LOANE VAZ FERNANDES

ALTERACOES NUTRICIONAIS, FISIOLOGICAS E MOLECULARES EM
CLONES DE EUCALIPTO SUBMETIDOS A OMISSAO E AO
RESSUPRIMENTO DE N OU P

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigcosa, como parte das exigéncias do

Programa de Pdés-Graduacdo em Solos e
Nutricdo de Plantas, para obtencdo do

titulo deDoctor Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2013



Ficha catalografica preparada pela Segdo de Catalogagao e
Classificagdo da Biblioteca Central da UFV

1t
Fernandes, Loane Vaz, 1986-

F363a Alteragdes nutricionais, fisiologicas e moleculares em
2013 clones de eucalipto submetidos a omissdo e ao ressuprimento de
N ou P/ Loane Vaz Fernandes. — Vicosa, MG, 2013.

x, 100f : 1l. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Nairam Félix de Barros.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Plantas - Nutrigdo. 2. Eucalipto. 3. Fertilidade do solo.
4, Reg}llagﬁo da expressdo génica. 5. Eucalipto - Nutrigéo.
6. Enzimas. I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de

Solos. Programa de Pos-Graduagdo em Solos e Nutricdo de
Plantas. II. Titulo.

CDD 22. ed. 631.81




LOANE VAZ FERNANDES

ALTERACOES NUTRICIONAIS, FISIOLOGICAS E MOLECULARES EM
CLONES DE EUCALIPTO SUBMETIDOS A OMISSAO E AO
RESSUPRIMENTO DE N OU P

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-Graduacdo em Solos e
NutricAo de Plantas, para obtencdo do

titulo deDoctor Scientiae

APROVADA: 31 de outubro de 2013.

Cléberson Ribeiro Haroldo Nogueira de Paiva
(Coorientador)
Herminia Emilia Prieto Martinez Lafayete Gongalves Campelo Martin

Nairam Félix de Barros
(Orientador)



A minha mae, meu maior estimulo e orgulho,
e a quem devo tudo 0 que sou e 0 que conquistei;
Ao meu irméo, pelo apoio;

Ao Julio, pelo amor

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Solos, pela
oportunidade de realizac&o do curso.

Ao CNPq pela concessao da bolsa de estudos e a Fapemig pelo financiamento
deste trabalho.

Ao professor Nairam Félix de Barros, pela orientacéo e apoio na execucao deste
trabalho e durante todo meu tempo no DPS.

Ao professor Julio César Lima Neves, pela coorientagéo e auxilio imprescindivel
em todas as fases deste trabalho.

Ao professor Cléberson Ribeiro pela coorientacdo, sugestbes e apoio em
diversas andlises.

Ao professor Sergio Brommoshenckel pelas valiosas sugestdes a este trabalho.

Aos estagiarios e amigos Giulia, Robson, Daniel e, especialmente a Lilian, que
foram essenciais em todas as etapas do projeto.

Aos amigos que auxiliaram nas coletas: Nathalia Silva, Alex, Tulio, Vinicius,
Maria e Julio.

Aos amigos das analises: Julio Delvaux, Fernandinha Freitas, Béarbara, Alice,
Carol, Julenice, Fernandinha Schulthais, Cristiane, Regiane, Renato e Ignacio.

Aos professores e funcionarios dos laboratérios que utilizei: Solos Florestais
(Profs. Nairam e Leonardus; técnicos Cardoso, Beto e Poliane); Fertilidade do Solo
(Prof. Mattielo; técnico Carlos Fonseca); Laboratério de Is6topos Estaveis (Prof. Ivo;
técnico Reginaldo e Geraldo; Eng. José Luiz); Biofisica (Profs. Cléberson, Juraci e
Cambraia; técnico Behring); Fisiologia Molecular (Profs. Marcelo Loureiro e Marcelo
Rogalski); Microbiologia do solo (Prof. Mauricio; técnico Julio).

Aos viveiros florestais Esteio (Celso e Maria Luiza) e Clonar (José Mauro
Gomes) pela doacao das mudas utilizadas neste experimento.

Aos funcionarios do Departamento de Solos, sempre dispostos a ajudar:
Luciana, Claudinha, Geraldo Robésio, Carlinhos, Edmaldo, Leiliane e Tatiana.

Ao professor Roberto Ferreira de Novais e Victor Hugo Alvarez V. pelas
grandes contribuicdes na minha formag¢ao como pesquisadora em Fertilidade do Solo.

Aos professores Ivo Ribeiro da Silva, Reinaldo B. Cantarutti, Jodo Carlos Ker,
Hugo A. Ruiz, Leonardus Vergutz e Renildes Lucio F. Fontes, pelos ensinamentos e

dedicacéo.



Aos professars Haroldo Paiva Nogueira, Herminia Emilia P. Martinez
Lafayete Campelo Martins pelas sugestées no momento da defesa.

Aos amigos de Vicosa e do DPS, muito importantes nos momentos de
dificuldades e cansaco, e claro nos momentos de descontracao.

Ao Julio, que, com seu amor, torna-se cada vez mais importante e presente na

minha vida.



BIOGRAFIA

LOANE VAZ FERNANDES, filha de Jodo Braga Fernandssnfpre presente
e Maria José Vaz Fernandes, natural de Patos de Minas, Minas Gerais, nasceu no dia 08
de Janeiro de 1986.

Em marco de 2004 iniciou o curso de graduacdo em Engenharia Florestal, na
Universidade Federal de Vicgsande se graduou em julho de 2008. Durante a
graduacédo foi estagiaria de pesquisa na area de Ecologia Florestal e Solos Florestais e
monitora da disciplina de Fertilidade do Solo.

Em agosto de 2008, ingressou no Programa de PoOs-Graduacdo em Solos e
Nutricdo de Plantas, pela Universidade Federal de Vicosa, defendendo sua dissertacéo
em fevereiro de 2010, com titulo "Normas e determinacdo de faixas de suficiéncia para

diagnose foliar com base no crescimento relativo de eucalipto®.

Em marco de 2010 iniciou seu doutorado no Programa de Pds-Graduacdo em
Solos e Nutricdo de Plantas, pela Universidade Federal de Vicosa, submetendo a defesa

de sua tese em outubro de 2013.



Resumo ................

INDICE

A DS ACT. ... et o,

Introducao Geral....

Referéncias BibiografiCas............uuuuiiiiiiiiii e

Capitulo 1- Atividade de enzimas e expressao de genes assocCii
remobilizacdo de N e P em clones de eucalipto submetidos a omissé

ressuprimento Bl € P.........ovviiiiiiiii e

Resumo.................

INEFOTUGAD. ... e a e e e e as

MAterialS € MEATOUOS. . ..u e e

RESUIAAOS. ... e e e

Discussao..............

CONCIUSAO. ... e e,

Referéncias BibiografiCas. ..........ooouueiiiiiiiiiii e

Capitulo 2-Crescimento, teores nutricionais e de pigmentos fotossintt
trocas gasosas e fluorescéncia da cloradilaam clones de eucaliptc

submetidos & omissao e ressuprimento de N oU P.........cccoooiviiieeeennnnnee.

INEFOAUGAD. ... e e e e e e

MateriaiS € MELOUOS. . .. e

RESUIAOS. ... e

Discussao..............

Conclusobes............

Referéncias BibiografiCas............veiieiiiiiiieeiiieece e,

Conclusdes Gerais

13
21
30
35
36

46

46
58
52
58
83
89
90

Vi



RESUMO

FERNANDES, Loane Vaz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2013.
Alteracdes nutricionais, fisiolégicas e moleculares em clones de eucalipto
submetidos a omissédo e ao ressuprimento de N ou @rientador: Nairam Félix de
Barros. Coorientadores: Cléberson Ribeiro e Julio César Lima Neves

O eucalipto é cultivado no Brasil em solos em que a pobreza quimica leva a necessidade
fertilizacdo, por isso materiais genéticos com maior eficiéncia nutricional (EN) séo
muito desejados. A maior EN é atribuida a maior aquisicdo (EA) e/ou maior utilizacdo
(EU) dos nutrientes, processos intermediados por proteinas transportadoras, que
respondem de forma diferencial ao suprimento de nutrientes. Além das proteinas,
diversas rotas sdo alteradas em funcdo do suprimento nutricional e em diferentes
velocidades. Assim, alteracdes na coloracdo, teor nutricional e crescimento sdo mais
lentas do que alteracbes fisioldgicas, que, por sua vez, sdo mais lentas que as
moleculares. Essas diferentes velocidades de alteracdo, aliadas ao controle genético
dessas rotas, unem a nutricdo de plantas ao melhoramento genético e podem subsidiar a
escolha de materiais genéticos mais eficientes nutricionalmente, bem como indicar
biomarcadores nutricionais. Este trabalho visou avaliar as alteracbes de crescimento,
teores nutricionais, variaveis fisioldgicas (trocas gasosas, fluorescéncia da ctoeofila
teores de pigmentos), atividade de enzimas chave e expressdo de genes candidatos
relacionados a maior eficiéncia de utilizacdo de N ou de P por eucalipto. Mudas de
quatro clones (386, 1-144, 1-042 e VM 01) de eucalipto cresceram em solug¢ao nutritiva
por 60 dias, quando foram aplicados os tratamentos, constituidos pela omissdo de N ou
P, por 21 dias, seguido pelo ressuprimento dos mesmos por 14 d e tratamento controle
(solucdo nutritiva sempre completa). Semanalmente foram feitas avaliacbes de
crescimento, fisioldgicas e nas semanas 1, 3, 4 e 5 foram coletadas amostras de folha
diagnéstico (folhas jovens totalmente expandidas) para andlise do teor total de N e P,
atividade das enzimas nitrato redutase (NRC 1.0.0.1) e glutamina sintetase (GS

EC 6.3.1.2), para os tratamentos de N, e fosfatase acida (APBS: 3.1.3.2) e
ribonuclease (RNaseEC 3.1.4.22), para os tratamentos referentes a P. Nas semanas 1,
3, 4 e 5 também foram retiradas amostras para determinacdo do teor dos pigmentos
fotossintéticos e realizada leitura de clorofila por clorofildmetro. Na semana 3, periodo
de maior omisséo de N ou P, foram coletadas amostras para determinacéo da expresséo

dos genes, por PCR- RT (reacédo de transcriptase reversa em cadeia de polimerase e
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tempo real) GS2;1, GIn1;3, NR1 e TIP2;1 para N e RNS1 e PHO1;H1 para P. Ao final
do ressuprimento foi calculada a massa da matéria seca das plantas, o conteudo dos
nutrientes as eficiéncias nutricionais. A omissao/ressuprimento de N causou a menor
producdo de matéria seca, aumento da EU e queda da EA. Para P houve aumento da EU
e queda da EA, embora apenas o clone 386 tenha apresentado menor crescimento,
indicando maior adaptacao das plantas a falta de P. A omisséo levou a queda nos teores
de N e aumento na atividade de todas as enzimas e expressdo de todos os genes,
especialmente o0 GS2;1 e GLnl1;3. A queda na taxa de fotossintese litjyiaen (
omissdo de N, pode ser explicada por menores teores de pigmentos e danos na etapa
fotoquimica da fotossintese, pela oxidacdo do fotossistema ), (B®®m da possivel

gueda no teor da rubisco. Houve queda no teor de P na primeira semana de omissao, e
na semana 3, ainda sob a omissao, o teor se igualou ao do tratamento controle, em
virtude da alta ciclagem interna, comprovada pelo aumento da atividade das
fosfohidrolases e expressédo dos genes (PHO1;H1 e RNS1). A quedaede ser
explicada por danos ao f8m virtude de menor teor de P inorganico para a formacéo

de ATP e NADPH, diminuindo a taxa de transporte de elétrons (ETR) e, coraAsso,

A enzima com maior atividade relativa para N foi a GS no clone 1-144 (73,6 vezes),
reflexo do aumento da expressao do GS2;1. Para P, o maior aumento (16,2 vezes) foi
observado para enzima RNase, também para o clone 1-144 e comprovado pelo aumento
da expressdo do RNS1, mostrando controle transcricional deste gene. O ressuprimento
tendeu a reestabelecer o status nutricional, variaveis do aparato fotossintético e enzimas
relacionadas a N (NR e GS) das plantas, evidenciando grande resiliéncia do eucalipto.
Este padrdo se repetiu para P, com excecdo das enzimas APase e Rjdase, c
atividades ainda eram relativamente altas na semana 5. A resisténcia/resiliéncia de
clones de eucalipto em resposta a omissao/ressuprimento de N ou P envolve alteracdes
em diversas variaveis, e as que apresentam maior potencial como biomarcadores em
eucalipto sdo: o coeficiente de dissipacéo fotoquimiGg, (taxa de transporte de
elétrons, a atividade da enzima GS e expressado dos genes GS2;1 e GInl;3 quanto ao

status de N; taxa fotossintética, enzima RNase e 0 gene RNS1 quanto ao status de P.

viii



ABSTRACT

FERNANDES, Loane Vaz, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, october, 2013.
Nutritional, physiological and molecular modifications in eucalyptus clones
submitted to the omission and the resupply of N or PAdviser: Nairam Félix de
Barros. Co-advisers: Cléberson Ribeiro and Julio César Lima Neves

The eucalyptus is cultivated in Brazil in soil where chemical poverty makes fertilization
necessary, therefore genetic material with bigger nutritional efficiency is very desired.
Bigger EN is attributed to a larger acquisition (EA) and/or greater use (EU) of the
nutrients and processes intermediated by transporting proteins, that answer in a different
way to the supply of nutrients. Beyond proteins, many routes are modified in function
of the nutritional supply and in different speeds. Thus, modifications in the coloration,
nutritional content and growth are slower than physiological modifications, that, in turn,
are slower than molecular ones. These different speeds of modification, united with the
genetic control of these routes, join the nutrition of plants to genetic improvement, and
can subsidize the choice of more e nutritionally efficient genetic materials, as well as
indicating nutritional biomarkers. The objective of this study was to evaluate growth
modifications, nutritional, physiological variables (gaseous exchanges, fluorescence of
the chlorophyll and the pigment content), activity of key enzymes and expression of
candidate genes associated with bigger efficiency of N or P in eucalyptus. Seedling of
four clones (386, 1-144, 1-042 and VM 01) of eucalyptus grew in nutritional solution for
60 days, when the treatments, consisting of the omission of N or P, were applied for 21
days, followed by the resupply of the same for 14 days and controls (always with
complete nutritional solution). Weekly, the growth of the plants was evaluated. On
weeks 1, 3, 4 e 5, samples of diagnostic leaves were collected (young leaves totally
expanded) to analyze the total content of P and N, the activity of reductase nitrate
enzymes (NR - EC 1.0.0.1) and glutamine synthetase (GS - EC 6.3.1.2), for the
treatments of N, and acid fosfate (APase - EC 3.1.3.2) and ribonuclease (RNase - EC
3.1.4.22) for the treatments of P. In weeks 1, 3, 4 and 5, samples were also taken to
determine the content of photosynthetic pigments. Reading of the chlorophyll was also
realized with a chlorophyll meter. In week 3, period of the largest omission of N or P,
samples were collected to determine the expression of genes, with PCR-RT (reaction of
reverse transcriptase in a chain of polymerase in real time) GS2;1, GInl1;3, NR1 e
TIP2;1 for N and RNS1 e PHO1;H1 for P. At the end of the resupply, the mass of the
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dry matter of the plants, the content of the nutrients and the nutritional efficiencies were
calculate. The omission/resupply of N caused a smaller production of dry matter,
increase of EU and decrease of the EA. For P, there was an increase of EU and fall of
EA, even though only clone 386 had presented lesser growth, indicating bigger
adaptation of the plants due to the lack of P. The omission led to the fall of levels of N
and increase in the activity of all the enzymes and expression of all the genes, especially
the GS2; 1 and GLn1; 3. The fall in the level of liquid photosynthesis (A), omitting N,
can be explained by lesser levels of pigments and damages in the photochemical stage
of the photosynthesis, by the oxidation of photosystem Il (FSII), and the possible fall in
the level of rubisco. There was a fall in the level of P in the first week of omission. In
week 3, still under the omission, the level was equal to the controls, in virtue of the high
internal cycling, proven by the increase of the activity of phosphohidrolases and
expression of the genes (PHO1;H1 and RNS1). The fall of A can be explained by
damages to the FSII because of the lesser level of inorganic P for the formation of ATP
and NADPH, diminishing the level of electron transport (ETR) and, with this A. The
enzyme with bigger relative activity, for N, was the GS in the 1-144 clone (73,6 times),
because of the increase of the expression of the GS2; 1. For P, the biggest increase (16,2
times) was observed for RNase enzyme, also for the 1-144 clone and proven by the
increase of the RNS1, showing transcriptional control of this gene. The resupply tended
to reestablish the nutritional status, variable of the photosynthetic apparatus and
enzymes related to N (NR and GS) of the plants, evidencing great resilience of the
eucalyptus. This pattern happened again for P, with exception of the enzymes APase
and RNase, whose activities still were relatively high in week 5. The
resistance/resilience of the eucalyptus clones against the omission/resupply of N or P
involves alterations in many variables, and those that presented greater potential such as
biomarkers in eucalyptus are: the coefficient of photochemical dissipationiével of
transportation of electrons; activity of the enzyme GS; and expression of the genes
GS2;1 and GInl1;3 as to the status of N; photosynthetic level;, RNase enzyme and the
gene RNS1 as to the status of P.



1. Introducéo Geral

O eucalipto, principal esséncia florestal cultivada no Pais (ABRAF, 2011)
ocupa solos de baixa fertilidade, que pode ser superada via fertilizacdo. Porém em
virtude do alto custo destes insumos aliado a preocupacao ambiental, visto que muitos
destes advém de fontes ndo renovaveis ou sdo potenciais poluidores, estudos que
busquem identificar materiais genéticos mais eficientes nutricionalmente devem ser
realizados (McDonald et al., 2013).

A eficiéncia nutricional (EN) abrange a eficiéncia de absorgéo e a eficiéncia de
utilizacdo dos nutrientes e integra diversos processos fisiolégicos e moleculares que
ocorrem com a planta durante o seu crescimento. Assim, a EN é amplamente utilizada
como uma medida da planta obter e utilizar os nutrientes, convertendo-os em biomassa
(Gourley et al., 1994). Rose & Wissuwa (2012) e McDonald et al. (2013) mencionam
que embora existam variagdes genéticas quanto a eficiéncia no uso dos nutrientes, suas
implicacdes na produtividade das principais culturas sdo muito pequenas. Mponta
como uma das causas para isto a pouca consideracéo da interacdo genotipo x ambiente
na variacdo das eficiéncias nutricionais, visto que a grande maioria dos experimentos é
realizada em condi¢cBes ideais de nutricdo mineral, ndo sendo possivel avaliar as
respostas do gendtipo ao estresse. McDonald et al. (2013) afirmam também que a
multidisciplinaridade dos estudos, unindo fisiologia, melhoramento de plantas e
nutricdo/fertilidade do solo permitirdo a agricultura moderna aumentar sua
produtividade com maior sustentabilidade, especialmente ambiental. Neste sentido, a
busca por estratégias que resultem em maior eficiéncia nutricional constitui a nova
fronteira de estudos envolvendo nutricdo mineral e melhoramento genético, unindo as
diversas técnicas moleculares num interesse comum, denominadéutdemicd,

(Yan et al., 2006). Estas estratégias abordam maiores eficiéncias de absorgdo, maior
restranslocacédo dos nutrientes e menores estoques dos nutrientes em formas nao ativas
(Veneklaas et al., 2012).

Os estudos sobre a determinacao das fragGes ativas dos nutrientes se iniciaram
com Bar-Akiva (1961), que investigou o uso de biomarcadores para diferenciar a
deficiéncia de Fe e Mn em citrus. Desde entdo, busca-se desenvolver esta técnica, cujos
estudos para N sdo os mais comuns na literatura, dado o dinamismo do nutriente no

solo, muito dependente da mineralizagdo da matéria organica, dificulta definir sua



disponibilidade no solo (Hirel et al., 2005; 2007). Além do N, h& na literatura diversos
estudos para P, especialmente relacionado a ciclagem interna do nutriente, em que
foram identificados diversos biomarcadores potenciais (Wasaki et al., 2003; Hammond
et al., 2004; Plaxton & Tran, 2011).

O uso dos biomarcadores € um avanco em relacdo a andlise foliar e eles podem
ser enzimas, identificadas como chave no controle de rotas metabdlicas, a expressao de
genes alvo e variaveis relacionadas ao aparato fotossintético das plantas (Bar-Akiva,
1961; Vasconcelos & Raghothama, 2006; Srivastava & Singh, 2006; Hirel et al.,
2005;2007). Estas vias de estudo sdo fundamentais para entender os mecanismos que
relacionam nutricdo ao controle genético, especialmente sob condi¢cdes de estresses, 0
que no futuro subsidiaria a escolha precoce de materiais genéticos com maior &ficiénci

nutricional, visto que estas alteracdes ocorrem em diferentes velocidades.

A velocidade das alteragOes difere em funcao do tipo de alteracdo e do material
genético em estudo, sendo as moleculares mais precoces que as alteracdesafisiologic
estas mais precoces que as de teor, que por sua vez ocorrem mais rapidamente que as
alteracbes de crescimento (Huang et al., 2008;2011). Este gradiente de velocidade
indica onde devem ser buscados 0s biomarcadores precoces, especialmente os que se
correlacionam com alteracbes futuras de crescimento. Assim, a escolha de
biomarcadores precoces, sensiveis a variacdo do suprimento nutricional, pode subsidiar
a diagnose nutricional do eucalipto, bem como a escolha de variedades mais eficientes

nutricionalmente.

Para eucalipto, assim como nas demais culturas, ha influéncia do material
genético na eficiéncia nutricional (Santana et al., 2002;2008; Lima et al., 2005; Pinto et
al, 2011) e essas diferencas devem ser melhor utilizadas na identificacdo de gendétipos
mais eficientes. Quando se trabalha com espécies florestais, o longo tempo de cultivo
apresenta-se como empecilho para determinacdo das variaveis da EN. Assim,
biomarcadores de carater precoce sao altamente desejados, desde que cuidadosaments
escolhidos e validados em diferentes materiais. Muitos destes biomarcadores,
especialmente os referentes a absorcdo de nutrientes, estdo relacionados ao sistema
radicular. Porém, a folha constitue o érgéo central quanto as alteracbes metabdlicas e €
também o local onde ocorre a maioria das alteracbes em funcdo dos tratamentos

nutricionais, fato este que motivou sua escolha como érgdo diagndstico neste trabalho.



A titulo de exemplo, foi observado que a deficiéncia de P no curto prazo, pouco afetou
seu teor nas folhas, entretanto mais de 50 % dos genes responsivos a P tiveram sua

expressao alterada, justificando o uso deste 6rgao (Wu et al., 2003; Misson et al., 2005).

Uma vez identificado o 6rgdo a ser analisado, € necessario entender o efeito
dos nutrientes no metabolismo da planta, para assim identificar e validar os
biomarcadores potenciais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
mecanismos envolvidos em alteragfes fisioldgicas, moleculares e nutricionais em
clones de eucalipto submetidos a omissédo e ao ressuprimento de N ou P, identificando

biomarcadores sensiveis material genético e quanto a nutricdo com N ou P.
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Capitulo 1

Atividade de enzimas e expressdo de genes associadas a remobilizacdo de N e P em
clones de eucalipto submetidos & omisséo e ao ressuprimento de N e P

Resumo

A maior eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes pelo eucalipto é necessaria para a
obtencéo de altas produtividades com menor uso de recursos minerais, especialmente os
nao renovaveis. Este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade de enzimas e
expressdo de genes relacionadas a eficiéncia de utilizacdo de N ou de P pelo eucalipto.
Mudas de quatro clones de eucalipto cresceram em solucdo nutritiva por 60 dias,
guando se iniciou a omissao de N ou P por 21 d, seguida pelo ressuprimento dos
mesmos, com duracdo de 14 d. Todas as avaliacbes foram feitas em folhas jovens
totalmente expandidas, denominadas de folhas diagndstico. Nas semanas 1, 3, 4 e 5
foram feitas coletas de amostras para analise da atividade das enzimas nitrato redutase
(NR) e glutamina sintetase (GS), para os tratamentos de N, e fosfatase 4cida (APase) e
ribonuclease (RNase), para os tratamentos referentes a P. Na semana 3, periodo de
maior omissdo de N ou P, foram coletadas amostras para determinacéo da expresséo dos
genes GS2;1, GInl;3, NR1 e TIP2;1 para N e RNS1 e PHO1;H1, para P. Também
foram coletadas folhas para andlise dos teores totais de N e P nas semanas 1, 3, 4 e 5.
Nas semanas 3 e 5 foram coletadas folhas velhas para determinacaoeddstééode

N e P. Observou-se queda nos teores de N e P e aumento da atividade de todas as
enzimas e da expressdo de todos os genes quando as plantas foram submetidas a
omissado do nutriente em estudo. A enzima que teve maior aumento em sua atividade,
comparativamente ao tratamento controle, foi a GS no clone 1-144 (73,6 vezes), apos
trés semanas de omissdo. Para P, o maior aumento (16,2 vezes) foi observado para
enzima RNase, também para o clone |-144, apos trés semanas de omissdo de P. Quanto
aos genes, observou-se resposta diferencial entre os clones, sendo o 386 o clone que
apresentou maior alteracdo nos genes relacionados a P. Para N, os genes GS2;1 e
GIn1;3 apresentam grande potencial como biomaregdeisto que suas expressoes
foram diferentes para os clones analisados. Apds o periodo de omisséo, o teor de P nas
folhas diagnostico se igualou ou foi superior ao das folhas diagnostico do tratamento

controle, como resultado da retranslocagdo de P, mediada pelas enzimas
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fosfohidrolases. Para N em funcdao do maior teor e, possivelmente, da menor
retranslocacdo quando comparada a de P, o teor de N sé se aproximou daquele do
tratamento controle duas semanas apés o ressuprimento. Conclui-se que &&eima

0s genes GS2;1 e GInl;3 constituem bons marcadores do status de N na planta, com
sensibilidade ao material genético e suprimento de N. Para P, a enzima RNase mostrou-
se mais sensivel, bem como o gene RNS1 que a codifica.



Introducao

O eucalipto € a principal espécie florestal cultivada no Brasil (ABRAF, 2012),
ocupando solos onde a pobreza quimica leva a necessidade de adubacdo. Por isso,
materiais genéticos com maior eficiéncia nutricional sdo muito desejados para cultivo
nestas condi¢cdes. A maior eficiéncia nutricional € atribuida a maior aquisicdo ou maior
utilizacdo dos nutrientes, processos estes intermediados por proteinas transportadoras.
Estes transportadores, presentes nas raizes e na parte aérea, sdo sensiveis ao statt
nutricional ao qual a planta estd submetida e sdo controlados geneticamente (Srisvatava
& Singh 2006;Hirel et al., 2007). Pouco se conhece sobre os mecanismos envalvidos n
controle da eficiéncia nutricional do eucalipto, e os estudos dos mesmos, especialmente
sob condicbes de estresses, sdo fundamentais no manejo nutricional e na escolha
precoce de materiais genéticos com maior eficiéncia nutricional. Neste aspecto inserem-
se 0s biomarcadores nutricionais, relacionados ao controle da absorcdo e da utilizacdo

de nutrientes.

Estudos nessa linha foram iniciados por Bar-Akiva (1969), que investigou o uso
de biomarcadores para diferenciar a deficiéncia de Fe e Mn em citrus e desde entédo se
busca desenvolver a técnica para outras culturas e nutrientes, avancando para as técnicas
de expressao génica na ultima década. Com o avanco das técnicas de andlise, surgiu
uma nova fronteira de estudos envolvendo nutricdo mineral e melhoramento genético,
unindo as técnicas de genbémica, metabolémica, transcriptbmica e protedmica num
interesse comum, denominada de "Nutribmica". Estas estratégias abordam maiores
eficiéncias de absorcdo, maior restranslocacdo dos nutrientes e menores estoques dos
nutrientes em formas nao ativas (Veneklaas et al.,, 2012; Yan et al., 2006), cabendo
identificar os mecanismos responsaveis pela maior eficiéncia nutricional para cada

nutriente.

O N pode ser absorvido como N®u NH;", sendo o primeiro a forma mais
absorvida pelas culturas em geral. Entretanto, estudos indicam maior crescimento do
eucalipto quando o N é fornecido em maior proporcdo comg Ntbcatelli et al.,

1984). O NH" absorvido pode ser assimilado nas raizes ou translocado para a parte
aérea, onde pode ser assimilado ou armazenado no vacuolo. No armazenamento no
vacuolo esta envolvido o gene TIP2;1, que codifica aquaporina localizada no tonoplasto

e atua no transporte de NHe agua, sendo o teor de NHim dos reguladores de sua



expressao (Rawat et al., 1999). A aparente preferéncia do eucaliptaN¥dy” NCosta,
1986; Ferreira, 1986) ndo exclui a absorgcéo dg KMale et al., 1984), justificando a
necessidade de estudar a enzima nitrato redutase (NR), visto ser sua atividade

importante no ciclo do N nas plantas (Srivastava & Singh, 2006).

A NR é a primeira enzima envolvida no processo de reducdo do é¥®
plantas. Acredita-se que ela limita a assimilacdo do N em muitas plantas (Campbell,
1999; Heldt, 2005), e sua atividade seria regulada em nivel de transcricdo ou pos-
traducéo (Genenger et al., 2003). A atividade da NR depende da disponibilidade de
NOs no meio de crescimento, do equilibrio de N® glutamina no citoplasma, da
disponibilidade de cofatores e ions metalicos, luminosidade e agua (Meguro &
Magalhdes, 1982; Kawachi et al., 2002; Srivastava & Singh, 2006). Apés a reducéao do
nitrato a nitrito, este é reduzido pela nitrito redutase (NiR), tendo 40 &ho produto
final da reacéo. As reacdes que se seguem fazem parte do processo de assimilacdo do N-
NH,', seja ele advindo da reducéo do nitrato, fotorespiracdo ou absorcdo diretamente do
meio de cultivo. Essa assimilacdo depende da enzima glutamina sintetase (GS), cujo
produto glutamina € o principal doador do grupamento amino para outros compostos
organicos. A GS catalisa a reacédo glutamato, oriundo do ciclo de Calvin, eehH
glutamina (Epstein & Bloom, 2006). Assim, juntamente com a NR, a atividade da GS é
tida como chave para que as plantas expressem seu potencial produtivo. Hirel et al.
(2007) relatam correlagdes significativas entre atividades de NR, GS, teor de nitrato e
caracteres agrondmicos, como produtividade da cultura, permitindo o uso das atividades

destas enzimas na diagnose nutricional.

Maiores eficiéncias nutricionais apresentam duas linhas de controle: uma refere-
se a absorcéo e outra a remobilizacdo de nutriente entre os érgéos (Hilrel et al., 2007).
Nesse sentido, Lemaire et al. (1996), estudando a capacidade de utilizacdo de N em
milho e sorgo, em situacbes de limitagdo ou ndo de N, concluiram que o controle
genético da absorcdo de N das duas culturas é semelhante, porém o0 sorgo apresenta
maior adaptacdo a baixos teores de N, explicada pela maior remobilizacéo interna do
nutriente. Os genes que atuam nesse controle ja foram identificados em arroz (Tabuchi
et al., 2005) e em milho (Martin et al., 2006) e exercem importante papel na regulacéo
do ciclo de N em planta, visto que qualquer forma de N deve passar pela enzima GS

antes do nutriente ser incorporado em proteinas (Hirel et al., 2007). Diversos genes
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atuam na sintese desta enzima e sdo também induzidos péle,entre estes, citam-
se 0s GS2;&GInl;3 (Hirel at el., 2007; Bi et al., 2007).

O P, absorvido e assimilado preferencialmente comn®Of, é o nutriente

mineral limitante da producédo agricola em mais de 30 % das terras araveis em todo
mundo, especialmente em solos acidos (Vance et al., 2003). Por isso, a obtencdo de
plantas mais eficientes em sua utilizagdo é muito relevante, sendo o melhoramento
genético uma forma eficaz de se atingir este propésito (Yan et al., 2006). As plantas
apresentam diversas adaptacfes a falta de P, que incluem alteracbes morfoldgicas,
metabolicas e fisiolégicas. Dentre as alteracbes metabdlicas, o aumento na expressao de
proteinas transportadoras e na atividaaeethzimas que atuam na transformacéo do P
ligado a compostos organicos (Po) em P inorganico (Pi), como as fosfohidrolases, tem

sido registrado (Hammond et al., 2004).

As proteinas transportadoras podem ser expressas nas raizes, modulando a
absorcéo para situacao de baixa disponibilidade de P, por meio dos transportadores de
alta afinidade, e nas folhas, sendo diferencialmente expressos (Schachtman et al., 1998).
Os transportadores da superfamilia PHO1 sdo amplamente estudados, tanto em raizes
quanto na parte aérea, e estao relacionados com o carregamento e descarregamento de
Pi no xilema e floema (Wang et al., 2004; Stefanovic et al., 2007; Wang & Porier,
2008;He et al., 2013). Stefanovic et al. (2007) observaram que a expressao deste gene
foi fortemente induzida na deficiéncia de P. A expressdo dos PHO1 ja foi avaliada em
arabidopsis, arroz, soja e briofita (Wang & Porier, 2008; Stefanovic et al., 2007; Wang
et al., 2010; Secco et al., 2010; He et al., 2013; Rouached et al., 2011). Acredita-se que
espécies que apresentem maior atividade de enzimas fosfohidrolases, aliada a maior
expressao de transportadores, possuam maior eficiéncia de utilizacédo de P, dada a maior
remobilizacdo deste (Vasconcelos & Raghothama, 2006a; 2006b). Estes processos séo
catalisados por enzimas do grupo das fosfohidrolases (Plaxton et al., 2011), das quais a
fosfatase acida e as ribonucleases sédo as mais estudadas. O P livre no citosol (Pi) pode
ser transportado para as regibes de maior dreno para P, intermediado por
transportadores, explicando, assim, a associacdo das fosfahidrolases com os

transportadores acima citados (Duff et al., 1994; Nanamori al., 2004; Plaxton, 2004).

A atividade da fosfatase acida (APase) aumenta em resposta a deficiéncia de P,

pois estd ligada a ciclagem interna do nutriente, que é translocado de tecidos mais
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velhos para tecidos mais jovens, cujas atividades metabdlicas e fisiologicas sdo maiores.
Esta enzima atua na transformacédo de P ligado a compostos organicos (Po) em Pi.
Sinais de deficiéncia de P induzem a hidrdlise de ésteres organicos, liberando Pi como
produto final da reacdo. Esse Pi pode vir da degradacdo dos fosfolipideos e de sua
substituicdo por sulfolipidios em membranas de tecidos fotossintéticos (Hammond et

al., 2004). A fosfatase acida recebe essa denominagéo por apresentar atividade 6tima em
valores de baixo pH (aproximadamente 5,0) e tem sua expressdo aumentada a medida
que se diminui o teor de Pi na planta (Nanamori et al., 2004). Esta enzima foi

caracterizada em diversas plantas (Antibus & Lesica, 1990; Silva & Basso 1993;

Fernandes et al., 1998; 2000; Basso et al., 2007; Nunes et al., 2008; Martins, 2010), e

sua maior atividade se reflete em maior eficiéncia de utilizacao de P.

A enzima ribonuclease (RNase) atua na lise do RNA em &cidos nucleicos,
levando a liberacéo de Pi (Wilson, 1975). A acéo desta enzima € de grande importancia,
visto que o RNA é o principal reservatorio de P organico nas plantas em geral, valor
este proximo a 60 % (Veneklaas et al., 2012) e sua hidrélise pode ser de até 75 %,
liberando, portanto, quantidades significativas de Pi. Estes autores, utilizando dados
compilados, concluiram que ha "consumo de luxo" de P na sintese do RNA, sendo esta
rota de alto potencial de estudos no melhoramento genético. Esta enzima tem sua
atividade relacionada a expresséo do gene RNS1, que também é fortemente induzido na
deficiéncia de P (Bariola et al., 199Benschop et al., 2007). Nunes et al. (2008)
avaliaram as enzimas APase e RNase em gramineas forrageiras e concluiram que
idade da planta também influencia a atividade das mesmas, pois houve diminuicdo em
suas atividades com aumento da idade da planta. Este fato foi atribuido a menor
demanda de P pela planta com avanco da idade. Os autores constataram também que a

RNase foi mais sensivel nessa reducao que APase.

Os potenciais biomarcadores avaliados neste trabalho estdo relacionados ao
metabolismo de N ou P e sao fortemente induzidos pela deficiéncia destes nutrientes,
como constatado em outras culturas, e a caréncia de pesquisas nessa linha para o
eucalipto motivou este trabalho. Considerando essas informacgdes essenciais para se
entender os mecanismos que regulam a eficiéncia nutricional do eucalipto, este trabalho
objetivou avaliar o efeito da omissao e do ressuprimento de N ou P na atividade de
enzimas relacionadas a utilizacdo ou retranslocacao destes nutrientes e na expressao de

genes relacionados a sintese destas enzimas ou de transportadores.
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Materiais e Métodos

Mudas de quatro clones de eucalipto (1-042, 1-144, VM-01 e 386), com
idade aproximada de 45 dias foram utilizadas nos estudos. O clone VM-01 é hibrido de
Eucalyptus urophyllavs E. camaldulensise os demais sé&o hibridos Hacalyptus
urophyllavs E. grandis A escolha destes clones, todos de larga utilizacdo em plantios
comerciais, se deu com base nos resultados obtidos por Piato(2011), que os
classificou quanto a eficiéncia de absor¢céo (EA) e utilizacdo (EU) de N e P:

N - EU: 386=1-144>1-042=VM-01 EA:386=1-144=1-042=VM-01;
P- EU: 386>1-144>]-042 =VM-01 EA:386=1-144=VM-61-042

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com temperatura média de
29° C. As mudas de eucalipto tiveram seu substrato inicial (vermiculita e casca de arroz
carbonizada) retirado e foram acomodadas em vasos de polietileno com 12 litros de
solucdo nutritiva e aeracdo constante. A solucdo nutritiva utilizada foi a de Clark
(1982), adaptada por Locatelli et al. (1984), de modo a suprir 50 % do N cogi®WNH
% como NQ@Q. Decorridos 60 dias de crescimento das mudas nessa solugéo, foram
aplicados os tratamentos referentes aos dois niveis de N ou P, por meio da omisséo e
posterior reposi¢do do nutriente (tabela 1). Os periodos de omisséo e de ressuprimento
tiveram duracdo de trés e de duas semanas, respectivamente. O pH da solugéo foi
monitorada diariamente utilizando HCI ou NaOH 1 md] hjustando entre 5,0 e 6,0.

As trocas da solugdo nutritiva foram feitas semanalmente. Foram adotadas trés
repeticbes por tratamento, totalizando 36 unidades experimentais, constituidas por um
vaso com trés plantas. O delineamento experimental adotado foi o de blocos

casualizados.

Foram realizadas quatro coletas de material vegetal, para todos os tratamentos
(controle, N e P), em que foram retiradas folhas jovens totalmente expandidas (folha
diagnostico) para determinacdo da atividade enzimatica, expressao génica e teores totais
dos nutrientes. Duas coletas ocorreram no periodo de omissao (primeira e terceira
semana apos omissdao de N ou P e tratamento controle) e duas no periodo de
ressuprimento (primeira e segunda semana apos a reposi¢@ouddl e tratamento
controle). As amostras para atividade enzimatica e expressao génica foram congeladas

em N liquido e armazenadas a -82° C. Nas semanas 3 e 5, finais da omissao e
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ressuprimento de N ou P, foram coletadas amostras das folhas mais velhas para a
determinacao dos tezstotais de N ou P.

Tabela 1: Composicéo da solugéo nutritiva de Clark (1982), adaptada por Locatelli et
al., (1985)

Reagente Completa Omissdo de N Omissé&o de P

-------------------- mmol L
NH4 NOs 2,925 - 2,925
CaCb 1,30 1,30 1,30
KoSOy 0,30 0,30 0,30
MgSO, 0,30 0,30 0,30
KCI 0,53 0,53 0,668
KH-PO, 0,138 0,138 -

-------------------- pmol L e
FeEDTA 40,00 40,00 40,00
MnCl, 7,00 7,00 7,00
HzBO3 19,00 19,00 19,00
ZnSQ 2,00 2,00 2,00
CuS0O4 0,50 0,50 0,50
NaoMoO, 0,086 0,086 0,086

'As solucBes de omissdo de N e P foram utilizadas durante o periodo de omisséo dos
respectivos nutrientes, e a solucdo completa foi utilizada no tratamento controle e no

periodo de ressuprimento de N ou P.
Teorestotasde N e P

As amostras de folhas para determinacao dos teores totais de N e P foram secas
em estufa de circulacéo forcada de ar, a 65° C até que se atingisse massa constante. O
material foi moido, submetido a digestédo nitro-perclérica e no extrato determinado o
teor de P via colorimetria, a 725 nm, com base em curva de calibragcdo (Braga &
Defelipo, 1974). Para determinagdo do N total foi utilizado o método de Kjeldhal

(Nelson & Sommers, 1973), com digestao sulfurosa seguida de destilacao e titulagéo.
Atividade enzimatica
Meio de Extracdo - NR e GS

A extragao foi realizada segundo protocolo proposto por Radin (1974), adaptado

por Cambraia et al. (1989), e com modificacdes para otimizar a atividade destas
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enzimas para folhas de eucalipto. Amostras contendo 0,4 g de tecido foliar foram
maceradas em almofariz na presenca dg liguido, com 0,2 g de PVPP
(Polivinilpirrolidona). Em seguida foram adicionados 2 mL de um meio de extracao
constituido de tampé&o tris-HCI 0,1 mol*,LpH 8,1, NiSQ 4 mmol L*, glutationa
reduzida 20 mmol t e 20pmol L* de PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride). Os
extratos brutos foram filtrados através de quatro camadas de gaze e centrifugados a
15.000 g durante 15 minutos, a 4. O sobrenadante (extrato) foi utilizado para

determinacao da atividade das enzimas NR e GS e para determinacao de proteina total.
Nitrato Redutase (NR - EC 1.0.0.1)

A atividade da NR foi determinada vitro (Radin, 1974; Cambraia et al., 1989)
Aliguotas de 0,1 mL do extrato enzimatico foram adicionadas a 1,8 mL de um meio de
reacdo constituido de 200 mmot dle tampéao tris-HCI, pH 7,5, 20 mmof'lde KNG,

0,1 mmol L' de NADH e de triton X-100 1 % (v/v), sendo a mistura incubada &
temperatura de 37° C durante 5 minutos. Apds este tempo, a reacado foi interrompida
pela adicdo de 2 mL de sulfanilamida 1 % (v/v) em mistura com N-natftil etilenodiamino
0,01 % (viv) em HCl 1,0 mol L O nitrito produzido foi determinado por
espectrofotometria do visivel a 540 nm. Os teores de M@ amostras foram
estimados com base em curva de calibracdo preparada com padrdes de &NO

atividade enzimatica foi expressa em pmol tmg* de proteina.
Glutamina Sintetase (GS - EC 6.3.1.2)

A atividade da enzima GS foi determinada pelo método proposto por Elliott
(1953), que se baseia na formagao de A-glutamilhidroxamato. A atividade da GS foi
avaliada pela adicdo de 0,3 mL do extrato a 0,7 mL do meio de reacdo constituido de
100 mmol L} de tampé&o Tris-HCI, pH 7,5, 10 mmotf'lde 2-mercaptoetanol, 40 mmol
Lt MgSQ,.7H,0, 10 mmol [* de NHOHCI, 10 mmol ' de ATPe 50 mmol ! de
glutamato. O meio foi incubado em banho-maria por 5 minutos a 37° C. Em seguida, a
reacdo foi paralisada com a adicdo de 1,0 mL da solucdo contendo 370 thrdel L
FeCk, 370 mmol ' de HCI e 200 mmol T de &cido tricloro-acético (TCA). Em
seguida, a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 1§000quelato Fe-L-glutamil-
y-hidroxamato (GHA) produzido foi quantificado por espectrofotometria a 540 nm e
estimado com base em curva de calibracdo preparada com padroes de GHA. Os

resultade foram expressos em pmol min™ mg* de proteina .
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Meio de Extracao - APase e Ri¢a

As atividades das enzimas Fosfatase acida e Ribonuclease foram avaliadas
utilizando um mesmo extrato (Ozawa et al.,1995). Este foi obtido pela maceracao de
aproximadamente 0,3 g de tecido foliar em almofariz, certigido e 0,2 g de PVPP.

Em seguida, foram adicionados 2 mL do meio de extracéo, constituido de PMSF 20
umol L™ preparado em tamp&o acetato de sédio 100 miopH 5,6. As amostras

foram filtradas, utilizando quatro camadas de gaze. Apds, o extrato foi centrifugado a
17.000 g a 4 °C, por 20 min. O sobrenadante (extrato) foi coletado e utilizado para

analises enzimaticas e de proteina solavel total.
Fosfatase Acida (APase - E.C. 3.1.3.2)

A atividade da enzima APase foi determinada segundo metodologia proposta por
Ozawa et al. (1995). Para esta analise 100 puL do extrato foram adicionados a 400 uL de
acetato de so6dio 100 pmol L pH 5,6, e incubados com 200 pL do substrato,
constituido por 2 mmol Lt de p-nitrofenilfosfato dissédico e 150 mmét lde tamp&o
acetato de sodio pH 5,6, a 37 °C durante 5 minutos. Apés este tempo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 300 uL de solucédo saturada geOhlaA atividade da
enzima APase foi determinada a 400 nm pela formacéo de p-nitrofenol oriundo da
hidrélise do p-nitrofenolfosfato e expressa com base no teor de proteina. O resultado
foi expresso em nmol mimmg* de proteina, tendo-se como base curva de calibracdo

preparada com p-nitrofenol.
Ribonuclease (RNase - E.G.1.4.22

A atividade da enzima RNase foi determinada segundo Abel & Glund (1986),
adaptado a partir de Wilson (1975). Para esta andlise, 100 pL. do extrato foram
adicionados a 50 pLL de meio de reagao, constituido de 250 pug de RNA em 50 mmol Lt
tampéo acetato de sodio em pH 5,6. As amostras foram incubadas por 10 min a 37 °C.
Apoés este tempo, foram adicionados 1,35 mL de uma solugéo constituida de etanol (50
%), 48 mmol [* de tamp&o acetato de sédio pH 5,6, 12,5 mniol de acetato de
magnésio e 0,850 mmol’Lde nitrato de lantanio, para interromper a reacdo e
precipitar o RNA remanescente. Em seguida, as amostras foram levadas ao freezer, a -
20° C por 45 minutos e, centrifugadas a 23.000 g por 5 min e as absorbancias avaliadas

a 260 nm. Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima no
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extrato que promoveu acréscimo de uma unidade na absorbancia por minuto por grama

de proteina (unidade RNase i proteina )
Proteina total

As atividades enzimaticas foram expressas tendo como base o teor de proteina
total, obtido pelo método proposto por Bradford (1976). O teor de proteina total foi
calculado utilizando curva de calibracédo, tendo a albumina de soro bovino (BSA) como

padrao.

A partir dos dados de atividade das enzimas NR, GS, APase e RNase foi
calculada a atividade relativa, em numero de vezes de aumento da atividade do
tratamento em que houve a omissao/ressuprimento de N ou P, em relacdo ao tratamento

controle.
Expressao Génica
Genes Analisados

Os primers utilizados (tabela 2) sdo de genes identificados como responsivos a
restricdo por N ou P, e atuam em processos metabdlicos ou transporte de nutrientes.

N&o foram selecionados genes de sinaliza¢do, em funcao do longo periodo de estresse.

Tabela 2: Primers utilizados para o PCR em Tempo Real

Gene Funcéao Acesso NCBI Referéncia

TIP2;1 aquaporinas controladoras « AT3G16240.1 Rawat et al., 1999

influxo de NH;" nos tonoplastos

NR1 Sintese da Nitrato Redutase AT2G15620.1 Cai et al. (2012)

GLn1;3 _ _ AT3G17820.1 Hirel at el. (2007)
Sintese da Glutamina Sintetase _

GS2;1 AT1G66200.2 Bi et al. (2007)

PHO1;H1 Proteinas transportadoras de F AT1G68740.1 Huang et al. (2008
atua na homeostase 2011)

RNS1 Sintese da enzima Ribonucleas AT2G02990.1 Bariola et al (1999)
Benschop et al. (2007
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Extragcdo do RNA

A expressdo génica foi avaliada por meio da técnicRedd timequantitativo
(RT-gPCR). Amostras de folhas (diagndstico), compostas por oito folhas por repeticéo,
foram coletadas, congeladas imediatamente gifigMido e armazenadas a -80 °C até a
extracdo do RNA. As amostras foram maceradas e lifjuido e retirado
aproximadamente 0,5 g que foi acondicionado em tubos de microcentrifuga (2,0 mL).
Em seguida, adicionose 1,2 mL de solugdo tampédo de extrac&NA plant
Extraction-Invitrogei). A amostra foi homogeneizada com auxiliovdeexe deixada a
5 °C por 10 min. Na sequéncia, o material foi centrifugado a 13.000 rpmpor 5 min a 4
°C. O sobrenadante foi coletado e repetiu-se este processo de centrifugacdo. Em
seguida, foi transferido 1,0 mL do sobrenadante para um novo tubo, adicionandos 150
uL de NaCl 5 mol [ e 450 pL de cloroférmio P.A. O material foi centrifugado &
13.000 rpm por 10 min a%, coletando-se o sobrenadante, em seguida, para um novo
tubo, com igual volume de isopropanol P.A. (~ 800 pL). O material foi novamente
centrifugado a 13.000 rpmpor 10 min a°@, sendo o sobrenadante descartado e
preservado peletde RNA formado. Apds, o material foi centrifugado com alcool 75 %

a 13.000 rpm por 1 min a°€. Em seguida, secou-segpeletem concentrador por 10
min. Feito isso, @eletfoi resuspendido em 40 puL de agua DEPC (dietil-pirocarbonato)

autoclavada.

A quantificacdo do RNA total foi feita utilizando o fluorimetro QuBit. A
concentragdo de RNA foi calibrada para 200 ug mL™ e sua integridade fisica avaliada

por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (Wilson e Walker, 2000).
Sintese de cDNA

Nesta etapa, visando eliminar o DNA contaminante, foi utilizado
Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (Invitroge®) RNA foi tratado com DNAse
| em reacdo contendo os reagentes: 1 pL de DNAse I, 1 pL de tampé&o de reacéo
(DNAse buffer 10 x) e 8 pL de RNA. Apoés, o material foi incubado por 15 min a
temperatura ambiente. A inativacdo da DNAse se deu pela adicdo de 1,0 uL EDTA 25

mmol L™ e aquecimento a 65 °C, por 10 min.

Para sintese de cDNA foi utilizado kit Superscrip IHvitrogen), segundo

instrugdes do fabricante. Para cada reacdo foram utilizados os 10 pL do material tratado
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com DNAse do produto de tratamento cBiNAse I|,adicionandcse 500 ng de oligo-

dT (1 pL) e 1 pL de dNTPs (10 mmol L), incubando a 65 °C por 10 min e em gelo por

1 min. Seguiwe adicionando 7 puL da mistura composta por: 4 uL de tampao de reagdo

5 x, 2 uL de ditiotreitol 100 mmol L e 1 uL de RNAseOUT inhibitor (Invitrogen.

Apés rapida agitacdo, a solucdo foi incubada a 42 °C por 2 min, em seguida,
adiciorando 1 plL da enzima transcriptase reversa {200 unidades). O material foi
incubado a 42 °C por 50 min. A inativacdo da enzima foi a 72 °C por 15 min e,

posteriormente, colocada em gelo.
Andlise da expresséo diferencial dos fragmentos transcritos por RT-gPCR

Os genes candidatos selecionados (tabela 2) tiveram suas sequéncias obtidas no
Phytozome (http://www.phytozome.net/), que contém o genoma do eucalipto, e 0s
primers  elaborados com auxilio do programa Primer Blast
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/), para tamanho aproximado de 19 a 20
bases, Tmtémperature meltingentre 54 e 60 °C. A validacado dos primers foi realizada
pela curva padrao relativa utilizando amostra do cDNA diluida em 8, 16, 32, 64, 128,
256 e 624 vezes, com trés repeticdes para cada diluicdo, e a especificidade foi avaliada
pela Tm dos produtos da reacdo de amplificacdo. Foram utilizadpsinosrs de
equacdo linear com 2R 98 %, coeficiente de variacdo <10 %, eficiéncia de
amplificacdo entre 90 e 110 ¥Séoopde aproximadamente -3. Foram avaliados quatro
primers para genes constitutivos, sendo escolhido, por meio do proyamé&inder
osprimersda histona, o Histl como gene de referéncia. Tpdasersforam utilizados
em concentracéo final de 0,pfol L™* de cada em reacdes. As reacdes de PCR foram
compostas por 1 pL de cDNA, 0,8 pL piemer 2,5 mmol L, 3,2 pL de 4gua e 5 pL
de FAST SYBR® GREEN MASTER MIX, totalizando 10 pL. O equipamento utilizado
foi Bio-Rad 100. As analises foram realizadas em triplicatas e o céalculo por meio de

2ACT

expressao relativa (2°"), comparando o Ctreshold cicl¢ de cada tratamento com o

seu controle e os dois com o gene constitutivo.
Andlises Estatisticas

Para as variaveis obtidas ao longo do experimento (atividades enziméaticas e
teores nutricionais), foi feita analise de variancia, com desdobramento dos graus de

liberdade da interacdo clones tempo, e para cada tempo os dados do tratamento

19



referente a N ou P foram comparados ao tratamento controle, pelo teste F. Para o teor na

folha velha foi feita a mesma andlise, porém em dois tempos.

Para a variavel atividade enzimatica relativa foi feita anélise de variancia e teste
Tukey, comparando as médias entre si dentro de cada clone em estudo. Para a variavel
expressao génica relativa foi feita andlise de variancia e teste Tukey comparando o

aumento da expressao de cada gene, para todos os clones.
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Resultados
Atividade das enzimas e expressao de genes relacionadas ao N

A omissdo de N resultou no aumento da atividade das enzimas NR e GS com
respostas diferenciais entre os clones(figuras 1 e 2). Apos o ressuprimento a atividade
destas enzimas diminuiu, assemelhando-se as atividades enzimaticas nas amostras do
tratamento controle, com excecado do clone I-144, cuja atividade relativa foi a maior
observada na semana 5. Houve aumento na atividade da NR, porém a atividade desta

enzima foi cerca de 62 vezes menor que a atividade da GS.
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Figura 1: Atividade da enzima Nitrato Redutase (NR) em folhas diagnostico de clones
de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ao
ressuprimento de N (semanas 4 e 5) e tratamento controle (Comp). Barras de erro
indicam o erro padrdo da médis. ": ndo significativo e significativo a 1 % de

probabilidade, respectivamente, pelo teste F em relacdo ao controle, em cada clone.
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Figura 2: Atividade da enzima Glutamina Sintetase (GS) em folhas diagnostico de

clones de eucalipto (386, I-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissdo (semanas 1 e 3)

e ao ressuprimento de N (semanas 4 e 5) e tratamento controle (Comp.). Barras de erro

indicam o erro padrdo da médlg, **: ndo significativo e significativo a 1 % de

probabilidade, respectivamente, pelo teste F em relacdo ao controle, em cada clone.

Tendo como base os dados das atividades para o tratamento de omissédo e

ressuprimento de N e o controle equivalente, foi calculada a atividade relativa em cada

tempo das enzimas NR e GS (figura 3).

Os genes analisados se mostraram sensiveis a omissdao de N de forma

diferencial. A maior alteracdo em relagéo ao controle foi observada para o gene GIn1;3

no clone 1-042, seguido do gene GS2;1 no clone I-144 (figura 4).
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Figura 3: Atividade relativa (nUmero de vezes de aumento) das enzimas Nitrato

Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) em comparagao ao tratamento controle para
clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissao (semanas 1 e 3)
e ressuprimento (semanas 4 e 5) de N. Barras de erro indicam o erro padrao da média.
Barras com letras distintas indicam diferenca, pelo teste Tukey a 1 % de probabilidade,

para cada clone.
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Figura 4: Expressao relativa (ER) de genes relacionados ao metabolismo de N (TIP2;1,

NR1, GS2;1, GLn1;3) em folhas de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01)

submetidos a omissdo de N por trés semanas. Barras de erro indicam o erro padrdo da

média. Barras com letras distintas indicam diferenca, pelo teste Tukey a 1 % de
probabilidade, para cada clone.
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As alteracdes nas atividades das enzimas e expressao de genes estdo de acordo

com os teores totais de N na folha diagnéstico e na folha velha (fig@ga 5
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Figura 5: Teor total de N em folhas diagnostico de clones de eucalipto (386, 1-144, I-
042 e VM-01) submetidos a omissédo (semanas 1 e 3) e ressuprimento de N (semanas 4
e 5) e tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da"média.

**: ndo significativo e significativo a 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste
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Figura 6: Teor total de N em folhas velhas de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos a omissdo (semana 3) e ressuprimento de N (semana 5) e
tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da média.

significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F em relagdo ao

controle, em cada clone.
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Atividade das enzimas e expressao de genes relacionados ao P

A omissao de P, semana 1, resultou em expressivo aumento da atividade das
enzimas fosfatase acida e ribonuclease (figuras 7 e 8). Os clones apresentaram
respostas diferentes, embora haja tendéncia de queda da atividade destas enzimas com ¢
ressuprimento de P para os clones 1-042 e VM-01, demonstrando a recuperacao das

plantas destes clones.
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Figura 7: Atividade da enzima fosfatase acida (APase) em folhas de clones de eucalipto
(386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omisséo (semanas 1 e 3) e ao ressuprimento
de P (semanas 4 e 5) e tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro
padrdo da médid’, **: ndo significativo e significativo a 1 % de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F em relagéo ao controle, em cada clone.
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Figura 8: Atividade da ribonuclease (RNase) em folhas de clones de eucalipto (386, I-
144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ao ressuprimento de P
(semanas 4 e 5) e tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padréo da
méda."® ": ndo significativo e significativo a 1 % de probabilidade, respectivamente,

pelo teste F em relagéo ao controle, em cada clone.

A atividade relativa das enzimas APase e RNase foi maior quando as plantas
foram submetidas a omisséo de P, especialmente na semana 3, e reduziu assim que o P
foi ressuprido (figura 9). A magnitude dessas variacdes, para mais ou para énenos,
dependente do clone. Por exemplo, para o clone 1-042 a atividade relativa de ambas as

enzimas praticamente zerou na avaliacao feita aos 15 dias ao se ressuprir 0 nutriente.

A expressao relativa dos genes PHO1;H1 e RNS1 foi bastante distinta entre os
clones (figura 10). Os maiores valores de expresséo relativa foram observados para o
clone 386.
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Figura 9: Atividade relativa (nUmero de vezes de aumento) da enzima fosfatase acida
(Apase) e ribonucleases (RNase) em relagdo ao tratamento controle em clones de
eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissdo ( semanas 1 e 3) e
ressuprimento (semanas 4 e 5) de P. Barras de erro indicam o erro padrdao da média.
Barras com letras distintas indicam diferenca, pelo teste Tukey a 1 % de probabilidade,

para cada clone.
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Figura 10: Expressédo relativa (ER) de genes relacionados ao metabolismo de P
(PHOZ1;H1; RNS1) em folhas de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01)
submetidos a omissédo de P por 3 semanas. Barras de erro indicam o erro padrao da
média. Barras com letras distintas indicam diferenca, pelo teste Tukey a 1 % de

probabilidade, para cada clone.
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O aumento na atividade das enzimas fosfohidrolases e da atividade de genes
transportadores contribuiu para a retranslocacéo de P nas plantas, visto que as folhas
diagndstico avaliadas se desenvolveram durante o periodo correspondente a auséncia de
P. Assim, todo o P desta folha advém da ciclagem interna. Na primeira semana de
omisséo o teor de P nesta folha foi o menor em todos os clones, exceto o VM-01 Ja na
ultima avaliacdo o teor de P na folha diagndéstico foi, em geral, mais alto que aquele das
folhas das plantas para as quais ndo houve omissdo de P (controle) (figura 11). As
folhas velhas (Figura 12) foi um dos tecidos fontes de P para os tecidos em

desenvolvimento.
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Figura 11: Teor de P em folhas diagnostico de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ressuprimento de P (semanas 4 e 5) e
tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da média.
significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F em relagdo ao

controle, em cada clone.

28



= = N N
o 3 o [
s

Teor de P (g ké)

o
ul

ns o
|** | *j I
0,0 -
3 | s

5 | 3
386 | 1-042

3
1-144

VM-01

*%
ns T
" o H Comp
= = P
s s

Figura 12: Teor de P em folhas velhas de clones de eucalipto (386, 1-042, I-144 e VM-
01) ao final do periodo de omissao (tempo 3) e de ressuprimento (tempo 5) de P e
tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da fMédiando

significativo e significativo a 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F em
relacédo ao controle, em cada clone.
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DISCUSSAO
Nitrogénio

A omissdo de N aumentou a atividade das enzimas NR e da GS e a expressao
dos genes NR1, GSRe GInl;3, que atuam na sintese destas enzimas, revelando
controle transcricional e pos-traducional destas enzimas pelo teor de N das plantas (Lian
et al., 2005). A enzima GS apresentou atividade, em média, 62 vezes maior que a NR,
reforcando sua grande importancia como principal enzima relacionada com a
remobilizacdo de N em plantas, visto que este aumento ocorreu principalmente no
periodo de omissdo de N. Assim, a principal acdo da GS nas semanas 1a& 3 foi
remobilizacdo de N, pois ndo havia suprimento de N via solu¢do nutritiva, diminuindo

sua ac¢io na assimilacio dd\INk,".

A atividade da NR pode ser abordada de duas formas: primeiramente, maiores
atividades desta enzima podem estar relacionadas a maiores absor¢d®s de
consequentemente, maiores teores de N ativo nas folhas (Hirel at al., 2005; 2007). Esta
abordagem é muito utilizada e acreditou-se durante mais de uma década que se tratava
de uma excelente caracteristica de uso no melhoramento de plantas (Beevers
Hageman, 1969). Entretanto, essesNf@bde ser absorvido e estocado nos vacuolos,
constituindo uma reserva para periodos de menor disponibilidade de N, sem apresentar
toxicidade. Assim, atividades menores da NR podem estar relacionadas a cultivares com
maior eficiéncia na utilizacdo de N e resistéricaeficiéncia de N. Corroborando com
esta ideia, foi observado em arabidopsis baixa atividade da enzima NR, resultado que
pode refletir uma adaptacédo a baixa disponibilidade de N (North et al., 2009). Assim,
neste trabalho, observa-se que no clone 386, tratamento controle, a atividade da NR
pouco se alterou durante as semanas de avaliacdes. JA4 no tratamento referente a
omissao/ressuprimento N, a atividade da NR diminuiu ap6s duas semanas de
ressuprimento para os clones 386 e 1-144 e se igualou a do tratamento controle para os
clones 1-042 e VM-0L1. Isto pode indicar que o aumento da atividade na omissao se deu
pelo uso do N@ dos vacuolos celulares, e, uma vez ressuprido o N, a diminuigdo da
atividade se deu por estar a planta recompondo suas reservas e utilizando
preferencialmente o Nl no seu metabolismo, visto que a atividade da GS foi muito
maior que a da NR. Nos clones 386 e 1-042 a maior atividade da NR ocorreu apos uma

semana de ressuprimento de N, em funcdo da disponibilidade do subdf@io e
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traduzu em menor velocidade de recuperagao do estresse nutricional. Maior velocidade
de retorno da atividade da NR esté associada a tolerancia a baixa disponibilidade de N
(North et al., 2009; Chardon at al., 2010). Assim, os clones 386, 1-042 e VM-01
apresentariam essa adaptacéo, visto que na semana 5 a atividade a NR se aproximou ou

se igualowado tratamento controle.

Quanto ao gene NR1, a maior expressao foi observada para o clone 1-144 e a
menor para o clone 1-042, clones estes que também apresentaram a maior atividade da
NR. Isto indica que este gene, identificado como responsivo ao status de N e a atividade
da NR (Cai et al., 2012), ndo é um bom marcador para o clone 1-042, pois nao foi
sensivel nem ao estresse e nem a atividade da enzima que ele codifica. Assim, para este
clone outros genes, ja identificados para outras culturas (North et al., 2009; Cai et al.,
2012), podem atuar na sintese desta enzima. Para os demais clones, VM-01 e 386,
também houve aumento da atividade da NR e da expressdo do NR1; assim, o NR1
controla a sintese da enzima NR para os clones 386, VM-01 e, principalmente, para o I-
144.

A enzima GS, responsavel pela assimilacdo dos NEl relacionadaa
remobilizacdo de N, foi estudada em diversas culturas (Hirel e Lea, 2001; Martin et al.,
2006; Unno et al., 2006; Kichey et al., 2005; Tabuchi et al., 2007) nas quais foram
observados que aumentos na atividade da GS se relacionaramneaior eficiéncia
nutricional quanto a N. Assim, maiores atividades de GS estdo associadas a variedades
mais eficientes nutricionalmente na utilizacdo de N, no que tange sua absorcdo e
utilizacdo . O efeito na absorcao é explicado, de forma indireta, visto que a diminuicdo
na concentracdo de glutamina aumenta a sintese de transportadores de alta afinidade, na
raiz, modulando assim essa absorcdo (Sivasankar et al., 1997). Ja a eficiéncia de
utilizac&o estéa relacionada com a maior capacidade de assimilacaNldg Nevitando
possiveis intoxicacdes, e a retranslocacdo de N na planta, aumentando a EUN (Hirel e
Lea, 2001).

Os maiores aumentos na atividade da GS foram observados apés trés semanas de
omissao de N (tempo 3). Nessa ocasidao, houve maior aumento relativo da atividade da
GS no clone I-144, que também apresentou maior expressao do gene GS2;1. Este clone
foi o Unico a apresentar alteracfes consideraveis neste gene, ao passo que os clones I-

042 e 386 apresentaram maiores expressdes do gene GInl;3. Este fato indica que o gene
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GS2;1 é um bom biomarcador para o status de N para o clone |-144, conhecido pela sua
alta eficiéncia nutricional (Pinto et al., 2011). O clone VM-01 apresentou pequena
variacdo na expressao destes genes, GS@&lhl1;3, e também foi o clone de menor
aumento da atividade da GS na terceira semana. Estes genes também responderam ac
suprimento de N e relacionaram-se a com a GS em outros trabalhos (Lian et al. 2006; Bi
et al., 2007 e Hirel et al., 2007), corroborando com os resultados aqui apresentados. A
busca do entendimento da regulacdo da GS e seu estudo em diferentes materiais
genéticos foram objetos de estudo de diversas pesquisas (Hirel et al., 2007; Swarbreck
et al.,, 2011; Ayadi et al., 2012), dada a grande importadncia da enzima, como
comprovado neste trabalho. Assim, Lea et al. (2004) abordam que o0 estudo e
manipulacdo desta enzima podem elucidar processos envolvidos na maior eficiéncia de
utilizacdo de N, visto que o aumento da atividade da mesma pode ser responsavel por
variacOes significativas no teor deste nutriente, mesmo que sua disponibilidade esteja
em niveis estaveis (Hirel et al., 2007).

O aumento da expressdo do gene TIP2;1, observado para todos os clones esta
relacionado com a capacidade da planta em acumulal Béin efeitos toxicos,
relacionadosa perda do gradiente eletroquimico, visto que este gene codifica
aquaporinas controladoras do influxo de\Hos tonoplastos. Este IyHestocado nos
vacuolos e utilizado pela GS, advém, principalmente, dos mecanismos de degradacéo de
compostos organicos, que € seguida pela retranslocacad\éty N pelo processo de
fotorrespiracdo. Rawat et al. (2007) observaram que este gene participa da
compartimentalizacdo do NHem raizes e brotacdes em Arabdopsis e é de grande

importancia no eucalipto, que tolera altos niveis dg'NH

Fosforo

A interrupcdao no fornecimento de P aumentou a atividade das enzimas
fosfohidrolases, como ja observado para outras culturas (Ozawa et al., 1995; Yun &
Kaeppler, 2001; Nanamori et al.,2004; Bozzo et al., 2006; Nunes et al., 2008) e por
Basso et al. (2007) para eucalipto. Estas enzimas atuam na geragdo de Pi a partir de
compostos organicos, colaborando entdo para a reciclagem de P (Anand e Srivastava,
2012), e maiores atividades estdo relacionadas a maiores EUP. Assim, variedades com

substituicdo dos fosfolipideos da membrana plasmatica por sulfolipideos, maior
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degradacdo de P-morsteres e menor acumulo de RNA ribossomal tendem a
apresentar maior EUP (Van Mooy et al., 2006; 2009; Byrne et al., 2011; Rouached et
al., 2011; Plaxton e Tran, 20110 controle da atividade destas enzimas se da,
principalmente, pela concentracdo de Pi, sendo que maiores atividades das
fosfohidrolases sé&o observadas para menores suprimentos de P (Raghothama, 1999;
Hammond et al., 2003; Nanamori et al., 2004; Tran & Plaxton, 2008; Tran et al., 2010a;
2010b), o que corrobora com os dados obtidos neste trabalho. Aliado ao aumento da
atividade da fosfohidrolases, houve alteragcbes na expressdo dos genes RNS1 e
PHOZ1;H1, visto que o RNS1 atua diretamente na sintese da RNAse e o PHO1;H1 esta
relacionado ao transporte de P e a agdo das duas enzimas.

Embora a elevacdo da atividade das fosfohidrolases na falta de P tenha sido
observada para todos os clones, houve respostas diferenciais entre estes. A
remobilizacdo de P foi capaz de garantir que seu teor da folha diagndstico, quando se
omitiu o0 nutriente superasse ou se igualasse no caso do clone 386 ao mesmo tipo de
folha do tratamento controle, ainda no periodo de omissédo de P. Observou-se, para este
clone, a maior expressao relativa dos genes PHO1;H1 e RNS1, embora a atividade
relativa das fosfohidrolases tivessem sido as menores observadas na ocasido , indicando
a acdo de outros genes no controle destas enzimas ou a inativacdo das mesmas, por

controle pos-traducional.

A remobilizacdo de P é comprovada mediante a queda de seus teores nas folhas
velhas, na avaliagdo realizada ap6s o periodo de omissdo (tempo 3), quando houve
gueda, em média, de 60 % em relacdo ao tratamento controle. Este P foi remobilizado
de forma a suprir os drenos preferenciais no momento. Estima-se que cerca de 50 % do
P possa ser remobilizado nas plantas, em decorréncia da senescéncia das folhas ou do
baixo suprimento de P (Aerts, 1996), que controlam a sintese das enzimas
fosfohidrolases nos niveis transcricionais (Taylor et al., 1993; Bariola et al, 1999).
Nesta retranslocacéo atua o gene PHOL1;H1, cuja expressdo aumentou para todos o0s
clones avaliados. Huang et al. (2008; 2011) também observaram aumento da expressao
deste gene erA. thalianae Phaseolus vulgarisijuando as plantas foram submetidas a

omissao de Pi.

Com o ressuprimento, a atividade das enzimas APase e RNase diminuiu para os

clones 1-042 e VM-01. Esta queda pode ser explicada pelo controle pés-traducional
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destas enzimas, que impede a tradugcdo do RNAr em proteinas que nao sejam
necessarias no momento, implicando economia energética. Embora a atividade das
enzimas tenha diminuido nas semanas 4 e 5, com excecdo do clone 386, ela ainda
manteve-se mais elevada nas plantas com omissédo e ressuprimento de P do que no
tratamento controle, por possivel estimulo & sintese destas enzimas, visto que foi este o
clone que apresentou a maior expressdo do gene RNS1 (Tran et al., 2010a; Plaxton e
Tran, 2011). Essa maior atividade das fosfohidrolases na presenca de P pode explicar o
fato de o teor de P nas folhas das plantas com alteracdo nutricional terem superado

aquelas do tratamento controle na semana 5, com excec¢ao do clone 386.

Foram observadas diferencas nas atividades das fosfohidrolases para o
tratamento controle, nos diferentes tempos, para os materiais genéticos em estudo. Estas
variacfes podem ser explicadas por efeito da idade fisiolégica ou mudancas ambientais,
como radiacao e temperatura. Tal variacdo pode, entdo, ser atribuida ao comportamento
do clone na auséncia de estresse nutricional. O aumento da atividade das enzimas
fosfohidrolases com avanco da idade da planta esté atribuido a maior eficiéncia de uso
do P (Tran et al., 2010b; Veneklass et al, 2012), o que foi observado nos clones [-042 e
VM-01 para a enzima RNase. J& para os clones 386 e I-144 observou-se que a maior
atividade das fosfohidrolases ocorreu na primeira avaliacdo e decresceu, nao
linearmente, com a idade da planta. Esta tendéncia ja fora observada por Bosse e Kock
(1998)e Nunes et al. (2008) e atribuida & menor demanda de P com aumento da idade
da planta. Porém a atividade das fosfohidrolases é estimulada pelo suprimento néo
adequado de Pi ou pela senescéncia foliar, e, em ambos os casos, maiores atividades
estdo relacionadas a maior EUP (Bariola et al., 1999; Tran et al., 2010a; Wang et al.,
2010; Robinson et al., 2012).
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Conclusao

Os clones apresentaram respostas diferenciais ao estresse nutricional, pela
omissao e ressuprimento de N ou P, indicando enzimas e genes como biomarcadores

potenciais para uso na diagnose e melhoramento.

A enzima GS e a expresséo dos genes GS2;1 e GInl;3 foram os biomarcadores

mais responsivos ao estresse de N.

A retranslocacdo de P durante a omissdo do nutriente foi capaz de recompor o
teor de P das folhas diagnostico do tratamento controle, demonstrando a grande

habilidade das plantas em otimizar o uso deste nutriente.

A enzima RNase e o gene que a codifica, 0 RNS1, foram os biomarcadores mais
responsivos ao estresse de P.
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Capitulo 2

Crescimento, teores nutricionais e de pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofilaa em cloresde eucaliptos submetidos a omissao e ao

ressuprimento de N ou P

Resumo

O eucalipto € a principal esséncia florestal cultivada no Pais ocupando, em geral,
solos de baixa fertilidade natural ou degradados, onde a fertilizacdo mineral é necessaria
para obter altas produtividades. Estudos que busquem identificar mecanismos
responsaveis pela maior eficiéncia nutricional e a resposta de materiais genéticos a
restricdo nutricional sdo necessarios para o uso racional de fertilizantes. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da omisséo e do ressuprimento de N ou P no
crescimento, teores eficiéncia nutricional, teores de pigmentos fotossintéticos, trocas
gasosas e fluorescéncia da cloraofilde clones de eucalipto. Foram utilizadas mudas de
quatro clones de eucalipto, 386, 1-042, 1-144 e VM-01, que cresceram por 60 dias em
solugdo nutritiva completa. Os tratamentos consistiram da omissdo (3 semanas) e
ressuprimento (2 semanas) de N ou P e tratamento controle. Neste periodo foram feitas
coletas semanais, ndo destrutivas (crescimento em altura e didmetro, trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila), nas semanas 1, 3, 4 e 5 foram feitas coletas destrutivas de
folhas diagnostico (folhas jovens totalmente expandidas) para determinacao do teor total
de N e P e teores dos pigmentos fotossintéticos e nas semanas 3 e 5 foram coletadas
folhas velhas para andlise do teor de N e P total. Ao firamfdeterminados a massa
de folhas, caule e raiz e o teor total de N, P, S, K, Ca e Mg. A partir destes dados, foi
calculada a eficiéncia de absorcédeutilizacéo earetranslocacdo de N e P. A omissao
de N ou P levou a queda dos seus teores nas folhas diagndéstico, o que resultou na queda
da taxa fotossintética. A alta retranslocacdo de P em plantas submetidas a sua omisséo
foi capaz de suprir a folha diagnostico, igualando ou superando ao teor de P do
tratamento controle. O clone VM-01, pouco eficiente nutricionalmente quanto a P no
tratamento controle, se diferenciou dos demais, aumentando sua eficiéncia de utilizagéo
(EV), possivelmente em virtude da alta retranslocagao deste nutriente. O clone 386 foi o
gue apresentou maior crescimento no tratamento controle, porém foi também o que

apresentou 0os maiores efeitos da omisséo/ressuprimento de N ou P, que culminaram em
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expressiva reducdo de crescimento. A EU de N diminuiu na omissao de N e a EU de P
aumentou na omissao de P, mostrando uma maior adaptacao das plantas a falta de P. As
guedas fotossintéticas foram associadas a menores taxas de transporte de elétrons (ETR)
e a menores taxas de dissipacdo fotoquimiga © ressuprimento de N e P foi capaz

de reestabelecer os teores de Ne de pigmentos fotossintéticos nas folhas diagndstico, a
taxa fotossintética e as variaveis da clorofda nos tratamentos referentes a
omissao/ressuprimento de N ou P, mostrando o potencial de recuperacdo destas plantas

apos o estresse imposto.
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Introducao

O eucalipto é a principal esséncia florestal cultivada no Pais ocupando solos que
sao, geralmente, marginais e de baixa fertilidade natural ou degradados, onde a pobreza
quimica € superada via adubacdo. O adequado manejo com adocdo de boas praticas
silviculturais, dentre as quais a adubacdo merece destaque, é fundamental para a
expressdo do potencial genético dos plantios quanto a produtividade, primariamente
limitada pelas condi¢des climéticas e fisiograficas do sitio florestal. Observa-se, no
eucalipto e também em outras culturas, correlacdo positiva e estreita entre a taxa de
acumulo de nutrientes e a de crescimento, e as exigéncias nutricionais dependem de
diversos fatores, como idade da planta, material genético e sitio florestal (Barros &
Novais, 1990). O acumulo de nutrientes se correlaciona com a produtividade e varia
com o material genético, idade e manejo adotado (Evenhuis &Waard, 1980), traduzindo

em diferentes eficiéncias nutricionais.

A eficiéncia nutricional (EN) apresenta dois componentes: o primeiro, que se
refere a absorcdo dos nutrientes (eficiéncia de absorcdo - EA) e se relaciona com o
sistema radicular, especialmente a arquitetura (massa, area, volume e propor¢cdo de
raizes finas) e apresenca de transportadores de alta e baixa afinidade. O segundo
componente € a eficiéncia de utilizacdo (EU), que indica a producdo de massa por
unidade do nutriente. Assim, a EN é de alta complexidade, pois integra todos os fatores
que afetam o desenvolvimento das plantas e o entendimento desses processos requer
abordagem interdisciplinar (McDonald et al., 2013), visto que a EN apresenta controle
genético e responde a diferentes tipos de estresse, especialmente o nutricional. Assim,
estudos que busquem a avaliacdo conjunta do status nutricional, crescimento e variaveis
fisiologicas sdo de grande utilidade para o melhoramento, subsidiando a escolha de
materiais genéticos mais eficientes (McDonald et al., 2013). O gé&heralyptus
apresenta grande numero de espécies e hibridos de interesse comercial ou cientifico
eesta variabilidade genética deve ser melhor aproveitada buscando de materiais mais

eficientes quanto ao uso dos nutrientes.

Diversos trabalhos identificaram respostas diferenciais quanto a nutricdo em
nivel de espécie ou clone, em diferentes ambientes fisiograficos (Santana et al.,
2002;2008), imposicéo de estresse hidrico (Lima, 1996; Mattielo et al., 2009, Pulito et
al., 2008; Nunes, 2010; Reis, 2011, Muller et al., 2012) ou caracterizagdo do material
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quanto a absorcao e/ou utilizacdo dos nutrientes (Furtini Neto et al., 1996; Neves, 2000;
Lima et al.,, 2005; Pinto et al., 2011). Os trabalhos de Lima (1996), Nunes (2010),
Mattielo et al., (2009), Reis (2011) e Muller et al. (2012) utilizaram analises
ecofisiolégicas ou moleculares no entendimento das respostas do eucalipto frente a

estresses hidricos e/ou nutricionais.

As variaveis fisiolégicas comumente utilizadas séo as trocas gasosas - taxa
fotossintética liquida, conduténcia estomatica e a razdo entre a concentracaeinterna
externa de C®(Ci/Ca), avaliacdo da fluorescéncia da clordditeores dos pigmentos
fotossintéticos. Estas variaveis estédo relacionadas com a capacidade fotossintética das
plantas, cuja queda ocorre por reducdo na condutancia estomética e na relagdo Ci/C
elou por reducdo na taxa de assimilacdo do C por danos ao aparato fotossintético e

aumento da relacao Ci/Ca.

O aparato fotossintéticeomposto por dois fotossistemas, apresenta moléculas
de clorofila nos seus centros de reagéo, que sado responsaveis pela absorcéo e conversac
da energia luminosa (fétons) em quimica (ATP, NADPH). Além da clorafjahl a),
0s centros de reacdo apresentam moléculas de cldvodilaarotenoides (carotenes
xantofilas), que atuam como pigmento auxiliar a ghevitando sua degradacdo em
caso de estresse oxidativo. Assim, os teores e relagbes entre estes pigmentos estdo
diretamente relacionados a capacidade fotossintética das plantas, bem como sé&o
indicadores de situagfes de estresse (Hendry & Price, 1993). Entretanto, a determinagao
destes pigmentos envolve analises destrutivas e ainda nao rotineiras, o que motivou o
desenvolvimento de medidores de clorofila portateis, que determinam o indice da cor
verde das folhas. Esses clorofildometros sdo amplamente estudados e utilizados em
diversas culturas, cujos relacionamentos entre as leituras, teor de clorofila e de N foram
estabelecidos para diversas culturas (Turner & Jund, 1991; Guimarées et al., 1999;
Argenta et al., 2001; Gil et al., 2002; Ferreira et al., 2006; Pinkard et al., 2006).
Considerando que o N é o nutriente que mais influencia no teor das clorofilas, pois até
80 % do N encontram-se nos cloroplastos (Langsdorf et al., 2000), oosso d
clorofildmetros se propagou como método de diagnose foliar de N e pode fornecer bons

resultados desde que calibrado para as condi¢cdes de uso (Marenco & Lopes, 2005).

A fluorescéncia da cld informa sobre a capacidade fotoquimica dg, EBanto

a capacidade de absorcédo e transferéncia de energia luminosa e danos foto-oxidativos
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decorrentes de estresses (Lichtenthaler & Miehé, 1997; Maxwell e Johnson 2000).
Aliado a isso, cabe mencionar que a fluorescéncia da €éhlma analise relativamente

rapida e ndo destrutiva (Murchie & Lawson, 2013). Os danos foto-oxidativos ocorrem
devido a queda da etapa bioquimica ndo acompanhada da etapa fotoquimica, onde os
fotossistemas continuam a absorver energia luminosa, ndo havendo demanda suficiente
pelos compostos redutores gerados. Este descompasso entre as etapas pode resultar en
danos foto-oxidativos esglantas apresentam diversos mecanismos para evita-los ou

minimiza-los.

Para mensurar os danos foto-oxidativos sédo obtidas medicdes no escuro (FO e
Fm), onde quinona A esta completamente oxidada, e os centros de reacao sdo capazes
de realizar a reducao fotoquimica. A folha recebe um feixe de luz de baixa intensidade e
mede-se o FO, que é a quantidade de luz emitida pelas moléculasadexcithdas,
antes da energia ser dissipada para 0 EB seguida, a folha é submetida a um rapido
pulso de luz actinia, de alta intensidade, quando a quinona A reduzida atingira seu nivel
méaximo de fluorescéncia (Fm), levando ao fechamento dos centros de reac@oAlo FS
diferenca entre Fm e FO sera a fluorescéncia variavel (Fv) e a razdo FviRm esti
eficiéncia fotoquimica potencial do |;Smedindo quanto da luz incidente pode ser
absorvida pelos centros de reacdo dg H8aker & Rosenqgvist, 2000). Em plantas

saudaveis esta relacdo varia de 0,75 a 0,85 (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989).

Uma vez absorvida, ha trés caminhos para a energia Isanipoe pode ser
convertida em energia quimica(Y rendimento quantico efetivo do BSdissipada na
forma de fluorescéncia (¥g rendimento quantico da dissipacdo de energia regulada
no FS) ou na forma de calor Q6 - rendimento quéantico da dissipacéo de energia nao
regulada no R§ (Klughammer & Schreiber, 2008). Assim, quedas poeYaumentos
no Yno € Ynpg indicam situagdes de estresse com queda da capacidade fotossintética,
visto que a conversao de energia luminosa em quimica sera menor (Murchie & Lawson,
2013)

O metabolismo e a fotossintese estdo fortemente relacionados ao status de N na
planta, dada a grande alocacéo de N na clorofila e sua presenca em proteinas, como a
enzima rubisco (Field & Mooney, 1986). Assim, deficiéncias de N levam a queda
fotossintética, seja pelo menor teor de clorofila e rubisco ou pela menor capacidade da

planta em resistir a estresses oxidativos (Bungardet al., 1997). Com isso, s&o observadas
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fortes correlacdes entre o conteudo de N, &rea feliza taxa fotossintética liquida
(Field & Mooney, 1986; Smethurst et al., 2004; Hirel et al., 2007)

O P, nutriente mais limitante da produtividade agricola em solos acidos (Vanceet
al., 2003), também se relaciona com a fotossintese, e, consequentemente, producao
vegetal. Este nutriente é constituinte de membranas celulares, acidos nucleicos e
compostos energéticos (NADPH e ATP), sendo estes Ultimos gerados na fase
fotoquimica da fotossintese e utilizados em diversas rea¢des que necessitam de energia
na planta. As plantas apresentam diversas adaptacfes a falta de P, que incluem
alteracbes morfologicas, metabdlicas e fisioldgicas. As alteracdes morfoldgicas incluem
sinalizacdes hormonais e diferenciacdo na particdo de assimilados, aumentando a
relacdo raiz/parte aérea, decorrente do maior aporte de fotoassimilados na raiz
(Hammond et al., 20Q04Huang et al., 2008; 2011 Byrne et al., 2011). Quantes a
fisiol6gicas, citam-sea menor taxa de transporte de elétrons, em funcdo da menor
producdo de ATP, e a menor atividade e taxa de regeneracdo da rubisco (Warren,
2011). AlteracBes metabdlicas incluem o aumento da atividade de enzimas associadas a
restranslocacdo de P e a sintese de metabdlitos secundarios, como antocianinas e
compostos fendlicos (Hammond et al., 20043sim, a avaliacdo destas alteracdes,
especialmente em conjunto, colabora na diferenciagcdo de materiais genéticos quanto a

eficiéncia do uso do P.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da omissdo e seguida por
ressuprimento de N ou P no crescimento, teores e eficiéncias nutricionais, trocas
gasosas, teores de pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da copafitamateriais

genéticos pré-identificados quanto ao uso de N e P.
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Materiais e Métodos
Instalacdo e conducéo do experimento:

Mudas de quatro clones de eucalipto (I-042, I-144, VM-01 e 386), com
aproximadamente 45 dias de idade, foram utilizadas no estudo. A escolha desses
materiais genéticos, todos de larga utilizacdo em plantios comerciais, se deu com base
nos resultados obtidos por Pintoa¢t (2011), que os classificou quanto a eficiéncia de

absorcéao e utilizacdo de N e P, conforme abaixo:
EUN: 386=I1-144>1-042=VM-01
EAN:386=1-144=1-042=VM-01
EUP: 386>1-144>|-042 =VM-01
EAP:386=1-144=VM-01>1-042

O clone VM-01 é hibrido ddsucalyptus urophyllars E. camaldulensise os

demais séao hibridos dricalyptus urophyllas E. grandis

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com temperatura média de
29° C. As mudas tiveram seu substrato inicial retirado e foram acomodadas em vasos de
polietileno com 14 litros de solugéo nutritiva e aeragdo constante. A solugao nutritiva
utilizada foi a de Clark (1982), adaptada por Locatelli et al. (1984), de modo a suprir 50
% do N como NH e 50 % como N (tabela 1). Decorridos 60 dias de crescimento
das mudas nessa solucéo, foram aplicados os dois tratamentos: 1) solugdo com presenca
continuada (controle) de N e P e 2) solugdo com omissao e posterior ressuprimento de N
ou P (tabela 1). Os periodos de omissdo e de ressuprimento tiveram duracdo de trés e
de duas semanas, respectivamente. O pH da solucdo foi monitorado e ajustado
diariamente utilizando HCI ou NaOH 1 mot'Lde modo que ficasse entre 5,0 a 6,0, e
as trocas da solugéo nutritiva foram feitas semanalmente. O delineamento experimental
adotado foi em blocos casualizados, com trés repeticdes por tratamento, totalizando 36

unidades experimentais, constituidas por um vaso com trés plantas.
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Tabela 1: Composicdo da solucao nutritiva de Clark (1982), adaptada por Locatelli et al.

(1984)
Reagente Completa Omiss&do de N Omisséo de P
-------------------- mmol L*
NHsNO; 2,925 - 2,925
CaCb 1,30 1,30 1,30
KoSOy 0,30 0,30 0,30
MgSO, 0,30 0,30 0,30
KCI 0,53 0,53 0,668
KH.POy 0,138 0,138 -
-------------------- pmol L™ e
FeEDTA 40,00 40,00 40,00
MnCl, 7,00 7,00 7,00
H3BO3 19,00 19,00 19,00
ZnSQ, 2,00 2,00 2,00
CuS0O4 0,50 0,50 0,50
NaMoO, 0,086 0,086 0,086

'As solugBes de omissdo de N e de P foram utilizadas durante o periodo de omiss&o de
N e P, respectivamente, e a solucdo completa foi utilizada no tratamento controle e no

periodo de ressuprimente N ou P.

Semanalmente ocorreram coletas destrutivas e ndo destrutivas. Os tempos, com 7
dias de intervalo entre eles, sdo referentes & omissdo (semanas 1, 2 e 3) e ressuprimento
do nutriente (semanas 4 e 5). As medi¢Ges de altura da planta e diametro do coleto
foram feitas nas semanas de 1 a 5. As avaliacGes de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a (Chl a) foram feitas em cinco momentos (semanas 1 a 5) e em folhas jovens
totalmente expandidas (folha diagnéstico). Nas coletas destrutivas, realizadas em quatro
momentos (semanas 1, 3, 4 e 5), foram retiradas folhas diagndstico, as quais foram
postas em estufa para secagem e posterior determinacdo do teor total de N e de P.
Também nas semanas de 1, 3 4 e 5 foram coletados discos foliares para a extracédo de
pigmentos fotossintéticos e realizada a leitura indireta de clorofila com clorofildometro
portatil. Nas semanas 3 e 5 foram coletadas folhas velhas para a determinacdo do teor
total de N e P. Na coleta referente a semana a planta foi separada em folhas (nova,
diagndstico, intermediaria e velha), caule e raiz. Esses 6rgdos foram levados a estufa, e,
apos atingirem massa constante, foram pesados. Em seguida, o material foe moido

submetido a andlise dos teores totais de N, P, S, K, Ca e Mg.
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Avaliagao do crescimento

Para a8 medi¢Oes da altura da planta e diametro do cdtatam utilizados
paquimetro digital (divisdes de 0,01 mm) e régua (divisdo de 0,1 cm), respectivamente.
Foram medidas as trés plantas de cada vaso e obtida a média.

A massa de cada 6rgédo (raiz, caule, f®)liai obtida ao final do experimento,
apos o corte, separacdo e secagem das partes. Foram somadas a massa final as mass:
das folhas coletadas para determinacdo dos teores dos nutrientes nas coletas das
semanas 1, 3 e 4.

A partir das massas das folhas, caule e raizes foi calculada a relacdo entre a
massa da parte aérea (folhas e caule) e a massa das raizes, em g g

Teores totais e contetudo dos nutrientes

Para a extracdo de P, S, Ca, Mg e K foi feita digestdo nitroperclérica, na
proporgdo 3,5:1 de &cido nitrico para acido perclorico. No extrato foi retirada aliquota
para determinacao de P por colorimetria (Braga e Defelipo, 1974). Neste mesmo extrato
foram feitas as determinacdes dos teores de S (turbidimetria - Alvarez V. et al., 2001),
Ca e Mg (Espectrometro de absorcao atbmica) e K (Emisséo de chama). Para N foi feita
digestao sulfurosa, seguida de destilacao e titulagédo (Nelson & Sommers, 1973).

A partir dos teores e da massa dos 6rgaos foram calculados os contetdos dos
nutrientes nas plantas. Calculou-se também a alocacéo relativa de N e P na raz, caule
folha. Para isto, o conteddo do nutriente em cada 6rgéo foi dividido pelo contetdo do

nutriente em toda a planta.

Eficiéncias Nutricionais

Foram calculadas as eficiéncias de absorcéo (E.A.), utilizacdo (E.U.) e indice de
retranslocacdo (IRet) dos nutrientes, segundo as formulas seguintes:

E.A. (mg g"): contetido do nutriente na planta (em mg) / massa da matéria seca
da raiz (em g) - (Swiader et al., 1994)

E.U. (¢ gV): (massa da matéria seca por vagejn ¢)/ contetido do nutriente
(em g}(Siddiqui & Glass,1981).

IRet (%): (teor na folha velha do tratamento controle - teor na folha velha do

tratamento -N ou -P (g/kg))/ teor na folha velha do tratamento controle [(g/kg) x100]
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O calculo daetranslocagédo adotado neste trabalho compara o teor da folha velha
do tratamento controle com o teor da folha velha do tratamento de N ou P. As folhas
denominadas "velhas" ndo eram senescentes e sim as de idade fisioldgica mais avancada
na planta. Além disso, devido ao crescimento da planta durante o periodo experimental
as folhas utilizadas na avaliacdo da terceira semana tiveram todo o seu crescimento,
desde o surgimento da gema até a coleta para a analise, sob omissdo de N ou P, de
modo que o conteudo de N ou P ali detectado resultou da ciclagem interna destes.
Portanto, o IRet aqui apresentado € o aumento da retranslocacéo resultante da omisséo

de N ou P em relacdo ao tratamento controle.

Trocas Gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas na parte da manha, de 8:00 as
11:00 horas. Foram medidas as variaveis taxa de assimilacdo fotossintética Ajjuida (
condutancia estomaticayq) e a razdo entre concentracao interna e externa de CO
(Ci/Ca), utilizandose analisador de gas por infravermelho (IRGA; modelo LI-&400
LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA).

A radiagao fotossinteticamente atiRAR) utilizada foi constante e de 1400 pmol
m? s pré-determinada em curvas luminicas para estes clones, concentracdo
atmosférica de CE(Cy) (~ 390 umol mol™), temperatura ambiente (25 - 29 °C) e da
folha de 25 °C e umidade ambiente (45 - 58 %).

A partir dos dados dé\, foi calculada a reducdo na taxa fotossintética em
decorréncia da omissao/ressuprimento de N ou P, em relagcédo ao tratamento controle, a
partir das equacdes de regressao ajustadag\pbissa perda relativa foi calculada para

0s quatro clones nos periodos de omissao, ressuprimento e todo o periodo.

Fluorescéncia da clorofila a

As medi¢Oes da fluorescéncia da cloroéilioram realizadas utilizando aparelho
IRGA (LI-6400xt, LI-COR), com fluorébmetro acoplado, e na mesma folha em que
foram realizadas as medi¢cdes das trocas gasosaeterminacdo dos teores dos
pigmentos.

As varidveis de inducdo da fluorescéncia, obtidas no escuro, foram:
fluorescéncia inicial (FO) e fluorescéncia maxima (Fm). A partir desses valores foi

obtido o rendimento quantico potencial do fotossistema I|)(F&/Fm = (Fm-FO)/Fm
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(Genty et al., 1989), sendo Fv a fluorescéncia variavel entre Fm e FO. As variaveis da
fase lenta de indug&o da fluorescéncia (obtidas no claro) foram obtidas sequencialmente
com a aplicacdo de uma iluminacédo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
determinacao das variaveis: fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de
saturagdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm’). A partir destes,

foi calculada a fluorescéncia minima do tecido veggtahinado, FO’ = FO/[((Fm-
FO/Fm)+(FO/Fm’)] (Oxborough & Baker, 1997), que foi utilizado para o calculo do
coeficiente de extincdo fotoquimico pelo modkike, que fornece uma estimativa de
centros de reacdes abertos dq;,Fsela formula: qL = (Fm’- F)/(Fm’-F0’)*(FO’/F)

(Kramer et al., 2004).

Para as formas de dissipacdo de energia, foram utilizadas as seguintes formulas,
propostas por Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004):

Yi = (Fm’-F)/Fm’ - rendimento quantico efetivo de converséo fotoquimica de
energia no F§

Ynpo = (F/Fm’) - (F/Fm) - rendimentos quantico da dissipagdo de energia
regulada;

Yno = FIFm - dissipacéo de energia néo regulada.

O Y, calculado foi utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de
elétrons,ETR= Y,.PAR0,84.0,5 (Bilger & Bjérkman, 1990), em que orfdAR é a
radiagio fotossinteticamente ativa (umol m? s?) incidente sobre a folha, no caso 1400
umol m? s*; 0,5 o valor correspondente & fracdo de energia de excitacdo distribuida
para o F$ (Laisk & Loreto, 1996); e 0,84 o valor de referéncia correspondente a fracéo

de luz incidente que é absorvida pelas folhas (Ehleringer, 1981).

Teores de Pigmentos Fotossintéticos

Para os pigmentos (clorofilas e carotenoides) foi utilizado método proposto por
Wellburn (1994), em que um disco, de 10 mm de diametro e massa conhecida, foi
submetido a extracdo, no escuro e a quente, utilizando dimetilsulfoxido (DMSO)
saturado com CaCQpor 2 h. As leituras foram feitas por espectroscopia de absorcao
molecular (Thermo Scientific Evolucdo 60) e para o calculo foram utilizadas as

equacgoes:
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Clorofilaa (Chla): 12,47*Ases 1— 3,62*Asa9.1 (Wellburn, 1997)

Clorofilab (Chl b:) 25,06*As49,1— 6,5*Ases.1(Wellburn, 1997)

Carotenoides totais: (1000%&- 1,29*Chl a — 53,78*Chl b)/220 (Wellburn
1997)

Clorofilaa + b: teor de Chk + teor de Chb

IF (indice de Feofiinizac&0P435A415(Ronen e Galun, 1984)

Clorofila a/b: teor de Chl a / teor de Chl b

Clorofila a + b/carotenoidesteor de Chk + teor de Chb /teor de carotenoides

A leitura de clorofila por SPAD foi obtido utilizando o aparel8®AD-502

(Konica Minota). As medicBes foram feitas pela manhd, em seis folhas do tipo

diagndstico, para cada unidade experimental, calculando a média destas leituras.

Andlises Estatisticas

Para as variaveis obtidas ao longo do experimento (crescimento em altura e
diametro, teores de N, P e pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas e variaveis da
fluorescéncia da clorofila), foi feita andlise de variancia, com desdobramento dos
graus de liberdade da interacéo cleséempo e andlise de regresséo destes dados em

funcdo do tempo (semana).

Para as varidveis obtidas no tempo final, massa, conteudo, eficiéncia de
absorcao e utilizado de N e P foi feita analise de variancia e teste F comparando os

tratamentos de omissao/ressuprimento de N ou P com o controle, para cada clone.

Os indices de retranslocacdo de N e P dos clones foram comparados entre si por

teste Tukey.
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Resultados

Crescimento:

A omissao seguida por ressuprimento de N reduziu a quantidade de matéria seca
acumulada dos clones 386, 1-042 e 1-144, com maior queda para o clone 386, de 50,3 %,
em relacdo ao seu controle. J&4 a omissao e o ressuprimento de P diminuiram apenas o
crescimento do clone 386, em 25,2 %. Cabe ressaltar que o clone 386 foi o que mais
cresceu no tratamento controle e também o que mais sofreu o efeito da restricao
nutricional. O clone VM-01 n&o teve sua massa afetada pela omissdo de N e aumentou
sua massa em 20 % com a omissdo de P (Figura 1). Quanto a particdo da biomassa, 0

caule apresentou a maior reducdo de massa, média de 32,8 % para N e 9,3 % para P.
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Figura 1: Massa de matéria seca (g/vaso;) de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos & omissdo e ressuprimento de N ou P e tratamento controle
(Comp.), cultivados em solugédo nutritiva. Barras na vertical indicam o erro padrao da
média. ", *, **: ndo significativo e significativo a 5 e a 1 % de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F em relagéo ao controle, em cada clone.

O clone 386 manteve a relacdo parte aérea/sistema radicular (Figura 2) estavel,
ao passo que o clone I-144 aumentou a alocacéo de fotoassimilados para raizes, em 20,4
%, em detrimento da parte aérea, quando da omissao de P. O clone VM-01 apresentou a
maior relagcéo parte aérea/sistema radicular, independente do tratamento, com raizes de
menor espessura, resultando em menor massa radicular quando comparado com 0s
demais (Figura 3).
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Figura 2: Relacdo parte aérea/sistema radicular de quatro clones de eucalipto (386, I-
144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissdo e ressuprimento de N ou P e tratamento

controle (Comp.) Barras na vertical indicam o erro padrdo da m&dia: n&o

significativo e significativo pelo teste a 1 % de probabilidade, em relagéo ao controle .
1-144

Figura 3: Sistema radicular de quatro clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01),
no tratamento controle (Comp.) e submetidos a omisséo seguido do ressuprimento de N

ou P, cultivados em solugéo nutritiva, ao final do experimento.
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A omissao/ressuprimento de N resultou em menor diametro do coleto (figura 4)
e altura (figura 5), para todos os clones, quando comparada ao seu controle. Nos
tratamentos correspondentes a omissao e ressuprimento de P apenas o clone [-042
apresentou menor diametro, no entanto maior altura que o controle. Ja os clones 386 e I-

144 apresentaram menor altura que tratamento controle.

©

. 386

9 I-144
8 - g -
— 7 - 7
E 6 | 6 .
E
o 54 5 -
g 4 - 4 -
3 - 3 -
8 | *COMP- 9=326+080"R2=099 | 4Comp.y=377+0,75% R?=0,99
1 N 9 =3,75+0,55"x R2=0,98 1 =N §=4,43 +0,50"x R2=0,98
0 aP y = 3,62 +0,69"x R2 = 0,99 0l AP §=428+062¢™R?=0,99
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
9. 1-042 9 - VM-01
8 - 8 1
g - .
. 6 |
o -
3 - 3 o= 2=
f‘DE + COmp.§ = 4,49 + 0,86"x R2 = 0,99 5 ¢ Comp. §=4,340,63"x R*=0,99
2 1 N 9 =4,29 + 0,53"*x R2= 0,98 N y=4,36+ 0,47**x R2=0,99
19 AP 9 =4,34 +0,72"x R2 = 0,99 11 ap 9 =4,61+0,63"x R2=0,99
O T T T T 1 O T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo (Semana) Tempo (Semana)

Figura 4: Diametro do coleto de plantas de quatro clones de eucalipto (386, I-144, 1-042
e VM-01) submetidos a omissdo e ressuprimento de N ou P e tratamento controle
(Comp.), cultivados em solugdo nutritivd} *, **: efeito ndo significativo e

significativo a 5 ou a 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Figura 5: Altura de plantas de quatro clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01)
submetidos a omissdo e ressuprimento de N ou P e tratamento controle (Cpip.).

**. efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a 1 % de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.

Teores dos nutrientes

Os valores dos teores de N e P nas folhas diagndstico, obtidos em quatro
momentos do experimento, sendo dois durante o periodo de omissao (semanas 1 e 3) e
dois no periodo de ressuprimento (semanas 4 e 5), encontram-se na figura 6 (tratamento

referente a N) e na figura 7 (tratamento referente a P).
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Figura 6: Teor de N em folhas diagndstico de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5)de N e
tratamento controle (Comg}) *, **: efeito n&o significativo e significativo a5 ou a 1

% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

A omissdo de N na solucdo promoveu reducao de 39,2 % do teor do nutriente
nas folhas diagnéstico, quando comparado ao padrdo equivalente, ja na primeira semana
de auséncia do nutriente (figura 6). Na terceira semana, segunda coleta referente ao
periodo de omisséo, a queda média foi de 55,4 %, sendo mais acentuada no clone 386,
nos dois periodos. Nas semanas 4 e 5, apds o ressuprimento de N , houve aumento nos
teores nas folhas diagndstico, e para todos os clones o teor de N no tratamento referente

ao estresse foi superior ao do tratamento controle.
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Figura 7: Teor de P em folhas diagndstico de clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos a omisséo (semanas 1 e 3) e ao ressuprimento (semanas 4 e 5) de P
e tratamento controle (Comp'j, *, **: efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a

1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

A reducdo no teor de P foi em média de 27,6 % nas folhas diagndstico na
primeira semana, em relacédo ao controle. Porém, na segunda semana, o teor do nutriente
no tratamento sob a omissao de P foi superior ao do tratamento controle, em média 13,8
%, suplantando até mesmo o teor correspondente a primeira semana de omissao, em

55%, indicando que houve retranslocacao de P.

Nas semanas 3 e 5, respectivamente apdés a omissdo e o ressuprimento de P,
foram coletadas as folhas velhas, visando avaliar a retranslocacgao, visto que ndo houve

coleta intermediaria de plantas inteiras. Observa-se queda nos teores de N em 42,4 % e
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de P em 52,6 % nos tratamentos referentes a omissao desses nutrientes (figura 8). Apds
0 ressuprimento, em avaliacdo feita na semana 5, o teor dos nutrientes nas folhas velhas
aumentou em relacdo ao teor da semana 3, e no clone 386, no tratamento P, o teor se

igualou ao do tratamento controle (figura 8).
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Figura 8 : Teor de N e P em folhas velhas de quatro clones de eucalipto (386, 1-144, |-
042 e VM-01) submetidos a omissao (semana 3) e ressuprimento (5) de N ou P e
tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da ffédiando
significativo e significativo a 1 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F em

relacdo ao controle, em cada clone.

A omissdo seguida do ressuprimento de N ou P resultou em menor conteddo
destes nutrientes nas plantas (tabela 2). A omisséo de N levou ao menor contetdo de P
e S e a omissao de P também diminuiu o conteddo de N e S, com excec¢ao do clone VM-
01, em que a queda foi ndo significativa. Para K e Mg também houve queda dos
contetdos, com excecédo do clone VM-01.

O indice de alocagdo de N e P nas folhas, caule e raizes, nos tratamentos
referentes a omissao/ressuprimento de N e P, respectivamente (figura 9), indica que o
clone 1-144 € o que menos aloca N nas folhas, compensando essa diferenca pelo maior
acumulo de N nas raizes. O clone VM-01 € o que mais aloca N e P no caule. Ja o clone
[-042 é o que mais aloca P nas folhas e o0 que menos aloca nas raizes. Na omissao de N,
o clone I-144 aumentou em 18 % o indice de alocagédo de N nas folhas, devido a queda

de 12 e 21 % dessa alocacdo no caule e raizes, respectivamente. Para VM-01 também

64



foi observado este padrdo, porém foi o caule que apresentou maior variagdo, cm qued
de 19 % na alocacdo de N. Para P, houve aumento da alocagdo de P na parte aérea,
embora para I-042 a variacéo tenha sido muito pequena. Esse P advém, principalmente,
do caule, cuja alocacao diminuiu em 30 %. O clone VM-01 foi o que apresentou a maior
alteracdo na alocacgdo, visto que este indice aumentou em 36 % nas folhas, em
detrimento da alocagcdo no caule que apresentou queda de 48 % no caule. Houve
aumento de 6 % na alocacao de P nas raizes em resposta ao ressuprimento. Ja o clone |-
042, cuja variacdo nas folhas foi pequena, apresentou aumento na alocacdo de P nas

raizes.

Tabela 2: Conteddo de N, P, K, Ca, Mg e S de quatro clones de eucalipto (386, 1-144, I-
042 e VM-01), submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5)
de N ou P e tratamento controle (Comp.), cultivados em solucéo nutritiva

Clone Tratamentc N P K Ca Mg S
------------------------------- g VaSO G

Comp. 2,27 022 155 058 0,198 0,155

386 N 1,05° 012" 081 047 0,103 0,070
P 1,64 014" 1,13 057 0,156 0,113

Comp. 1,82 0,19 146 045 0,173 0,116

1-144 N 1,12 0,13 081 043° 0,121 0,069
P 1,53° 0,13 1,24 046° 0,152° 0,096

Comp. 1,93 0,16 155 0,38 0,144 0,115

1-042 N 1,317 0,23 0,93 044 0,109 0,080
P 1,66 0,14 1,47° 042° 0,137° 0,097

Comp. 169 021 129 0,36 0,159 0,095

VM-01 N 1,38 020 1,46 051 0138 0,077
P 1,78 017" 142 052" 0,188  0,094°

@- conteudo de trés plantas; **: ndo significativo e significativo a 1 % de
probabilidade, respectivamente, pelo teste F em relagédo ao controle (Comp.), em cada

clone.
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Figura 9: indice de alocagdo (%) de N e P em diferentes 6rgdos de quatro clones de
eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissao e ao ressuprimento de N

ou P e tratamento controle (Comp.), cultivados em solucédo nutritiva.

Eficiéncias Nutricionais

A eficiéncia de absorcdo (EA) diminuiu com a omissao/ressuprimento de N ou
P, para todos os materiais genéticos, com excecao do clone 386 tratamento referente a
N, cuja EA foi de 2,9 % menor em relacdo ao seu controle e ndo significativa (figura
10). Assim, houve modulagéo no crescimento radicular no periodo da omissédo de N ou
P. Para N, a maior queda relativa na EA foi observada para o clone 1-042, em 81,4 %,

para P, foi a do clone 1-144, em 40,1 %.

A maior EUN das plantas do tratamento controle foi observada no clone 386,
que também apresentou a menor EUN quando submetido a omissao/ressuprimento de
N, com queda de 46,8 % (figura 11). O 1-144 também apresentou queda na EUN
enguanto que no clone VM-01 houve aumento de 13,1 % na EUN. Nesta variavel os
clones 386 e VM-01 apresentaram respostas apaessto que o VM-01 mostrou menor
EUN no tratamento controle, passando a maior EUN quando submetido a
omissao/ressuprimento de N. Para P apenas o clone 386 apresentou maior EUP no
tratamento controle; a maior diferenca em relacdo ao controle foi observada para o
clone VM-01, no qual a omissao/ressuprimento de P aumentou em 81,7 % a EUP. O
estresse tendeu a igualar as EUP, visto que a diferenca entre a maior e menor EUP foi
de 6 %, enquanto que a EUN foi de 28,8 %.
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Figura 10: Eficiéncia de absorcédo (contetudo do nutrlente/massa seca deraiz) de Ne P
por quatro clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omissédo e
ressuprimento de N ou P e o tratamento controle (Cdig:,) **: ndo significativo,
significativo a 5 % e significativo a 1 % pelo teste F, respectivamente, em relacdo ao

tratamento controle.
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Figura 11: Eficiéncia de utilizacdo (massa da matéria?eecaetdo do nutriente) de

>

Eficiéncia de Utilizacdo fgg™)

quatro clones de eucalipto (386, I-144, 1-042 e VM-01) submetidos a omisséo e
ressuprimento de N ou P e o tratamento controle (Cdfnp,)**: ndo significativo,
significativo a 5 % e significativo a 1 % pelo teste F, respectivamente, em relagéo ao

tratamento controle.
Os Indices de Retranslocacéo (IRet) de N, nos tratamento submetidos & omiss&o

seguida do ressuprimento de N, apresentaram pequena diferenca entre os clones, sendo

o0 menor valor observado para o VM-01. As diferencas nos IRet de P foram maiores que
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as de N, em média 52,6 %, e diferiram mais entre os clones. O maior valor foi
observado para o clone VM-01 e os menores para 386 e |-144 (Figura 12).
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]
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g 40— 40_
(2]
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g
- 20 - 20 -
©
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Figura 12: indice de retranslocacéo de N e P em clones de eucalipto (386, 1-144, 1-042 e
VM-01) submetidos a omissdo destes. Barras de erro indicam o erro padrdo da média.

Barras com letras iguais nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Trocas Gasosas

A omisséo de N e P diminuiu a taxa fotossintética liquidalé forma diferente
dependendo do nutriente e do clone (figura 13). Em geral, o efeito do N foi maior que o
do P na queda da taxa fotossintética, tanto em termos absolutos (figura 13) como em
termos relativos (figura 14). O clone VM-01 foi o menos afetado pela falta de N e o
mais afetado pela falta de P, indicando estratégias diferenciadas de tolerancia a restricdo
nutricional. Ja o clone I-144 foi o0 que teve a taxa fotossintética menos afetada pela falta
de P, especialmente durante o periodo de omissdo. Por outro lado, o clone 386 foi 0 que
apresentou a maior queda Aladom a omissao de N, fato condizente com os dados de

crescimento observados.
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Figura 13: Fotossintese liquid@)(de clones de eucalipto submetidos a omisséo
(semanas 1, 2 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5) de N ou P e tratamento controle
(Comp)."™, *, **: efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a 1 % de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F.
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Figura 14: Perdas relativas ao tratamento controle na taxa de fotossintese Aquida (
relativa - %) em clones de eucalipto (386, 1-042, 1-144 e VM-01) submetidos a omissao

(semanas 1, 2 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5) de N e P.

69



A gueda na taxa fotossintética ndo pode ser explicada por limitacdo estomatica,
visto que, embora tenha ocorrido fechamento estomatico na omissdo dos nutrientes,
com média de 7 % para N e de 7,9 % para P, houve aumento da relacdo CB(®a, em
% para N e 3,12 % para P (figura 15 e tabela 3). Este aumento da Ci/Ca indicaria uma

limitacdo ndo estomatica e sim na etapa fotoquimica ou bioquimica da fotossintese.
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Figura 15: Condutancia estomatica) (g razao entre a concentracao intercelular de 1
camara subestomética e a concentracdo externa de(@/Ca) em clones de eucali
submetidos & omissdo (semanas 1, 2 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5) de
tratamento controle (Comp). Barras de erro indicam o erro padrdo da média.
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Tabela3- Equacbes de regressao referentes a condutancia estomfgceafgio
entre a concentracdo de £f@a camara subestomatica e a concentracdo externa
(Ci/Ca), em funcdo do tempo (semanas), em clones de eucalipto submetidos a

omissao e ressuprimento de N ou P e tratamento controle (Comp.)

Variavel Clone Tratamentc Equacéao R’
Os 386 Comp §=0,0228" x*- 0,1878x" + 0,4333% + 0,2366 R2=0,99
N §=0,022"x*- 0,1091% + 0,5728 R2=0,87
P §=0,0158"x%- 0,1366x* + 0,3448% + 0,2229 R2=0,92
1042 Comp §=0,0134"x3-0,0976x* + 0,1934% + 0,4033 R2=0,98
N §=0,0121" %% - 0,0273% + 0,4355 R2=0,98
P §=0,0071"x%- 0,057x* + 0,1337% + 0,374 R2=0,96
1144 Comp §=0,0186"x%- 0,1472x% + 0,326 7% + 0,3288 R2=0,99

N §=y=0,5519

P §=0,0236 x*-0,1175% + 0,5712 R2=0,84
VMO1 Comp ¥ =0,0026" x* - 0,0622% + 0,4893 R2=0,72
N ¥=0,0178" x> - 0,0881% + 0,4506 R2=0,98
P 9=10,034"x3-0,2755x% + 0,6318% - 0,0347 R2=0,99
Ci/Ca 386 Comp §=-0,002"x* + 0,02% + 0,78 R2=0,91
N §=-0,018"x?+ 0,1008% + 0,7578 R2=0,99
P §=10,0054"x%- 0,0527x% + 0,1594% + 0,6879 R2=0,91
1042 Comp §=-0,0024" x> + 0,0336% + 0,7308 R2=0,97
N y=-0,0201 x* + 0,1135% + 0,7374 R2=0,93
P 9=0,0031"x%- 0,0424x* + 0,1626% + 0,661 R2=0,84
1144 Comp §=0,0045"x3- 0,0423x* + 0,1265% + 0,7006 R2=0,99
N §=0,0126"x%- 0,1272x* + 0,3699% + 0,5815 R2=0,99
P $=0,0103"x%- 0,1025x% + 0,311 + 0,538 R2=0,91
VMO01 Comp §=0,003"x?- 0,0257% + 0,7849 R2=0,86
N §=-0,0141"x* + 0,0785% + 0,7338 R2=0,82
P §=0,0151"x%- 0,1423x* + 0,3966% + 0,4767 R2=0,97

NS+ *x efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a 1 % de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F.
Fluorescéncia da Clorofila a

Houve queda na relacdo Fv/Fm média de 5,8 %, porém apenas na semana 3, para
os clones I-144, 1-042 e VM-01, este valor foi inferior a 0,75, que é considerado como
referencial para limitacdo. Portanto, essa variavel ndo foi sensivel aos dangs Ao FS
omissdo de N levou a queda de 43 %, em média, nos valores ETR, enquanto que na
omissao de P a queda foi de 17 %, no periodo de omisséo de N ou P (figura 16, tabela
4). Esta queda na ETR nem sempre esteve associada a quedas nos valores de gL
(valores nao apresentados), indicando que os centros de reacdprdm 58 oxidaram
em todos os tratamentos. Apds o ressuprimento de N, os valores de ETR aumentaram,
tendendo a aproximar-se dos valores do tratamento controle.

A omisséo de N levou a queda média de 45 % najue mede a quantidade de
energia utilizada na fotossintese (Figura 17). A energia ndo utilizada nos processos

fotoquimicos foi dissipada, principalmente, na forma de fluorescéncia, como observado
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pelo aumento doYneo N&0 houve consisténcia nas variacdes Y@, que € a
dissipacdo ndo modulada da energia, na forma de calor. Na omissdo de P também
observouseaumento d&;, mas nédo de forma consistente como foi observado para N.
Maiores variagBes foram observadas paliagy, cujo aumento médio foi de 43 % em
relacdo ao controle. O clone 1-042 apresentou o maior aumerliqedce o I-144 os
menores valores. Apos o ressuprimento deu\P as variaveis de trocas gasosas e
fluorescéncia da cld se recuperaram, aproximando-se do controle e, em alguns casos,

até superando-o.
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Figura 16: Rendimento quantico potencial do, HEV/Fm) e taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR) em clones de eucalipto submetidos a omissao (semanas 1,
2 e 3) e ressuprimento (semanas 4 e 5) de N ou P e tratamento controle (Comp.). Barras

de erro indicam o erro padrdo da média.

72



. 0,700 -
0,700 386 mY Il mYNPQ =Y (NO) [-144
0,600 - 0,600 -
0,500 - 05001 = I
I = [ ] I
04001 = [k 0,400 - 1
! | | I I !
0,300 { | d k| I 0,300 1 L ! i ! I '
I [ ] ' i "I

0,200 - | | N - | 0,200 - | d 2 § . L
0,100 - " 0,100 -
0,000 - 0,000 -

Compl N P [Comp. N P| Comp. N P| Comp. P Comp. F Comp;, N P | Comp. N P| Comp. N P| Comp. R Comp.

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 1 2 | 3 4 | 5 ‘

: 0,700 -
0.700 1-042 VM -01
0,600 - 0,600 - §
0,500 - I 0500{ * T I I I I

- = I B I
0,400 - I I 0,400 -
1 I s |
0,300 - , I’ | 0,300 - I I
= L] _ i
0,200 ] | 3 ' 0,200 - | 1 1 i g ] | S i I
] []

0,200 B | 1 0,100 - I
0,000 - 0,000 -

Comp, N P |Comp. N P| Comp. N P Comp. P Comp. Comp, N P |Comp. N P| Comp. N P| Comp. P Comp.

1 | 2 | 3 | 5 ‘ 1 | 2 | 3 | 4 | 5 ‘

4

Figura 17: Rendimentos quanticos: efetivo do fluxo linear de elétrons pel@ HSda dissipagéo de energia reguladget), e da dissipagéo de
energia ndo reguladd’(c) em clones de eucalipto submetidos & omissdo (semanas 1, 2 e 3) e ressuprimento (semanas 4eePSg de N
tratamento controle (Comp.). Barras de erro indicam o erro padrdo da média.
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Tabela 4- Equacdes de regressao referentes ao rendimento quantico potencjal do FS
(Fv/Fm), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico efetivo do
fluxo linear de elétrons pelo F$Y)), da dissipacdo de energia regulaiiae(), e da
dissipacdo de energia nfo regulaiiad), em funcdo do tempo (semana), em clones de
eucalipto submetidos a omissao e ao ressuprimento de N ou P e tratamento controle

(Comp.)
Variavel Clone Tratamento Equacgédo R?
Fv/IFm 386 Comp y=9=0,820
N y=y=0,787
P y=9=0,807
1042 Comp y=9=0,808
N y=y=0,783
P y=y=0813
1144 Comp ¥ =-0,0026'x> + 0,0163x? - 0,0278% + 0,8343 R2=0,84
N §=y=0,785
P $=0,0077"x% - 0,0646x? + 0,1566% + 0,6975 R2=0,98
VMO1 Comp ¥ =-0,007"x? + 0,0329% + 0,7968 R2=0,86
N §=y=0,824
P y=-0,0038 x> + 0,0368x - 0,1102% + 0,9173 R2=0,87
ETR 386 Comp §=8,7819" x* - 60,813% + 210,91 R2=0,98
N §=12,531"%* - 64,782% + 145,4 R2=0,85
P §=13,062"x% - 89,044% + 239,29 R2=0,84
1042 Comp ¥ =15,6831'x% - 48,26% + 218,65 R2=0,81
N §=15,048" x> - 74,427 + 146,59 R2=0,99
P §=7,2042"x* - 39,692% + 149,76 R2=0,96
1144 Comp §=2,7447" x* - 25,831% + 179,44 R2=0,90
N §=16,837x% - 101,26% + 217,26 R2=0,82
P §=-4,5254x% + 50,547x* - 173,15% + 289,11 R2=0,79
VM01 Comp §=14,079" x% - 128,07x* + 324,5% - 63,409 R2=0,91
N §=2,2284"x% - 9,524x? - 6,0854% + 117,59 R2=0,74
P §=-10,637 x° + 100,69x° - 284,04% + 345,15 R2=0,99
Y 386 Comp $=0,0111"x*-0,0859% + 0,3427 R2=1
N §=0,0373"x%- 0,221% + 0,4704 R2=0,95
P $=0,0378"x*- 0,1861% + 0,3166 R2=0,98
1042 Comp §=0,0118"%%- 0,092% + 0,3809 R2=0,79
N $=0,0117"x%- 0,0649% + 0,2523 R2=0,89
P §=0,0234"x%- 0,1166% + 0,2402 R2=0,96
1144 Comp §=-0,0025"x? - 0,011% + 0,2751 R2=0,99
N §=-0,0365 x> + 0,2959x? - 0,7473% + 0,7683 R2=1
P §=0,0487"x* - 0,2643% + 0,4536 R2=0,97
VM01 Comp §=-0,0156"x* + 0,1534x? - 0,4446% + 0,5635 R2=1
N $=0,0505"x%-0,4116'x* + 0,97% - 0,3633 R2=1
P 9=0,0341"x*- 0,2367 x> + 0,4652% - 0,0906 R2=1
Yrpo 386 Comp ¥ =-0,0325x% + 0,213% + 0,1658 R2=10,78
N §=-0,0628 x? + 0,3453% + 0,1697 R2 = 0,95
P §=0,021"%3-0,2232x% + 0,7091% - 0,1345 R2=0,92
1042 Comp §=9y=0,347
N §=-0,0627 x* + 0,3476% + 0,147 R2=0,95
P §=-0,0571"x? + 0,3368% + 0,0764 R2=0,94
1144 Comp §=9=0377
N $=0,0239"x- 0,2894%2 + 1,003% - 0,4149 R2=0,99
P $=0,0195"x*- 0,2313%? + 0,8149% - 0,3292 Rz =0,90
VMOl Comp §=-0,0086 x> + 0,0854% + 0,1737 R2=0,92
N §=y=0,414
P $=0,0357"x*- 0,361 x* + 1,0829% - 0,4674 R2=0,98
Yo 386 Comp 9=y=0,341
N §=0,0415"x*- 0,2352% + 0,5831 R2=0,98
P §=-0,0098 x* + 0,1003%? - 0,2936% + 0,5395 R2 = 0,80
1042 Comp y=y=0,421
N §=-0,0111"x* + 0,1373%” - 0,4838% + 0,7908 Rz =0,95
P §=-0,0144"x° + 0,1748%? - 0,6 + 0,9115 R2=0,97
1144 Comp §=9=0,398
N §=0,0458" x> - 0,2672% + 0,6442 R2=0,92
P §=-0,0118"x* + 0,1453%” - 0,5205% + 0,8376 Rz = 0,96
VMO01  Comp §=9=0,461
N §=9=0,402
P $=-0,0176"x + 0,19% - 0,5999% + 0,8804 R2=0,98

s x *x: efeito ndo significativo e significativo@ou a 1 % de probabilidade, respectivamente, psie e
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Pigmentos fotossintéticos

A omissao de N diminuiu o teor de clorofila a + b (figura 18), deachichlb,
carotenoides e clorofila total (tabelee®). As maiores redugdes foram observadas na
semana 3, para todos os clones, quando detectou-se também o menor teor de N total,
maiores reducbes na taxa fotossintética e maiores danos aov&$aveis da
fluorescéncia da tha). Para P os menores teores de pigmentos foram observados na

semana 4, apos o ressuprimento de P.
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Figura 18:Teor de clorofila + b (mg g*) em folhas de quatro clones de eucalipto (386,
[-144, 1-042 e VM-01) de eucalipto submetidos a omissdo (semanas 1 e 3) e
ressuprimento (semanas 4 e 5) de N, P e tratamento controle (Comp.), cultivados em
solugdo nutritiva™, *, **: efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a 1 % de
probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Tabela5-Teores dos pigmentos fotossintéticos clorafifehl a), clorofila b (chl b) e
carotenoides (cart.), relacdo daathle chh+b/cart.e clorofila total (SPAD) em folhas

de clones de eucalipto submetidos a omissao (semanas 1 e 3) e ressuprimento de N ou P
e tratamento controle (Comp.)

Clone Tempo Trat. Nutricional Chla Chlb  Cart. Chla/b Chlatb/cart.  SPAD

semana 0 smememeeeeee- T T — unidades

386 1 Comp. 1,834 0,776 0,385 2,364 6,78 334

N 1,013 0,455 0,327 2,230 4,48 26,0

P 1,943 0,728 0,532 2,670 5,02 32,4

I-144 Comp. 2,566 0,739 0,567 3,475 5,84 35,2
N 1,437 0,563 0,434 2,553 4,61 31,6

P 2,470 0,833 0,614 2,967 5,38 35,8

1-042 Comp. 2,350 0,715 0,568 3,288 5,40 37,1
N 1,848 0,656 0,516 2,815 4,86 30,5

P 2,109 0,699 0,534 3,020 5,26 34,0

VM-01 Comp. 2,018 0,673 0,500 2,998 5,38 29,6
N 1,292 0,481 0,355 2,686 4,99 25,5

P 2,332 0,766 0,636 3,047 4,87 30,8

386 3 Comp. 2,184 0,529 0,550 4,130 4,94 34,2

N 1,189 0,202 0,351 5,900 3,96 20,4

P 2,329 0,572 0,627 4,074 4,62 30,7

1-144 Comp. 2,715 0,655 0,677 4,143 4,98 33,7
N 0,846 0,122 0,327 6,949 2,96 23,8

P 2,375 0,606 0,502 3,922 5,94 31,6

1-042 Comp. 2,500 0,695 0,605 3,595 5,28 35,4
N 1,288 0,177 0,330 7,296 4,44 20,9

P 1,742 0,353 0,467 4,935 4,48 31,0

VM-01 Comp. 2,180 0,534 0,554 4,084 4,90 30,3
N 1,063 0,170 0,326 6,256 3,78 18,8

P 2,075 0,443 0,536 4,681 4,70 27,4

386 4 Comp. 2,247 0,767 0,569 2,929 5,30 33,3

N 1,465 0,448 0,394 3,270 4,86 29,4

P 1,875 0,564 0,463 3,326 5,27 30,8

I-144 Comp. 2,385 0,743 0,634 3,212 4,93 32,6
N 1,392 0,373 0,365 3,731 4,84 27,7

P 2,049 0,631 0,530 3,246 5,06 32,7

1-042 Comp. 2,218 0,699 0,519 3,174 5,62 34,7
N 1,086 0,327 0,318 3,324 4,45 30,6

P 1,799 0,564 0,470 3,189 5,03 34,2

VM-01 Comp. 2,288 0,538 0,518 4,255 5,46 29,4
N 1,172 0,310 0,325 3,784 4,56 23,0

P 1,631 0,512 0,414 3,184 5,17 28,9

386 5 Comp. 2,267 0,757 0,549 2,996 5,51 35,7

N 2,468 0,833 0,547 2,961 6,04 39,0

P 2,254 0,771 0,544 2,923 5,56 34,7

I-144 Comp. 2,254 0,765 0,569 2,947 5,31 37,0
N 2,451 0,796 0,545 3,079 5,96 38,7

P 2,172 0,672 0,437 3,234 6,51 34,8

1-042 Comp. 2,339 0,776 0,479 3,016 6,51 35,5
N 2,261 0,748 0,488 3,025 6,17 35,8

P 2,109 0,646 0,427 3,265 6,46 36,2

VM-01 Comp. 1,985 0,662 0,441 2,999 6,01 34,8
N 1,836 0,563 0,425 3,261 5,64 315

P 1,765 0,556 0,398 3,173 5,84 31,6
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Tabela6-Equacfes de regressdo referentes ao teores dos pigmentos fotossintéticos
clorofila a, clorofila b e carotenoides, leitura de clorofila total (SPAD) e relacéo entre
clorofila a/b e clorofilaa+b/carotenoides, em funcéo do tempo (semana), em clones de
eucalipto submetidos a omissao e ao ressuprimento de N ou P e tratamento controle
(Comp.)

Clone Trat R? R?
Clordofilaa Clorofilab
386 Comp $=0,03" x> 0,30% +1,57 R2=0,99 $=0,107"x*- 0,54% + 0,89 R2=1
N §=0,16'x%- 0,60% + 1,47 R2=0,98 $=0,05x*-0,29% + 0,98 R2=0,99
P 9=0,15"x%-1,4801 x* + 4,06%-0,79 R2=1 $=-0,019'x*+0,19'x*- 0,57% + 1,13 R2=0,93
1144 Comp $=0,06'x*-0,6042x*+1,73%+1,38 R2=1 §=0,13'x*-0,74% + 1,17 R2=1
N $=-0,006"x°+0,32'x*- 1,53% +2,64 R2=1 §=0,034'x%- 0,24% + 1,04 R2=1
P $=0,079x3-0,7'x*+1,83% +1,29 R2=1 $=0,015%*- 0,07 + 0,78 R2=1
1042 Comp §=0,08x3-0,76"x*+ 2,07 + 0,96 R2=1 $=0,13x*- 0,77 + 1,29 R2=1
N §=0,17"x%-1,30'x% + 2,76% + 0,22 R2=1 $=0,067x-0,40% + 1,02 R2=1
P $=0,012%x3-0,014'x2-0,28%+2,39 R2=1 $=0,036"x?- 0,22% + 0,86 R2=1
VMO1 Comp $=-0,053"x*+0,44'x*-0,97%+26 R2=1 §=0,085x%-0,49% + 0,88 R2=0,98
N §=0,14'x%-0,71% + 1,87 R2=0,96 §=0,048 x*-0,34% + 1,05 R2=0,99
P $=0,099%x°-0,89'x*+2,16%+096 R2=1 $=0,107x*-0,54% + 0,89 R2=0,98
Carotenoides SPAD
386 Comp §=-0,02¢ + 0,16% + 0,24 R2=0,99 $=0,42"x%-3,62"x* + 9,37 + 27,2 R2=1
N $ =0,02%-0,09% + 0,40 R2=0,98 §=2,72"x%- 12,97 + 36,267 R2=0,85
P $ =0,05% - 0,45% + 1,2453x - 0,31 R2=1 $=0,66x-533x*+12,17%+2497 R2=1
1144 Comp §=-0,026% + 0,18% + 0,44 R2=0,98 $=0,60x3-4,78'x*+10,45%+28,89 R2=1
N §=0,04%-0,23% + 0,62 R2=0,98 §$=-0,11"x3+ 4,006 x*- 18,7 + 46,27 R2=0,98
P §=-0,02%¢ + 0,20% - 0,59% + 1,02 R2=1 $=-0,015"x3+0,99'x*- 5,87% + 40,71 R2=1
1042 Comp  §=0,014%-0,15% + 0,43% + 0,27 R2=1 $=0,29'x%-2,14% + 38,85 R2=0,87
N §=0,047% - 0,29% + 0,76 R2=0,96 §=-0,71"x3+8,9'x*-30,3% + 53,11 R2=0,98
P $=0,001% - 0,029% + 0,56 R2=0,93 §$=0,206x*-1,15'x*+1,1T%+ 34,07 R2=1
VMO1 Comp §=-0,02¢ + 0,1T% + 0,41 Rz2=1 y=1,19'x%- 10,38 x* + 26,63% + 12,27 R2=1
N §=0,019% - 0,09% + 0,44 R2=0,89 §=0,17x*+0,81"x*-859% + 33,13 R2=0,98
P $ = 0,005% - 0,067% + 0,71 R2=0,95 §=0,28"x%-1,75"x% + 2,04% + 30,3 R2=1
Clorofilaal/ b Clorofila a+ b/carotenoides
386 Comp §=0,33'x*-3,35x%+9,97% - 4,59 Rz=1 §=-0,13"x*+ 1,44x*-5,08% + 10,52 R2=1
N 9=0,66'x>-6,78"x>+20,37%-12,01 R2=1 $=-0,06"x%+0,89'x* - 3,0 + 6,66 R2=1
P §=0,16"x%-1,79"x% + 5,78% - 1,45 Rz2=1 §=-0,11"x3+ 1,18 x> 3,47% + 7,42 R2=1
1144 Comp §=0,08"x%-0,84"x*+2,48% + 1,59 R2=1 §=0,04"x%-0,15"x% + 0,09% + 5,42 R2=1
N $=0,98"x*-9,89'x*+29,08%-17,3 R2=1 §=0,19"x%- 1,49 x? + 3,22% + 2,93 R2=1
P §=0,45x%-4,57x*+13,17%-6,08 R2=1 $=0,03'x%+0,06"x% - 1,04% + 6,21 Rz=1
1042 Comp §=0,19'x3-1,93"x*+5,61% - 0,39 R2=1 $=0,02x%-0,03'x*- 0,57% + 6,41 R2=1
N §=077"x3-7,98x*+24,09%- 14,32 R2=1 §=-0,32"x3+3,47'x*-10,3% + 12,1 R2=1
P $=0,18"x%-1,87'x*+ 5,4%- 0,81 R2=1 $=0,39'x%-3,48"x* + 9,17% - 0,69 R2=1
VMO1 Comp §=-0,15x°+1,06'x*-1,76%+385 R2=1 §=-0,07"x3+0,82'x*- 2,62% + 7,25 R2=1
N $=0,59'x°-6,2"x% + 18,8% - 10,53 R2=1 §=-0,07"x3+1,07'x*- 3,89% + 7,88 R2=1
P $=0,38"x*-3,80'x*+ 11,1 - 4,62 R2=1 §=-0,02"x3+0,37"x*- 1,28% + 5,80 R2=1

" * ** efeito ndo significativo e significativo a 5 ou a 1 % de philidade, respectivamente, pelo teste
F, em relacdo ao tratamento controle
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A partir dos dados obtidos nos tempos de coleta intermediério e final, semanas 1,
3, 4 e 5, foram calculados os coeficientes de correlagdo para os dados referentes a
omissdo e ressuprimento de N e tratamento controle (tabela 7) e para omissao e
ressuprimento de P e tratamento controle (tabela 8). Foram utilizados também os dados
das atividades enzimaticas (capitulo 1). Observam-se correlacdes fortes e significativas
entre a atividade das duas enzimas, nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS).

Para P as duas enzimas avaliadas, fosfatase acida (APase) e ribonuclease
(RNase), apresentaram bom relacionamento entre si, porém apresentaram
relacionamento menor, e muitas vezes nao significativo, com as demais variaveis.

A matriz de correlacdo para as variaveis finais ou acumuladas (tabelf) 9
evidencia que a eficiéncia de retranslocacdo apresentou forte e significativo
relacionamento com a perda relativa da fotossintese, para os tratamentos referentes a
omissao de N e P. Para N as correlagdes foram, em geral, mais fortes e significativas

que as observadas para P, para as demais variaveis.
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Tabela 7: Coeficiente de correlagdo de Pearson para variaveis avaliadas em cloneliptie ®ummaetidos a omissdo (semanas 1 e 3)
seguida do ressuprimento de N (semanas 4 e 5) e tratamento controle

GS Spad Chla Chlb Car. Chlatb N P S A g5 CilCa Y, Yo  ETR  Fv/Fm
NR 0,97* -0,64* -0,74** -0,79** -0,69* -0,78** -0,72* -0,63* -0,59** -0,75** -0,03° 0,68** -0,73* 0,59** .0,73* -0,51*
GS -0,63* -0,73** -0,80** -0,68 -0,77* -0,72* -0,69* -0,62** -0,73** -0,04° 0,66** -0,69** 0,54** -0,69* -0,55*
Spad 0,82** 0,90** 0,73** 0,87* 0,86* 0,57* 0,53* 0,83** 0,46** -0,43** 0,71* -0,388* 0,70** 0,43*
Chla 0,86** 0,93* 0,98* 0,86** 0,46** 0,56** 0,74** 0,24* -0,51** 0,64* -0,45** 0,64* 0,42*
Chlb 0,77** 0,92** 0,83* 0,73* 0,56** 0,85** 0,37* -0,50* 0,74* -0,49** 0,74** 0,51**
Car. 0,91** 0,71** 0,38* 0,49* 0,61* 0,17 -0,43* 057* -0,37** 057* 0,37*
Chla+b 0,88** 0,55* 0,58* 0,79* 0,28* -0,52** 0,69** -0,47** 0,69** 0,45**
N 0,56* 0,67** 0,85* 0,26" -0,61** 0,69** -0,47** 0,69** 0,50*
P 0,58* 0,69* 0,18° -0,49** 0,64* -0,48* 0,63* 0,45*
S 0,57** 0,14° -0,38** 0,41* -0,40* 0,41* 0,24°
A 0,46** -0,56** 0,83** -0,62* 0,83* (,57*
s 0,41** 0,28° -0,03° 0,258° 0,04°
Ci/Ca -0,61* 0,58* -0,61* -0,49%
Y -0,69%*  0,99%  0,48*
Yypo -0,69** -0,34**
ETR 0,47*

Fv/Fm

GS: atividade da enzima glutamina sintetase; NR: atividade da enzima nitrato redutase; SPAD: ®awéladotal por clorofilometro
SPAD; Chla: teor de clorofilaa; Chl b: teor de clorofileb; Cart: teor de carotenoides totais; £#lb: soma dos teores de clorofila a e b;
N, P e S: teor de N, P e & taxa de fotossintese liquida; gs: condutancia estomatica; Ci/Ca: razao entre a concentragéa darc@a
subestomética e no ambientq; rendimento quéantico efetivo do fotossistemar|ko dissipagéo de energia regulaBidR: taxa aparente
de transporte de elétrons; Fv/Fm: eficiéncia fotoquimica do Fotossist&ifa’Ii*: ndo significativo e significativo a 10, 5 e 1 % de

probabilidade, respectivamente, peto teste F.

79



Tabela 8: Coeficiente de correlagdo de Pearson para variaveis avaliadas nas serguasidsao de P) e 4 e 5 (ressuprimento de P) e

tratamento controle

Apase SPAD Chla Chlb Cart Chlatb N P S A gs CilCa Y Ywo ETR Fv/Fm
Rnase  0,85** -0,42* -0,44* -0,48* -0,21"™ -0,51* -0,58* -0,16° -0,46° -0,57* -0,21™ 0,16° -0,27 0,39 -0,27 -0,09°
Apase -0,35* -0,31° -0,30° -0,07 -0,34° -0,51" -0,14° -0,37** -0,41** -0,184° 0,07ns 0,03° 0,19° 0,04 -0,13"
SPAD 0,36** 0,61** 0,10° 0,49** 0,44** 043* 0,34** 0,72** 0,63 0,17° 0,38*  -0,30° 0,38* -0,06°
Chl a 0,49** 0,78 0,95* 0,27° -051* 0,18° 0,35* 0,27° 0,0 0,30° -0,38* 0,30° -0,09°
Chl b 0,31° 0,73** 0,42* -0,64** 0,28° 0,75* 0,45* -0,08° 0,56** -0,45** 0,56** 0,09°
Cart. 0,72*  0,00° -059** 0,06° 0,09° 0,05° 0,02° 020° -0,18° 0,20° -0,09°
Chla+b 0,36** -032* 0,24 0,53* 0,36** -0,01" 0,43* -0,45* 0,43* .0,04°
N -0,18" 0,62* 0,48* 0,16 -0,28° 0,27° -0,52** 0,27° 0,10°
P 0,08° 0,37* 023* 0,04 052 -035* 052 0,02°
S 0,320 0,24° 0,0 0,16° -0,26° 0,16° -0,03°
A 0,59** -0,11" 0,66** -0,65** 0,66** 0,13°
Os 0,61* 0,23°  -0,14° 0,23° -0,06°
Ci/Ca -0,31° 047 -0,31° -0,14°
Yo -0,76* 0,99* 0,16"
Y NPQ -0,76** -0,16"
ETR 0,16*

FvFm

Apase: atividade da enzima fosfatase acida; RNase: atividade da enzima ribonuclease; SPAD: leituraadeotdbusil clorofilometro
SPAD; Chk: teor de clorofilaa; Chlb: teor de clorofileb; Cart: teor de carotenoides totais; &€#lb: soma dos teores de clorofda b; N,

P e S: teor de N, P e 8; taxa de fotossintese liquida; gs: condutancia estomética; Ci/Ca: razdo entre a concentragamadsbara
subestomética e no ambientq; rendimento quéantico efetivo do fotossistemar ko dissipacdo de energia regulada; ETR: taxa aparente
de transporte de elétrons; Fv/Fm: eficiéncia fotoquimica do Fotossistethd Il : ndo significativo e significativo a 10, 5 e 1 % de
probabilidade, respectivamente, peto teste F.
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Tabela 9: Coeficiente de correlacdo de Pearson para variaveis com efeito acumulativo da monisg&csemanas, e ressuprimento por
duas semanas, de N e tratamento controle, em quatro clones de eucalipto

Massa Massa Massa Massa Massa Contelido Contetdo Conteldo Conteldo Contetdo

PA/R EU EU PA EA IRET

Total Folha Caule Raiz PA Total Folha Caule Parte Aérea  Raiz
A relativa -0,76 -0,87 -0,85° -0,49° -0,85 -0,39° -0,91° 0,877 -093 -0,90" 0,74 -053 0,73 -062° -086
Massa Total 0,95 0,98 0,87 098 -0,02® 096 0,94 0,86 0,93 081 093 -051° 0,14° 0,69
Massa Folha 093 069 098 024° 094 0,98" 0,89 0,97 064 085 -044° 037° 0,60
Massa Caule 0,80 0,98 0,09° 0,96 0,93 0,91 0,94 082 088 -054° 026° 0,75
Massa Raiz 0,76 -0,51" 0,76 0,68 0,558" 0,66 0,85 091" -0,48° -0,34° 0,55"
PA 0,17° 0,97 0,97 0,92 0,97 0,7# 088 -050° 0,32° 0,70
PA/R 0,13° 0,24 0,39° 0,28* -0,3* -0,20 0,03 0,93 0,08°
Contetdo Total 0,97 0,94 0,98 084 079" -0,70¢ 0,35 0,84
Contetdo Folha 0,94 1,00 0,70 0,78 -059° 043° 0,74
Cont. Caule 0,96 068 064 -067 059 083
Cont. PA 0,70 0,76 -0,62° 047 0,77
Cont. Raiz 068 -0,77 -0,03° 0,82
EU -0,22°  -0,14° 0,42°
EUPA -0,33° -0,91°
EA 0,40

A relativa: perda acumulada da taxa fotossintética liquida em relacéo ao tratamente;ddatsa Total: massa da matéria seca de toda a planta; Massa Folha: massa
da matéria seca de folhas; Massa Caule: massa da matéria seca de caule; MassssRaia:meéria seca da raiz; massa PA: massa da matéria seca de folha e caule ;
PA/R: relacdo entre a massa da parte aérea e massa do sistema radicular; Cotgkuwdmtetdo total de N;Conteldo Folha: conteddo de N nas folhas;Cont. Caule:
contetido de N no caule;Cont. PA: contetddo de N nas folhas e caule; @antcddtelddo de N na raiz; EU: eficiéncia de utilizacdo de N; EUPA: eficiéncia de
utilizacdo de N para a parte aérea; EA: eficiéncia de absorcdo HREN; eficiéncia de retranslocacdo de N em relac&o ao tratamento c8htfple.”: néo
significativo e significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade, respectivanpatteteste F.
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Tabela 10: Coeficiente de correlagédo de Pearson para varidveis com efeito acumulativo da omisséo, por trés semanas, e regsuprimento |
duas semanas, de P e tratamento controle, em quatro clones de eucalipto

Massa Massa Massa Massa Massa Contetldo Contetdo Contetddo Contelido Contetdo

Total Folha Caule Raiz PA PARR Total Folha Caule  Parte Aérea  Raiz EUEUPA  EA ET
A relativa 0,13 0,07 -0,32° -0,08° -0,12° -0,03° -0,69 -0,16°  -0,87 -0,69 -0,49° 044 0,78 -0,38° -0,75
Massa Total 0,76 093 062 090 -0,18° 0,48 0,41 0,28° 0,38" 0,54° 0,70 0,14° -0,27° 0,09°
Massa Folha 0,81 0,04 09 040° 0,44° 0,82 0,19® 0,49° 0,21 0,50° 0,27° 0,12° 011"
Massa Caule 0,37° 095 0,10° 0,72 0,62 0,53*° 0,66 064£ 041° -0,11° 0,06° 0,25°
Massa Raiz 0,20° -0,87° -0,02° -0,45° -0,08° -0,22" 0,41 068 014° -0,76 -0,13°
PA 0,27° 0,60" 0,76 0,37° 0,60 0,44° 0,48° 0,09° 0,10° 0,19°
PA/R 0,39° 0,80" 0,32° 0,57° 0,11 -0,50® -0,21™ 0,87 0,18"
Contetdo Total 0,59° 0,94 0,96 0,79 -0,29° -0,73 062 0,31°
Contetdo Folha 0,41 0,72 0,12° -0,04° -0,06° 0,60° 0,39°
Cont. Caule 0,92 0,70 -0,46° -0,85 0,65 0,30°
Cont. PA 0,58° -0,36° -0,67 0,74 0,358°
Cont. Raiz -0,07 -0,65 0,19° 0,14°
EU 0,75 -0,78 -0,24°
EUPA -0,65 -0,31"
EA 0,16

A relativa: perda acumulada da taxa fotossintética liquida em relacéo ao tratamente; ddatsa Total: massa da matéria seca de toda a planta; Massa Folha: massa
da matéria seca de folhas; Massa Caule: massa da matéria seca de caule; MassssRala:matéria seca da raiz; massa PA: massa da matéria seca de folha e caule ;
PA/R: relagdo entre a massa da parte aérea e massa do sistema radicular; Cotgk@dmtetdo total de P;Contetdo Folha: conteddo de P nas folhas;Cont. Caule:
conteddo de P no caule;Cont. PA: conteddo de P nas folhas e caule; @ipntoRteddo de P na raiz; EU: eficiéncia de utilizacdo de P; EUPA: eficiéncia de
utilizacdo de P para a parte aérea; EA: eficiéncia de absorcdo de P; IRET: efiémetsanslocacdo de P em relacdo ao tratamento cdfityle, ™: ndo
significativo e significativo a 10, 5 e 1 % de probabilidade, respectivanpetteteste F.
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Discussao

A omissdo de N resultou no decréscimo dos seus teores totais nas folhas
diagnostico, na taxa de crescimento e de fotossintese liquida, nos teores dos pigmentos
fotossintéticos e em danos ao; F® ressuprimento de N recuperou o valor destas
variaveis, evidenciando a grande resiliéncia dos clones avaliados. Para P foram
observadas quedas na taxa de crescimento, especialmente no crescimento relativo em
didmetro e altura, na taxa fotossintética liquida, nos teores de P das folhas diagndstico
(semana 1) e danos aoF&stas alteracdoes ocorreram de formas diferentes de acordo

com o clone em questao.

O clone 386 foi 0 clone que apresentou maior crescimento no tratamento
controle, corroborando com o resultado obtido por Pinto et al. (2011). Entretanto, o 386
também apresentou o maior efeito da omissdo de N ou P no crescimento em massa. Seu
menor crescimento final na omissao e ressuprimento de N foi coerente com 0s menores
valores de fotossintese liquida, visto que ele apresentou a maior reducao relativa na
fotossintese na omissdo de N. Estes resultados indicam que as altas taxas de
crescimento e eficiéncia nutricional alcangados no tratamento controle dependem de um
perfeito suprimento nutricional que, se ndo ocorrer, levard a drasticas diminui¢cdes do
crescimento. Portanto, o clone 386 ndo apresenta bons mecanismos de resisténcia ao

estresse nutricional.

O clone VM-01 apresentou 0 menor crescimento no tratamento controle, como
observado por Pinto et al. (2011). J& na omissao/ressuprimento de N ou P se distinguiu
dos demais, pois o estresse nutricional ndo resultou em redugdo no crescimento em
massa ao final do experimento, embora tenha ocorrido reducao da taxa
fotossintética e da taxa de crescimento em didmetro durante a omissdo. Para o
tratamento de omissao/ressuprimento de P houve maior crescimento, que pode ser
explicado pela maior translocacdo de P, visto que este clone apresentava 0s maiores
teores quando da omissédo, e por crescimento compensatorio ap0s 0 ressuprimento,

recuperando o teor inicial de P com maior velocidade.

O clone VM-01 foi o que apresentou a menor EUP no tratamento controle e o
maior acréscimo desta eficiéncia quando submetido a omissao e ressuprimento de P,
além de apresentar a maior EA para o tratamento controle e o referente a P. Estes

resultados indicam que as mudanca frente a omisséo e ressuprimento de P conferem ao
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clone maior resisténcia ao estresse nutricional, visto que € capaz de manter o seu
crescimento sob limitado suprimento de P. Essa habilidade pode ser explicada pelo
maior acumulo de nutrientes nos vacuolos e em outros 6rgaos, como o caule, que serve
de reserva para possiveis situacdes de disponibilidade restrita de P. A capacidade de
alocacéo de nutriente no caule foi relatada por Lima (1996), que observou este mesmo
padrdo quando avalida. camaldulensisum dos materiais que compde o hibrido VM-

01. No presente trabalho, o clone VM-01, que apresentou a maior retranslocacéao de P,
foi também o de maior queda na alocacdo de P no caule, corroborando com o0s
resultados obtidos por Lima (1996). Para N, o clone VM-01 foi 0 que apresentou a
menor perda relativa em A, quando submetido a omissao/ressuprimento de N, fato que
€ atribuido a rapida recuperacao da taxa fotossintética apds o ressuprimento de N. Foi
também o Unico clone em que EUN aumentou com a omissao e ressuprimento de N,

apresentando os maiores valores de EUN e de EAN.

Os teores relativamente elevados de N ou P das folhas diagndstico, na terceira
semana de omissdo, resultam da ciclagem interna destes nutrientes, visto que estas
folhas tiveram todo o seu crescimento no periodo de omisséo. Assim, os teores de N ou
P nestas folhas indicam a grande capacidade de retranslocacéo, especialmente de P, que
na terceira semana apresentou teor igual ou superior ao do tratamento controle. Estudos
indicam que, como média geral, a capacidade de retranslocacao de P é de 50 % e pode
ocorrer devido a senescéncia foliar ou estimulado pelo baixo suprimento de Pi (Aerts,
1996). Para culturas perenes essa retranslocacao tende a ser maior e é capaz de supril
em até 66 % a demanda por nutrientes méveis (Miller, 1995). Utilizando a férmula
proposta por Vitousek e Sanford (1986), e considerando como tecido senescente folhas
recém-descartadas, Silva (2011) encontrou que a retranslocacédo de N e P em eucalipto
foi de 70 e 38 % respectivamente, quando nédo foi feita a fertilizacdo mineral. Esse
resultado comprova a grande importancia da ciclagem interna em eucalipto, tornando
desnecessarias as adubacdes de manutencédo, especialmente de N em determinada:
situacgdes, justificando a n&o resposta a adubacéo muitas vezes observadas em condic¢des
de campo (Miller, 1995; Santos, 2001). A maior retranslocagéo de P foi observada no
clone VM-01, que apresentava o maior teor de P nas folhas velhas, e esta de acordo com
observado por Saur et al. (2000) e Silva (2011). Esta alta ciclagem interna, observada
para todos os clones, € uma das estratégias adotadas pelas plantas para garantir maior

eficiéncia nutricional e é essencial para a sustentabilidade do plantio.
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Maiores valores de EAN e EAP foram observados no clone VM-01, para o
tratamento controle e de omissao/resuprimento de N ou de P. Seu sistema radicular
apresentava raizes com menores diametros, possivelmente com maior area radicular
especifica, caracteristica visualmente observada, resultando na maior EA entre os clones
estudados. O clone 386 apresentou acoplamento do crescimento da parte aérea e do
sistema radicular e absor¢céao dos nutrientes, especialmente N, que resultou na igualdade
da relacdo parte aérealsistema radicular e efeito ndo significativo do tratamento de
omissao/ressuprimento na EAN. Para o clone I-144, no tratamento de P, e 1-042 e VM-
01, no tratamento de N, houve aumento da alocacéo de fotoassimilados na raiz, que &
um dos sinais mais tardios de desbalanco nutricional (Huang et al., 2008). Aumento na
alocacdo de biomassa na raiz pode ser uma boa estratégia, especialmente na baixa
disponibilidade de P, em razdo da menor taxa de difusdo deste nutriente (Liao et al.,
2004) Estudos desenvolvidos com eucalipto (Mello et al., 1998; Goncalves e Mello,
2000; Reis et al., 2006) indicam que em sitios com maior disponibilidade dos recursos
agua e nutrientes, menor sera o indice de alocacdo de fotoassimilados na raiz e,

conseguentemente, maior sera a relacao parte aérea/sistema radicular.

A produtividade das plantas depende da sua taxa fotossintética que, por sua
vez, integra diversas variaveis fisioldgicas. Dentre estas variaveis, foi observado que o
teor de clorofilaa, b e total diminuiu na omisséo de N e esta reducdo se correlacionou,
de forma positiva e significativa, co& Y, Fm e ETR. Assim, quedas nos teores dos
pigmentos fotossintéticos estdo associadas a menores dissipacfes fotoquimicgas, no FS

(Y1), e, consequentemente, maiores Ynpoe Yno, COMO observado para todos os clones.

As quedas no Yy resultam na geracdo de menor quantidade de compostos
redutores e, consequentemente, queda na ETR e, em conjunto, tais alteracdes explicam,
em parte, as quedas e visto que essas ndo podem ser explicadas por limitacao
estomatica ( Damour et al., 2010; Warren, 2011). Este efeito do N ja foi observado em
outras culturas, e pode ser explicado pela grande associacéo do N (50-80 %) ao aparato
fotossintético (Morita, 1980; Langsdorf et al., 2000). Esta queda emimbém pode ser
atribuida a menores teores da rubisco, enzima que atua na fotossintese e apresenta N em
sua estrutura. Cerca de 90 % da rubisco é sintetizada em até duas semanas apés a
expansao foliar, periodo em que as folhas diagndéstico eram avaliadas e coletadas, e a
falta de N afeta sintese desta enzima (Makino et al., 1992; Bungard et al., 1997). Para

girassol, o teor de rubisco aumentou em 5,2 vezes quando a concentracdg de NO
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passou de 2,0 para 10,0 mmat & este aumento resultou no aumento da fotossintese
(Pankovic et al., 2010). Dos até 80 % do N presentes nos cloroplastos, 30 a 50 % estéo
na estrutura da rubisco (Evans, 1996). Assim, este forte relacionamento entre N e
fotossintese ja foi obervadem diversas culturas (Farquhar et al., 1980; Field &
Mooney 1986; Evans, 1996; Grassi et al., 2002).

Grande parte do N dos cloroplastos encontra-se nos pigmentos fotossintéticos,
0 que explica a grande queda observada nos teores dos pigmentos, especialmente
clorofilaa eb. Assim, reducdes na taxa fotossintética e no teor de N se correlacionaram,
forte e significativamente, com os teores dos pigmentos seja por extracdo ou por
determinacdo com o SPAD. Além da diminuigcdo do teor dos pigmentos, houve aumento
da relacdo de ¢tha/b, especialmente na omissdo de N, indicando degradacéo
relativamente maior da dh Aumentos relativos de tla indicam predominancia de
centros de reacéo (F)Se da ETR, em detrimento del ¢ que € acessoria a el esta
associada ao complexo coletor de radiacdo (Anderson, 1986; Terashima & Hikosaka,
1995). Esta € uma estratégia que ajusta a capacidade de absorcdo da radiacdo a suc
demanda atual. O aumento no teor de carotenoides em relacdo ao teor de clorofilas,
medido pela relacao th+b/carotenoides, é forte indicador de estresse. Os carotenoides
sdo pigmentos acessorios que tém como funcdo prevenir a oxidacdo das clorofilas
(fotoprotecdo) e também atuam na captacdo da luz, e no caso de estresse a principal
funcado estéa relacionada a evitar danos fotoxidativos (Hendry & Price, 1993).

Foi observado queda na relacdo Fv/Fm, que mede a eficiéncia fotoquimica do
FSi, embora apenas na semana 3, quando era mais longo o tempo de omisséo de N, este
valor foi inferior a 0,75, indicando perda da capacidade fotossintética (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1989). Assim, mesmo com a reducgdo na eficiéncia fotoquimica
potencial, esta ndo foi limitante as reacdes fotossintéticas e a Fv/IFm ndo foi uma
variavel sensivel ao estresse. Continuando a investiga¢do da limitacdo fotoquimica, foi
observado que o estresse por falta de N levou a menor dissipacéo fotogtiifhida (
radiacdo absorvida, compensado pelo aumento na dissipacdo na forma de calor ou
fluorescéncia. Estas alteracBes, especialmente o aumenifQpg@stio associad a
estresses abibticos (Muller, 2011; Golding & Johnson, 2003; Joliot & Joliot, 2006). Por
isso, estas relagcdes sdo amplamente utilizadas na escolha de novos materiais genéticos
(Murchie & Lawson, 2013). A inibicdo da fotossintese gera um gradiente de pH, com

acidificacdo do lume do tilacoide, que acaba por ativar a conversao de violaxantina em

86



zexantina, responsavel pela dissipacdo da energia na forma de calor (Golding e Johnson,
2003; Logan, 2005; Smirnoff, 2005), evitando danos foto-oxidativos ao(G8 e
Baker , 2002).

A energia luminosa absorvida pelas clorofilas é transferida para os centros de
reacdo, que sao unidos pela cadeia transportadora (ETR), onde serdo gerados o0s
compostos redutores e o gradiente transmembrana de protons, necessario para a sintese
de ATP. Isto explica a forte correlagdo emteETR eYypoobservada neste trabalho.
DiminuicBes na ETR indicam perda na capacidade fotossintética ou uma regulacéo para
se evitar danos foto-oxidativos no caso de queda da capacidade assimilatoria de CO
Resultados semelhantes foram obtidos por Lu & Zhang, 2000; Lu et al. 2001) para
milho e por Torres Netto et al. (2005) para café. DaMatta et al. (2005), também
trabalhando também com café, observaram queda na ETR e aumento de dissipacdo nao
fotoquimica em plantas sob deficiéncia de N, corroborando os resultados deste

trabalho.

Os efeitos de P na fotossintese foram em geral, relativamente, menos
acentuados que os de N, e sdo mais relacionados aos compostos fosforados ATP e
NADPH (Lambers et al., 2011; Warren, 2011; Veneklaas et al.,, 2012). Ndo ha
evidencias de que o teor de P interfira na fotossintese por meio da limitagdo estomatica.
Assim, as respostas observadas neste trabalho na omissdo de R epanangnto da
relacdo @C, encontram respaldo na literatura (Kirschbaum & Tompkins 1990; Lewis et
al. 1994; Turnbull et al. 2007; Bown et al. 2009; Warren, 2008; 2011), pela qual os
efeitos da limitacdo de Pi na fotossintese se déo pela reducédo da taxa de carboxilacédo
maxima da rubisco e da sua regeneracao (Fredeen et al., 1989; Jacob & Lawlor, 1992;
Plesnicar, 1994), pela menor sintese de ATP, dado ao baixo Pi, e danos;nos FS
(Sawada et al., 1992; Anwaruzzaman et al., 198Biemets et al., 1999). Quante a
variaveis do Fg avaliadas neste trabalho, os maiores efeitos do estresse por omissao de
P foram observados na semana 2 (2 semanas ap6s a omissao de P), quando a queda d
Y. se correlacionou comqueda deé\ e ETR, indicando a oxidacéo &&;. A queda da
ETR é relatada na literatura como forte indicadora da deficiéncia de Pi (Niinemets et al.,
1999; Turnbull et al., 2007) e explica as alteracbes nas demais variaveis da fase
fotoquimica. A queda da ETR ocorre pela menor disponibilidade de Pi para sintese de
ATP e NADPH, explicando a alta correlagéo entre ETR&, aqui registradas. Quanto

aos pigmentos, foi observada queda nos seus teores no periodo de omissao, embora com
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intensidade menor do que a observada para a omissdo de N. Na literatura h& relatos de
que a deficiéncia de P né&o resultou na queda dos teores de pigmentos fotossintéticos
(Sawada et al., 1983; Fredeen et al., 1989; Crafts-Brandner, 1992; &uda
Shimogawara, 1991). Entretanto, as maiores quedas dos teores dos pigmentos foram
observadas na semana 4, uma semana ap0s o ressuprimento de P, indicando que a plant:
utiizou o P refornecido em outras rotas alteradas pelo estresse, visto que estes
pigmentos foram relativamente pouco alterados. Uma destas rotas podem ser as reacdes
da fase bioguimica da fotossintese, relatadas na literatura, em que Amag&dzsstava

acoplada a taxa maxima de carboxilacdo da rubisco e a baixa regeneracdo desta,

comprovando as hipéteses levantadas para outras culturas (Turnbull et al., 2007).
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Conclusobes

A omissao de N e P alterou os seus teores foliares, a taxa fotossidtgaca (

eficiéncia fotoquimicgY ), que se recuperaram apos o ressuprimento de N ou P.

A alta retranslocacao de P foi capaz de suprir P a folha diagndéstico, em teor
igual ou superior ao teor detectado no tratamento dentgoando havia omissao do

nutriente.

O clone 386 foi o que apresentou maior crescimento no tratamento controle,
porém, foi também o que sofreu os maiores efeitos da omissao/ressuprimento de N ou
P. J4 o clone VM-01, que apresentou menor crescimento no tratamento controle, foi
também o clone em que a omisséo/ressuprimento de N ndo afetou o crescimento e a de

P resultou em maior crescimento.

A reducédo na taxa fotossintética esta associada ao menor transporte de elétrons

e menor rendimento quantico do fotossistema Il, causadas pela omissdo de N e P.

O teor total de N e de pigmentos fotossintéticos &clahl b e leitura SPAD),
taxa fotossintética e rendimento efetivo do FSII foram sensiveis ao suprimento

nutricional e sdo bons marcadores quanto ao status de N.
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Conclusdes Gerais

Os clones avaliados apresentaram comportamento diferencial quanto ao estresse
nutricional imposto, revelando diferentes mecanismos de resisténcia ao estresse por
falta de N ou de P e de recuperacao apos o ressuprimento do nutriente. Dentre os clones,
0S mais contrastantes sao o clone 386 e VM-01, sendo o primeiro de alta exigéncia e
eficiéncia nutricional e maior crescimento, porém de baixa tolerancia a restricdo de N
ou P. J& o clone VM-01, menos eficiente nutricionalmente, mostrou-se mais tolerante a
restricdo, visto que a omissao/ressuprimento de N ou P ndo diminuiu seu crescimento

€em massa.

O teor de N total mostrou se como bom indicador do status de N da planta, visto
gue apresentou alta e significativa correlagdo com diversas variaveis avaliada8, como
atividade da NR e GS, teores de ahthlb e total (SPAD), ETR &),. O contetdo de
N total na planta apresentou bom relacionamento com a perda acumulada de A, massa
da matéria seca, eficiéncia de utilizacdo e de translocacdo de N. Ja o teor de P se
correlacionou apenas com o teor de carotenoides total, e, embora significativa, a
correlacéo foi baixa, indicando que o teor de P ndo € um bom indicador do status de P,
nestas condi¢cdes. Das outras variaveis avaliadas, os melhores relacionamentos foram

paraA e atividade da RNase.

Dentre os genes avaliados, os mais sensiveis a variacado clonal foram o GS2;1 e
GInl;3, para o status de N, e RNS1 e PHO1;H1 para o status de P.
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