintese das espécies Cs ja atinge a saturacdo na concentragédo de
CO2 em torno de 100 pmol mol? nos espacos intercelulares. Isso se deve a alta

eficiéncia de carboxilacdo da enzima PEPcase em combinagdo com a inibicdo da
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fotorrespiracao promovida pelo mecanismo de concentracdo de CO2. A quantidade de
CO2 na cavidade subestomatica depende da gs e da condutancia do mesofilo das
cavidades subestoméaticas para os cloroplastos advindo de processos metabdlicos.
Conforme observado na Tabela 1, o suprimento de nitrogénio e agua afetaram a
concentracgéo intercelular de CO:2 (Ci), mas devido ao efeito de interacdo, o estresse
hidrico aumentou o Cjsob alta disponibilidade de nitrogénio, ndo apresentando efeito
sobre as plantas cultivadas sob baixo teor de nitrogénio (Figura 5 D). Embora a taxa
de A sob alto teor de nitrogénio e alta disponibilidade de agua tenha sido maior, o C;
apresentou um pequeno aumento de 17% (mas nao significativo) quando comparado
ao baixo nitrogénio, como também observamos na Figura 5 D. Tais resultados podem
ser explicados pela condutancia estomatica mais elevada apresentada por essas
plantas, portanto, resultando em mais CO: disponivel na cavidade subestomatica. A
restricdo do abastecimento de agua nao alterou o C; sob baixo teor de nitrogénio.
Contudo, o estresse hidrico sob alto teor de nitrogénio induziu um aumento no C;de
25% em comparagéo com plantas nao estressadas como resultado da interagéo entre
os dois fatores (Tabela 1). Menores taxas de A sob estresse hidrico sdo, em geral,
associados com menor condutancia estomatica (gs). Embora a reducdo em gs possa
desempenhar um papel na limitacdo da fixacdo de COz, ela ndo é a causa primaria do
declinio da atividade fotossintética sob alto teor de nitrogénio. Na verdade, C;
aumentou sob alto nitrogénio em plantas estressadas, sugerindo que a inibicdo de A
nao é resultado somente de limitacdo estomatica.

Embora alguns autores tenham mostrado que o estresse hidrico diminuiu a
concentracdo de clorofila (SARKER e OBA, 2018; BAYAT e MOGHADAM, 2019;
SONG et al., 2019), o que poderia ser parcialmente responsavel pela reducéo de A,
nao é o caso no presente estudo. O efeito da seca no amaranto em relagéo a A difere
entre o suprimento de nitrogénio e pode ser parcialmente interpretado com relacao ao
maior aumento na biomassa das folhas, E e gs. A maior quantidade de biomassa foliar
sob alto teor de nitrogénio implica em mais éarea para transpiracdo e,
consequentemente, representa um esgotamento mais rapido do estoque de agua
disponivel no substrato. Essas inferéncias sédo respaldadas pela Figura 3, que
demonstra uma reducdo significativa do CRA sob alto suprimento de nitrogénio
guando comparado ao baixo suprimento de nitrogénio. Outrossim, o aumento de Ci;

sob alto nitrogénio e baixo suprimento de agua sugere que a fotossintese se encontra
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sob controle do metabolismo do mesofilo, que reduziu a demanda por CO.. A inibicédo
de A também pode ocorrer em resposta a uma reducdo na via de condutancia do
mesofilo das cavidades subestomaticas aos locais de carboxilagdo, resultando em
menores pressdes parciais de CO2 nos cloroplastos (BARBOUR e KAISER, 2016),
além da reducéo na eficiéncia fotoquimica do PSIl como encontrado no milho, outra
espécie do tipo C4 (SONG et al., 2019). A reducgéo de A também demonstrou estar
associada a reducdo da atividade da Rubisco e de outras enzimas envolvidas na via
C4(SICHER et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Apo6s 24h de reidratagéo, a condutancia
estomatica se recuperou totalmente sob baixo e alto suprimento de nitrogénio,
enquanto E sob alto nitrogénio aumentou cerca de 29% quando comparado com
plantas néo estressadas (Figura 6 A, B; Tabela 1). Uma maior intensificacdo de E
poderia ser explicada como uma tentativa de restabelecer o contetdo relativo de agua.
Embora nao significativo, apos 24 h de reidratacéo, as plantas sob alta concentracéo
de nitrogénio apresentaram um ligeiro aumento em A (Figura 6 C; Tabela 1). Apos 24
h de reidratagéo, o C; foi reduzido sob baixo e alto suprimento de nitrogénio, porém
esta reducdo nao foi estatisticamente significativa. A redugéo principalmente sob alto
teor de nitrogénio pode ser explicada pela estimulacdo de A, consumindo assim
rapidamente o C; disponivel na cAmara subestomatica. A eficiéncia do uso de agua
(EUA) ndo foi totalmente recuperada sob alto nitrogénio devido ao aumento
significativo em E em comparacdo com A (Figura 4 B; Tabela 1). O fato de A ter sido
totalmente recuperada apos a reidratacao indica que o dano ao aparato fotossintético
nao ocorreu sob este nivel de estresse hidrico.

A quantidade de nitrogénio disponivel esta correlacionada diretamente com
a fotossintese, posto que com maior disponibilidade de nitrogénio e, portanto, maior
biomassa foliar e maior concentracao de pigmentos fotossintéticos ocorre também um
aumento da capacidade fotossintética, e uma consequente transloca¢ao do nitrogénio
traduzida em um maior acimulo de massa seca (LAMPTEY et al., 2017; CECHIN e
VALQUILHA, 2019). Em plantas cultivadas com alto teor de nitrogénio sob condic¢des
de abastecimento hidrico, o teor de nitrogénio total da folha aumentou 114% conforme
visto na Figura 7 A, enquanto A aumentou cerca de 62% em comparagdo com o
fornecimento de baixo teor de nitrogénio (Figura 5 C). A resposta positiva da
fotossintese (A) a aplicacdo de nitrogénio e o teor de nitrogénio foliar era esperado,

uma vez que este nutriente esta positivamente correlacionado com taxa fotossintética.
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O aumento da fotossintese esta relacionado com o fato de que a maior quantidade de
nitrogénio na folha localiza-se nos cloroplastos (EVANS, 1989) e ao efeito do alto teor
de nitrogénio no desenvolvimento dos cloroplastos (BONDADA e SYVERTSEN,
2003).
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Figura 7: Concentragdo de Nitrogénio Foliar Total em plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de
nitrogénio e bom suprimento de 4gua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de dgua (BN — A),
alto suprimento de nitrogénio e bom suprimento de dgua (AN + A), e alto nitrogénio e baixo suprimento
de agua (AN — A) ap6s 6 dias de estresse hidrico (A) e ap6s 24h de reidratacéo (B). Os valores séo a
média + erro de 3 plantas.

Além disso, em plantas C4 crescidas com alto teor de nitrogénio, como o
amaranto, ha uma maior alocacdo de N na enzima Rubisco (TAZOE et al., 2006) e
maior atividade da Rubisco e PEPcase (MA et al., 2017). A medida que a
concentracdo de nitrogénio aumentou nas plantas de amaranto, 0s pigmentos
fotossintéticos e o teor de nitrogénio nas folhas aumentaram paralelamente. Segundo
um estudo realizado por Xiong et al. (2018), observou-se que o estresse hidrico por
sete dias diminuiu significativamente a transpiracdo foliar e a concentracdo de
nitrogénio na parte aérea, mas esse achado é inconsistente com os observados neste
presente estudo. Como a restricdo de agua nao reduziu os pigmentos fotossintéticos
nem o teor de nitrogénio foliar, os resultados sugerem que uma alteragdo em A nao
advém de nitrogénio foliar inferior ou da presenca de menos pigmentos fotossintéticos,

mas sim devido a fatores bioquimicos e/ou fotoquimicos, além de qualquer
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condutancia estomatica. O exato mecanismo que explica as taxas mais baixas de
fotossintese sob alto nitrogénio e estresse hidrico ainda n&o foi elucidado. E
interessante que, sob uma boa nutricdo de nitrogénio plantas que apresentam altos
niveis de nitrogénio foliar ndo foram capazes de lidar com o efeito do estresse hidrico.
Parece que, sob esta condicdo, o conteudo relativo de agua inferior nas folhas pode
comprometer a atividade das enzimas envolvidas na fotossintese como apontado por
alguns autores (SICHER et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Sob uma variedade de complexos estressores, 0 acumulo de solutos ativos
compativeis, como a prolina, é considerado um mecanismo eficaz de tolerancia a
tensdes ambientais. A prolina funciona como um osmoprotetor e como um agente
antioxidante em condi¢cdes de estresse (KAVI KISHOR E SREENIVASULU, 2014). O
acumulo de prolina sob estresse hidrico foi encontrado em varias plantas como visto
por Bayat e Moghadam (2019), observado principalmente nas folhas jovens (CECHIN
et al., 2006). De acordo com Alhaithloul (2019), o acumulo de prolina torna-se maior a
medida que o periodo de estresse é aumentado. Além disso, foi observado que a
aplicacéo foliar de prolina amenizou os efeitos adversos do estresse hidrico sobre o
crescimento e a capacidade fotossintética de duas cultivares de milho (ALI et al.,
2007). O acumulo de osmodlitos em células vegetais pode, portanto, ser importante na
manutencdo de varios processos fisiologicos em operacdo, mesmo sob condicbes
estressantes. Ademais, descobriu-se que a prolina é o principal metabdlito
antioxidante ndo enzimatico em condicbes de estresse hidrico, resultando em
tolerancia ao estresse como consequéncia de sua capacidade de eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (GUHA et al., 2012). Dado que a prolina € um
aminoacido e, portanto, contém nitrogénio em sua composicdo, um aumento em sua

sintese era esperado sob alto suprimento de nitrogénio (Figura 8 A; Tabela 2).
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Figura 8: Concentragdo de prolina em plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de nitrogénio e
bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN — A), alto
suprimento de nitrogénio e bom suprimento de agua (AN + A), e alto nitrogénio e baixo suprimento de
agua (AN — A) ap6s 6 dias de estresse hidrico (A) e ap6s 24h de reidratacdo (B). Os valores séo a
média + erro de 4 plantas. A média seguida pelas mesmas letras minUsculas (para A em um
determinado nivel de N) e letras mailsculas (para N em um determinado suprimento de A) ndo diferem

significativamente em P = 0,05.

Tabela 2: Analise de variancia fatorial que descreve a influéncia do fornecimento de nitrogénio (N) e de

agua (A) em varias caracteristicas da planta do amaranto. Os niveis de significancia séo iguais aos da

tabela 1.
Variaveis Final do Estresse 24h apods a reidratagio
N A NxA N A NxA
Prolina e * * e N3 NS
Nitrogénio Foliar e MS NS e N3 NS
Amdodnio i NS N3 i N3 NS
Nitrato i e = i N3 NS
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O aumento da prolina em plantas com alto teor de nitrogénio foi maior em
comparacao com o baixo teor de nitrogénio em condi¢cdes de alta disponibilidade
hidrica. Sob menor teor de nitrogénio, ndo houve diferenca entre plantas bem irrigadas
e estressadas. No entanto, a medida que a disponibilidade de nitrogénio foi
aumentada, houve um aumento significativo na concentracdo de prolina. Nao é
surpreendente que com baixo teor de nitrogénio ndo houvesse aumento significativo
na prolina, uma vez que o estresse hidrico nessa condi¢cdo ocorreu de forma mais
lenta, sem mudancas significativas no CRA. Portanto, aparenta ser bastante provavel
gue o aumento da prolina ocorre de forma a atuar como um mecanismo protetor em
resposta aos efeitos prejudiciais da seca.

A quantidade de prolina acumulada durante a seca foi considerada
dependente da sensibilidade das espécies e genoétipos do Amaranthus ao estresse
hidrico (SLABBERT e KRUGER, 2014; SARKER e OBA, 2018) e dependente do nivel
de nitrogénio disponivel como estudado por Zhong et al., (2017) em folhas de arroz.
Apébs 24 h de reidratacdo, houve o restabelecimento dos niveis de prolina, o que
demonstrou ter ocorrido somente o efeito do nitrogénio conforme a Figura 8 B e a
Tabela 2.

E sabido que as principais fontes de nitrogénio para a maioria das espécies
sao o nitrato e amonio, sendo o nitrato a preferéncia da maioria destas (ANDREWS et
al., 2013). Entdo, quando o suprimento de nitrogénio € ideal, uma quantidade
consideravel de nitrato € armazenada em vacuolos, podendo ser reutilizado quando o
nitrogénio se torna limitado. O nitrato absorvido pelas raizes € assimilado nas mesmas
ou transportado para partes aéreas, dependendo da disponibilidade e das espécies
de plantas. A assimilagdo resulta na transformagdo do nitrato em nitrito e
posteriormente em amoénio. Tanto 0 amonio absorvido pelas raizes quanto o aménio
produzido no processo de assimilacéo é convertido em glutamina e depois glutamato
para que ocorra a producdo de compostos organicos variados. Uma grande
variabilidade natural de acimulo de nitrato foi encontrada entre espécies de plantas
e cultivares de uma mesma espécie (M'HAMDI et al., 2016; RAZGALLAH et al., 2016;
SAREER et al., 2016). No presente estudo, grandes acumulos de nitrato foliar foram
encontrados quando as plantas receberam maior suprimento de nitrogénio devido ao
excesso na absor¢cdo em decorréncia da maior disponibilidade de nitrogénio no solo

em relacdo a capacidade de transformagdo em compostos organicos (Figura 9 A,
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Tabela 2). As folhas de A. cruentus apresentaram um acumulo de nitrato de 579,5 mg
kg! de massa seca. Apos seis dias de estresse hidrico, as plantas com alto teor de
nitrogénio atingiram uma concentragdo mais baixa de nitrato do que as folhas
correspondentes de plantas sem estresse, sem efeito sobre o baixo teor de nitrogénio
(Figura 9 A; Tabela 2).
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Figura 9: Concentra¢fes de nitrato foliar (A, B) e aménio (C, D) em plantas de amaranto cultivadas sob
baixo suprimento de nitrogénio e bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento
de agua (BN — A), alto nitrogénio e bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo
suprimento de agua (AN — A) apds 6 dias de estresse hidrico (A) e ap6s 24h de reidratacéo (B). Os
valores sdo a média + erro de 3 plantas. A média seguida pelas mesmas letras mindsculas (para A em
um determinado nivel de N) e letras mailsculas (para N em um determinado suprimento de A) nao

diferem significativamente em P = 0,05.
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As plantas geralmente acumulam aménio quando nutridas com amoénio
como a Unica forma de nitrogénio. Embora as plantas tenham recebido doses iguais
de nitrato e amdnio, também houve acumulo de aménio nas folhas (Figura 9 C; Tabela
2), indicando a saturagao das enzimas participantes na assimilagéo de nitrogénio em
compostos organicos. As plantas possuem adaptacdo para tolerar altos niveis de
nitrato em seus tecidos sem efeitos prejudiciais, entretanto altos niveis de aménio sdo
toxicos para elas, resultando na redugcdo do seu crescimento (LASA et al., 2001).
Apesar do acumulo de amdnio nas folhas, nenhum efeito téxico foi observado em A.
cruentus apos 6 dias de restricdo hidrica.

Inimeros fatores ambientais, como a seca, podem alterar a absor¢éo e a
assimilacdo do nitrogénio pelas plantas posto que a agua é necessaria para a
absorcdao e utilizacao do nutriente em questdo. De fato, conforme observado por Wang
et al., (2019), grandes aberturas estomaticas em cultivares de macieiras resistentes a
seca promoveram um aumento da taxa de transpiracao (E), que culminou numa maior
absorcdo de nitrogénio. Uma taxa de secre¢do do xilema relativamente alta e de
transpiragdo, que é a principal via de perda de agua das folhas, foram observadas
com suprimento moderado e alto de nitrogénio, mas sob estresse hidrico foram
significativamente suprimidos em todos os niveis de nitrogénio (ZHONG et al., 2017),
sem alteracdo no nitrogénio foliar total. Embora neste estudo a maior disponibilidade
de nitrogénio tenha aumentado gs e E sob maior disponibilidade de agua, sob seca
eles foram significativamente reduzidos, sugerindo uma limitagdo na absorcao e
translocacdo do mineral através do xilema na transpiracdo. O estresse hidrico e o
metabolismo do nitrogénio tém efeitos interativos e, consequentemente, o
metabolismo do nitrogénio afeta uma série de mudancas fisioldgicas e bioquimicas de
grande importancia para a tolerancia das plantas a seca (LAWLOR, 2002).

A atividade enzimatica do metabolismo do nitrogénio foi intensificada sob
um suprimento adequado de nitrogénio quando comparada a baixa disponibilidade,
mas a atividade da nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS) foram reduzidas
pelo estresse hidrico sob o suprimento de nitrogénio (SONG et al., 2019). Outros
autores também demonstraram que o estresse hidrico leva a diminuicdo das
atividades das enzimas NR, GS e glutamato sintase (GOGAT) que estao envolvidas
na assimilacéo de nitrogénio (PAWAR et al., 2015). Segundo Song, Y. et al. (2019), o

conteudo de nitrato e a atividade da NR nas folhas de milho foram significativamente
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reduzidos sob estresse hidrico, enquanto o fornecimento moderado de nitrogénio
promoveu o acumulo de nitrato e aumento da atividade da NR. Concluiram, portanto,
que o fornecimento moderado de nitrogénio aumenta a resisténcia das plantas ao
estresse hidrico, enquanto altas ou baixas concentra¢gdes de nitrogénio aumentam a
sensibilidade do milho ao estresse hidrico. Xiong et al. (2018) descobriu que houve
um efeito interativo significativo entre nitrogénio e estresse hidrico sobre os teores de
nitrato e amoénio nas folhas de plantas cultivadas sob alta disponibilidade de
nitrogénio, apresentando teores significativamente menor e maior sob estresse
hidrico, respectivamente. Os autores atribuiram ao acimulo de aménio nas folhas sob
a seca e alto teor de nitrogénio a um incremento na atividade da NR e uma reducéo
da atividade da gs, revelando que um aumento do acumulo de aménio sob a seca
pode ser atribuido a maior reducao do nitrato. Este ndo € o caso neste estudo, uma
vez que sob alta disponibilidade de nitrogénio e restricdo hidrica, 0 menor teor de
nitrato ndo foi acompanhado com um aumento de aménio nas folhas. Parece que,
pelo fato de n&o ter ocorrido alterag&o no teor de N total da folha, houve um desvio de
N para a sintese de prolina. O estudo de Slabbert e Kruger (2014) sugeriu que a
prolina pode atuar como um composto de armazenamento de carbono e nitrogénio
durante o estresse hidrico, quando a sintese de amido e proteina sdo inibidas.
Pesquisas adicionais sdo necessarias para esclarecer esta resposta em A. cruentus.

Existem evidéncias abundantes de que o déficit hidrico pode alterar o
metabolismo do nitrogénio, mas o efeito varia de acordo com as espécies e a
intensidade do estresse. Por exemplo, em Hippophae rhamnoides, os dois niveis de
estresse hidrico (50% e 30% da capacidade do campo por 12 semanas) diminuiram a
absorcdo de nitrogénio na forma de amonio e nitrato, enquanto inibiu somente a
absorcdo do nitrato em H. thibetana (CHEN et al., 2019). Também conforme
encontrado por Huang et al. (2018), o fluxo liquido de nitrato na superficie da raiz foi
menor em resposta ao estresse hidrico, enquanto o fluxo de aménio tendeu a
aumentar ao longo das raizes finas de Malus prunifolia tratada com PEG. Tais
descobertas explicam o menor teor de nitrato nas folhas de A. cruentus, mas néao o
nivel de amoénio que permaneceu inalterado sob o estresse hidrico. Apds 24 h de
reidratac&o, o nivel de nitrato sob alto teor de nitrogénio foi reestabelecido (Figura 9
B; Tabela 2). No presente estudo, nem o estresse hidrico nem a reidrata¢ao alteraram
o nivel de amonio nas folhas (Figura 9 C, D; Tabela 2).
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As plantas sintetizam uma grande variedade de metabdlitos especializados
derivados do metabolismo primario. Foi sugerido que o0s recursos disponiveis, como
nitrogénio, carbono e enxofre teriam impacto sobre a producéo de classes especificas
de metabdlitos priméarios que, por sua vez, sintetizam metabdlitos especializados,
indicando redes de expressao génica supercoordenadas, conectando o metabolismo
primario e especializado em plantas (AHARONI e GALILI, 2011). Os compostos
fendlicos, que sao encontrados principalmente no vacuolo de vérios tipos de células
nas folhas, atuam como metabdlitos especializados sob estresses abioticos
(KARABOURNIOTIS et al.,, 2014). A capacidade fotossintética € negativamente
correlacionada com a concentracdo de compostos fendlicos foliares (SUMBELE et al.,
2012) e isso foi sugerido para representar o gradiente entre um ganho maximo de
carbono e a méxima protecdo (KARABOURNIOTIS et al., 2014), refletindo um balanco
entre a demanda para crescimento e defesa/protecdo, dependendo da estratégia de
crescimento adotada por cada espécie (SUMBELE et al.,, 2012). Metabdlitos
especializados, como os compostos fendlicos, sdo utilizados como importantes
antioxidantes ndo enzimaticos em plantas, atuando em conjunto com a peroxidase
vacuolar de classe Ill (FERRERES et al., 2011), e agindo também como antioxidantes
para as ROS e, consequentemente estabilizando a membrana da célula a fim de
prevenir a peroxidacao de lipidios (DI FERDINANDO et al., 2014). Os flavondides e
fendis totais estao positivamente correlacionados com o teor de malondialdeido, um
produto da peroxidacdo lipidica, indicando que estdo envolvidos no reparo da
peroxidacao lipidica da membrana sob estresse hidrico (WANG et al., 2019). Varios
autores descobriram que plantas com estresse hidrico demonstraram um aumento
nos fendis totais e flavonoides (STAGNARI et al., 2014; CASER et al., 2018; BAYAT
e MOGHADAM, 2019), sugerindo que o aumento da sintese dessas substancias pelas
plantas representa um importante mecanismo de defesa da tolerancia a seca (SENAD
et al., 2018). Tem sido sugerido que a biossintese de flavondides ocorre
predominantemente quando as enzimas antioxidantes sao inativadas (FINI et al.,
2011).

No presente estudo, as plantas de A. cruentus cultivadas sob baixo e alto
teor de nitrogénio foram estressadas por meio da interrupgdo completa da irrigacédo
durante seis dias. Os picos presentes no cromatograma foram identificados como

acidos fenolicos e como flavondides baseados na comparacdo dos espectros de
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absorcdo em UV com os padrdes disponiveis (Figura 10). As areas de cada um dos
picos detectados foram obtidas e os calculos extrapolados, sendo a quantificacéo
expressa em pig mg' de extrato seco. As médias obtidas para cada grupo experimental
e classes de substancias séo apresentadas na Figura 11. O coeficiente de variacéo,
gue € uma medida de dispersao das variaveis, foram em geral altas conforme visto na
Tabela 3, o que significa que quanto maior o coeficiente de variacdo, maior o nivel de
dispersdo em torno da média. A andlise de variancia fatorial apresentada na Tabela 3
mostra que o estresse hidrico ndo alterou significativamente o teor de acidos fendlicos,
fendis totais ou flavondides. Pelo contrario, o nitrogénio elevado reduziu a
concentracdo de flavonoides e fendis totais independentemente do estresse hidrico.
A concentracao total de fendis de plantas Beta vulgaris em condi¢des de caréncia de
N foi maior nas folhas e raizes, em comparagdo com o fornecimento de nitrogénio
padrao (SALAHAS et al., 2011). Este resultado € semelhante aos encontrados neste
estudo para amaranto que pertence a mesma familia. O efeito do aumento do
nitrogénio nas plantas de Lactuca sativa reduziu todos os tipos de compostos fendélicos
(QADIR et al.,, 2017). Visto que a capacidade fotossintética € negativamente
correlacionada com a concentracdo de fendis foliares (SUMBELE et al., 2012), isto
pode explicar parcialmente a menor concentracdo de fendis totais e flavonéides sob
alto suprimento de nitrogénio neste estudo. Apds 24 h de reidratacdo, apenas o
nitrogénio teve um efeito pequeno e significativo sobre o contetddo de acidos fendlicos
e flavondides (Figura 11 B). O teor de acidos fendlicos apresentou um pequeno
aumento, enquanto os flavonéides permaneceram menores apés 24 h de reidratacao

guando comparado com baixo suprimento de nitrogénio.
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Figura 10: Cromatogramas analiticos representativos obtidos por HPLC-PAD do extrato de folhas de
com 85% MeOH de plantas de amaranto cultivadas sob diferentes condi¢cdes de fornecimento de
nitrogénio e agua. Os picos no cromatograma foram identificados como é&cidos fendlicos (PhA) e
flavonoides (FLA) com base nos padrfes de absor¢do UV-vis por meio da andlise PAD.

Legenda: plantas com alto nitrogénio e estressadas (HN - W), baixo nitrogénio e estressadas (LN - W),

baixo nitrogénio e bem hidratadas (LN + W) e alto nitrogénio e bem hidratadas (HN + W).
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Figura 11: Contetdo de acidos fendlicos, flavonoides e fendis totais em g/mg de 85% de MeOHextrato
de folhas de plantas de amaranto cultivadas sob baixo teor de nitrogénio e bom suprimento de agua
(BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN — A), alto suprimento de nitrogénio e bom
suprimento de agua (AN + A), e alto nitrogénio e baixo suprimento de agua (AN — A) apés 6 dias de
estresse hidrico (A) e ap6s 24h de reidratacdo (B). Os valores sédo a média * erro de 3 plantas. A média
seguida pelas mesmas letras minUsculas (para A em um determinado nivel de N) e letras mailsculas

(para N em um determinado suprimento de A) ndo diferem significativamente em P = 0,05.

Tabela 3: Coeficiente de variacao e andlise de variancia que descreve a influéncia de fornecimento de
nitrogénio (N) e agua (A) em compostos fendlicos de plantas de amaranto cultivadas sob baixo
nitrogénio e bom suprimento de agua (BN + A), baixo nitrogénio e baixo suprimento de agua (BN - A),
alto nitrogénio e bom suprimento de agua (AN + A) e alto nitrogénio e baixo suprimento de agua (AN -
A) ap6s 6 dias de estresse hidrico (A) e 24 h de reidrata¢do. Os niveis de significAncia sdo como na
Tabela 1.
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Varidveis Final do Estresse 24h apds a reidratacdo
Coeficiente de variacdo % BMN+A BN-A AN+A AN-A BM+A BN-A AN+A AN-A

Acidos Fendlicos 5.4 11.3 100 529 44.8 1597 155 41
Flavonoides 6.4 11.2 5.5 46.0 427 10.2 17.2 61.2
Fendis Totais 1.2 8.0 2.1 45.0 238 138 17.0 25.4

Varidncia fatorial ANOVA

Fonte de variacdo N A NxA N A NxXA
Acidos Fendlicos NS NS NS * NS NS
Flavonoides *E NS NS * NS NS
Fendis Totais * NS NS M5 NS NS

O estresse hidrico € um dos principais fatores responséveis por alteracdes
na fisiologia e no conteudo de fitoquimicos nas plantas (KANNAN et al., 2011). No
presente estudo, as plantas sob restricdo hidrica apresentaram caule com cor purpura
mais intensa sob o suprimento de nitrogénio quando comparado as condicfes de
disponibilidade hidrica (Figura 12). O aumento da quantidade de betacianina foliar sob
estresse hidrico foi observado apds dois dias de restricdo hidrica em A. cruentus,
proporcionando uma fotoprotecdo adicional, atenuando o excesso de luz nas folhas
com estresse hidrico (NAKASHIMA et al., 2011). A seca induziu uma concentracéo
significativamente maior de betalainas na beterraba vermelha (STAGNARI et al.,
2014; SITOMPUL e ZULFATI, 2019). Uma vez que o estresse hidrico induz estresse
oxidativo e as betalainas tém alta atividade de eliminacdo de radicais (GANDIA-

HERRERO et al., 2016), um aumento nesses pigmentos pode ser esperado.
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Figura 12: Segmentos de caule coletados no final do periodo de estresse evidenciando a pigmentacéo
de Betalainas. Sequéncia da esquerda para direita: AN + A; AN - A; BN + A; BN — A,
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A funcéao reguladora do nitrogénio na toleréncia a seca da planta depende
de fatores mdltiplos, como a intensidade do estresse, o nivel de nitrogénio e as
espécies de plantas. No presente trabalho, notou-se que o alto suprimento de
nitrogénio resultou em melhor desempenho das plantas de A. cruentus. De fato, sob
esta condicdo satisfatoria, as plantas ndo precisaram investir em metabolitos
especializados de defesa, como os compostos fendlicos, que foram reduzidos sob
esta condi¢cao. Contudo, um curto periodo de restricdo hidrica (seis dias) causou uma
reducao significativa no CRA, caracteristicas de troca gasosa, EUA e nitrato foliar,
mas a concentracdo de prolina foi aumentada, porém sem aumentar 0S compostos
fendlicos. A interacdo observada entre o nitrogénio e o suprimento de agua nédo
resultou em alivio dos efeitos do estresse hidrico sobre A. cruentus, ao contrario,
causou a intensificacdo do mesmo. Em suma, o trabalho apresentado aqui indica que
as respostas do amaranto ao estresse hidrico sdo provavelmente influenciadas pelo
status de nitrogénio. Dada a importancia do género Amaranthus como alimento e a
necessidade de utilizar fertilizante de nitrogénio a fim de aumentar a produtividade da
cultura, € desejavel uma compreensdo mais completa dos efeitos de interacéo entre
0 nitrogénio e o suprimento de agua. Logo, estudos adicionais especialmente em
relacdo a possiveis alteracdes fisioldgicas e bioquimicas nas plantas de amaranto
devido a interacdo entre nitrogénio e abastecimento de 4gua, sdo necessarios para
um conhecimento mais profundo e preciso. A compreensdo dos efeitos interativos
entre disponibilidade de nitrogénio e 4gua promoveu base cientifica para melhorar o
rendimento da cultura do amaranto em resposta as flutuacdes nas condicbes

ambientais.
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