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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito.

Nao sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes””.

Martin Luther King

“Entre as imagens que mais profundamente marcaram minha mente, nenhuma excede a
grandeza das florestas primitivas, poupadas da mutilacao pela mao do homem. Ninguém
pode passar por essas solidfes intocado, sem sentir que existe mais dentro do homem do

i)

que a mera respiragdo do seu corpo’’.

Charles Darwin
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RESUMO

Apesar da deposicdo antropica de compostos soltveis de N e o aquecimento da atmosfera
ja terem sido comprovados no entorno de remanescentes urbanos de Floresta Atlantica em
Sdo Paulo, pouco se conhece sobre os efeitos desses distlrbios ambientais sobre os
processos biogeoquimicos no solo e sobre o metabolismo de N nas espécies presentes
nesses remanescentes florestais. Sendo assim, o presente estudo foi proposto com 0s
objetivos de: 1) verificar se ha aumento da biodisponibilidade de NH4* e NOs™ no solo e
das concentracBes de N soltvel nas raizes e folhas de plantas jovens de uma espécie
arbdrea pioneira e uma espécie arbdrea ndo pioneira, quando cultivadas em vasos contendo
solo superficial proveniente de um fragmento urbano de Floresta Atlantica, apds adigdo de
nitrogénio; 2) verificar se o nivel de atividade de nitrato redutase e glutamina sintetase, as
concentracdes de pigmentos em folhas e o crescimento diferem entre as referidas espécies;
3) verificar se as proporcdes entre NHs" e NOsz no solo e se as estratégias de
aproveitamento dessas formas sollveis de N pelas duas espécies sdo alteradas pela
elevacdo da temperatura do ar. Foram realizados dois experimentos independentes (um
para cada espécie) em uma camara de crescimento, subdividida em dois ambientes
autdbnomos, denominados camara 1 e cdmara 2. Na camara 1, as plantas foram mantidas
em termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e na camara 2, em termoperiodo de 32°C dia/20°C
noite. Cada experimento foi iniciado com 96 plantas por camara, sendo 48 plantas
cultivadas em solo de floresta urbana com tratamento de fertilizacdo balanceada e 48
plantas cultivadas no mesmo solo com fertilizagdo balanceada + N, compondo-se 4
réplicas inteiramente casualizadas por tratamento, com 12 plantas cada. Foram retiradas 3
plantas por réplica de tratamento aos 7, 14, 21 e 28 dias de experimento. Raizes e folhas
destas foram reunidas de modo a obter 4 amostras mistas de ambos os 6rgdos por
tratamento a cada 7 dias. As amostras mistas de raizes e folhas foram analisadas quanto a
atividade das enzimas nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS) e concentracOes de
N-NHs e N-NOg, clorofila as a e b e carotenoides. Foram realizadas medidas de altura e
numero de folhas e determinada a biomassa seca de folhas e raizes a cada 7 dias. O solo
utilizado para crescimento das 3 plantas por réplica de tratamento foi retirado aos 7, 14, 21
e 28 dias de experimento e também foi reunido para compor 4 amostras mistas por
tratamento e por semana para analise das concentracdes de NH4" e NOs™. Os dados foram
submetidos a analise de variancia com trés fatores (Fator 1: temperatura; fator 2:

tratamento de solo; fator 3: tempo). Em um cenario de mudancas climéticas e alta
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deposicédo de nitrogénio, ha indicios de que a espécie E. leiocarpa seja mais suscetivel a
esses efeitos, visto que apresentou reducdo no numero de folhas e aumento de pigmentos
caracteristicos do estresse oxidativo. E a pioneira C. floribundus demonstrou estratégias
eficientes no uso do N e tolerancia ao estresse climatico, podendo ser indicada para

trabalhos de restauracéo.
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ABSTRACT

Despite the anthropogenic deposition of soluble N compounds and the warming of the
atmosphere have already been confirmed in the surroundings of urban remnants of
Atlantic Forest in S&o Paulo, little is known about the effects of these environmental
disturbances on biogeochemical processes in the soil and on the metabolism of N in the
species present in these forest remnants. Therefore, the present study was proposed with
the aims of verifying whether: 1) there is an increase in the bioavailability of NH4" and
NO3" in the soil and in the concentrations of soluble N in the roots and leaves of young
plants of a pioneer tree species and a non-pioneer tree species, when grown in pots
containing topsoil from an urban fragment of Atlantic Forest, after nitrogen addition; 2)
the level of activity of nitrate reductase and glutamine sythetase, the concentrations of
pigments in leaves and growth differ between those species; 3) the proportions between
NHs" and NOs in the soil and the strategies of use of these soluble forms of N by the
three species are altered by the increase of the air temperature. Two independent
experiments were carried out (one for each species) in a growth chamber, subdivided into
two autonomous environments, called chamber 1 and chamber 2. In chamber 1, the plants
were kept in a thermoperiod of 26°C day/19°C night and in chamber 2, in a thermoperiod
of 32°C day/20°C night. Each experiment started with 96 plants per chamber, 48 plants
grown in urban forest soil without N addition and 48 plants grown in the same soil with N
addition, composing 4 completely randomized replicates per treatment, with 12 plants
each. Three plants were removed per treatment replicate at 7, 14, 21 and 28 days of
experiment. Roots and leaves of them were pooled to obtain 4 mixed samples from both
organs per treatment every 7 days. The mixed root and leaf samples were analyzed for the
activity of the enzymes nitrate reductase (NR) and glutamine sythetase (GS) and

concentrations of NH4 and NOgz, chlorophylls a and b and carotenoids. Measurements of
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height and number of leaves were measured, and dry biomass of leaves and roots was
determined every 7 days. The soil used for the growth of the 3 seedlings per treatment
replicate were removed at 7, 14, 21 and 28 days of experiment. It was also pooled to
compose 4 mixed samples per treatment and per week for analysis of NH4* and NOs’
concentrations. The data were submitted to analysis of variance with three factors (Factor
1: temperature; factor 2: soil treatment; factor 3: time). In a scenario of climate change
and high disease deposition, there are indications that the species E. leiocarpa is more
susceptible to these effects, given that it showed a reduction in the number of leaves and
an increase in pigments characteristic of oxidative stress. And the pioneer C. floribundus
demonstrated efficient strategies in the use of N and tolerance to climatic stress, which

may be indicated for restoration work.
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1.  INTRODUCAO

1.1.  Ciclo de nitrogénio e seu aproveitamento pelas plantas

O nitrogénio (N) é um nutriente requerido pelas plantas para a sintese de inimeros
metabdlitos essenciais ao seu crescimento, como aminoacidos, proteinas, clorofilas e
acidos nucléicos, sendo, portanto, a base de sustentacdo das cadeias alimentares nos
ecossistemas naturais (Liu et al., 2018; Ruan et al., 2019).

No entanto, mais de 99,5% do N global esta armazenado na atmosfera e em rochas
sedimentares, em formas ndo aproveitaveis pelos seres vivos (Cheng et al., 2019). A
ligacdo tripla covalente entre os dois &tomos de nitrogénio molecular (N2) armazenado na
atmosfera deve ser quebrada para produzir compostos passiveis de serem absorvidos
pelas plantas, processo denominado fixacdo de N (Van den Berg & Ashmore 2008). Este
ocorre basicamente de trés formas distintas: 1) pela agéo de relampagos, que convertem o
vapor de &gua e oxigénio em radicais hidroxila livres altamente reativos, em dtomos de
hidrogénio livre e em adtomos de oxigénio livre, que reagem com o N2 para formar o acido
nitrico (HNOs3), que precipita sobre a terra junto com a chuva; 2) por reacdes
fotoquimicas entre o 6xido nitrico gasoso (NO) e o ozbnio (Oz), produzindo também o
acido nitrico (HNO3); 3) por acdo de bactérias nitrificantes presentes no solo, que fixam o
N> em aménio (NH4") e este é oxidado a nitrato (NO3s’) por processos denominados
amonificacdo e nitrificacdo, respectivamente (Fig. 1). As plantas sdo a principal rota de
transferéncia de nutrientes do meio geofisico para 0 meio biolégico. A fixacao biolégica
é responsavel por cerca de 90% da transformacdo do N> em formas aproveitaveis pelos

seres vivos (Taiz & Zeiger 2004; Cheng et al., 2019).
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Figura.l: Representacdo de algumas das fases do ciclo do N, da atmosfera a sua transformacéo em ions
reduzidos sollveis, antes de ser incorporado a compostos organicos nos organismos vivos. (Taiz & Zeiger,
2004)

O solo representa um sistema biologicamente complexo na natureza, sendo constituido de
fases sélidas, liquidas e gasosas. A fase solida se destaca como reservatorio de minerais e
compostos organicos com nitrogénio em sua composicdo, entre outros nutrientes. Na fase
liquida, que é a solucdo do solo localizada em poros entre particulas e estd em contato
com as superficies das raizes, contém ions minerais disponiveis para as plantas. Na fase
gasosa, que ocorre nos espacos de ar entre as particulas do solo, ha ions dissolvidos, onde
é feita as trocas gasosas com o solo (Liu et al, 2020).

As particulas do solo, tanto organicas quanto inorganicas, possuem cargas
majoritariamente negativas em sua superficie, podendo afetar a dindmica da adsorcao de
nutrientes. Cations minerais como amoénio (NHs") e potassio (K*) sdo facilmente
adsorvidos as cargas negativas, fazendo com que estes nutrientes ndo sejam lixiviados
quando o solo € infiltrado por 4gua. Anions minerais como o nitrato (NO3’) tendem a ser
repelidos pela carga negativa nas particulas do solo e ficam dissolvidos na solugéo do
solo. A troca anidnica na maioria dos solos &€ menor se comparada com a troca catidnica
(Fig. 2). Portanto, a perda de nitrato (NOz") do solo por lixiviacdo pela dgua tende a ser

maior devido a este permanecer mével na solucéo solo. Por outro lado, ao ser mantido
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moével na solucdo do solo, o nitrato (NO3") é absorvido pelas raizes por fluxo de massa

(Zhan et al 2015; Liu et al, 2020).

Figura.2: Representagdo da troca catiénica na superficie da particula do solo, onde cations sdo adsorvidos
sobre a particula do solo por esta superficie ser carregada negativamente (Taiz & Zeiger. 2004).

Devido a essa intensa interacdo entre o solo e os compostos adsorvidos em suas particulas
o transporte de ions (nutrientes) para as raizes pode ocorrer de trés formas distintas: 1)
por difusdo, de uma regido de maior concentracdo para uma de menor concentracdo
préxima da raiz, 2) por fluxo de massa, que carrega o ion de um local de maior potencial
hidrico para um com menor potencial hidrico proximo da raiz 3) por interceptacéo

radicular, a raiz cresce e encontra o nutriente (Fig. 3).

Difusdo

Interceptagdo

Fluxo de massa

Figura.3: Transporte de ions nutrientes pelas raizes via simplasto e apoplasto (Taiz & Zeiger. 2004).
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As plantas assimilam predominantemente N do solo nas formas de NOs™ e NH4* (Debiasi
et al. 2021). O processo de entrada desses ions pela membrana plasmatica das células da
epiderme e do cOrtex da raiz se da por meio de transportadores de alta afinidade (HATS)
e baixa afinidade (LATS), que estdo presentes em todas as plantas. A concentracao
externa de N na forma ibnica determina qual transportador atuard na absorcdo e
transporte do ion. Para NOs", sob concentragBes externas inferiores a 100-200umol I, o
transporte pela membrana ocorre via transportadores de alta afinidade (HATS), com km
entre 7 e 100 umol™. Acima destas concentragdes, a absor¢do de NOs ocorre pelos
transportadores de baixa afinidade (LATS), com Km maior que 0,5 mmol™?. Para NH4", a
absorcéo é intermediada pelo HATS quando a concentracdo externa deste ion € menor
que 1 mmol™?, enquanto o LATS absorve NH4* em concentragdes externas superiores a 1
mmol? (Sinha et al., 2020; Mubasher et al. 2020). Em sintese, a absor¢ao e transporte de
nitrogénio no interior das plantas, sdo modulados pela presenca dos transportadores
especificos, pela afinidade desses transportadores em relacdo ao NOs e NH4* e pela
quantidade de N presente no solo (Bredemeier et al. 2000; Mubasher et al. 2020).

De acordo com He et al. (2022), baseados em varios estudos, culturas agricolas que
preferem NH4*, como arroz, cha ou cana-de-aglcar, podem também exsudar para o solo
inibidores de nitrificacdo bioldgica, que resultam na retencdo de N na forma de NH4" e no
aumento da razdo NH4*/NO3 no solo. Esses autores, por sua vez, demonstraram que 0
trigo, cultura com preferéncia por NOs’, é capaz de diminuir ativamente a razdo
NH4*/NO3z™ no solo. No entanto, pouco se conhece a respeito para espécies arboreas
florestais.

Entdo, apds a absorcdo mediada pelo transportador especifico, 0 NO3™ é reduzido a NH4"
pela acdo das enzimas nitrato redutase (NR) e nitrito redutase (NRi), processos que

demandam recursos e gasto de energia, em quantidade que varia de acordo com 0 ion
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(NOs ou NH4*") absorvido e a parte da planta em que este se encontra. Quando o ion é
transportado para as folhas, onde ira ocorrer a assimilacdo, a energia necessaria sera
gerada nos cloroplastos pela fotossintese, no citosol pela glicolise e nas mitocondrias pelo
ciclo acido tricarboxilico no processo de respiracdo. Quando o N absorvido se encontra
nas raizes, a energia é obtida no citosol, utilizando o ciclo das pentoses e da glicdlise, e
nas mitocondrias pelo ciclo do &cido tricarboxilico (Crawford et al., 1995, 2007; Sinha et
al., 2020). Nos cloroplastos, as reacdes catalisadas pela enzima nitrito redutase (NRi) e
sintase do glutamato (GOGAT) exigem a reducdo da ferredoxina, que € feita pelo sistema
de transporte ndo-ciclico de elétrons. O NH4* é transferido a compostos carbonados para
produzir aminodcidos, entre outros compostos organicos nitrogenados, processos que
requerem gasto de energia gerada na fotossintese. O NH4* é incorporado em aminoacidos
pelas enzimas glutamina sintetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) e glutamato
desidrogenase (GDH), formando glutamina, glutamato e outros aminoacidos.
Alternativamente 0 NOs e o NHi" podem ser transportados pelos carregadores
especificos (HATS ou LATS) através do tonoplasto e armazenados no vacuolo, para
posteriormente serem reduzidos no citosol da mesma célula ou serem translocados
inalterados para a parte aérea da planta (Crawford 1995, 2007; Sinha et al 2020).

1.2. Deposicao atmosférica de nitrogénio e seus efeitos nos ecossistemas

As atividades humanas tém contribuido para o aumento da fixacdo de N em ecossistemas
florestais, suplantando a de origem natural, o que pode resultar tanto em alteracbes do
ciclo de nitrogénio nos ecossistemas (Van den Berg & Ashmore 2008; Huang et al.,
2012; Johnson & Turner, 2014; Gaudio et al., 2015; Cheng et al., 2019, Payne et al.,
2019; Pornon et al., 2019; Rizzetto et al., 2019), como em mudangas no metabolismo de
N nas plantas. A alta deposi¢do antropica N nos ecossistemas pode causar acimulo em

excesso de NH4* nos tecidos vegetais, capaz de induzir estresse oxidativo, levando a

18



severa reducdo na capacidade fotossintética, deficiéncia de cations, cloroses, ruptura de
membranas, com serias consequéncias a manutencdo do crescimento. Outros efeitos
negativos em espécies vegetais incluem reducédo de raizes finas, declinio nas associacdes
micorrizicas e forte reducdo na germinacéo e estabelecimento de plantulas (\Van den Berg
& Ashmore 2008; Huang et al., 2012; Johnson & Turner 2014). Em resposta a pandemia
de COVID-19 em 2020, quando as atividades humanas foram pausadas, a qualidade do ar
em grandes cidades de varios paises melhorou significativamente, reforcando que as
atividades humanas séo responsaveis pela poluicdo do ar nas grandes cidades. Um dos
sinais de saturacdo por influxo excessivo de N é o aumento da lixiviacdo deste elemento,
levando a efeitos significativos nas bacias hidrograficas, que se estendem nos
ecossistemas proximos, causando a eutrofizacdo e acidificacdo, prejudicando a
subsisténcia das pessoas que vivem nestes locais. (Itoh et al. 2021).

A deposicdo atmosférica de N total € considerada um mecanismo eficaz de remocao de
gases como 6xidos nitrogénio (NOx) e formas sollveis em dgua como NH4* e NOs™ para a
superficie terrestre. Essa deposi¢cdo compreende duas formas, a seca e a Umida. A
deposicdo seca envolve todos os processos de transferéncias de particulas e gases para
todas as superficies (plantas, solos, rochas, 4gua e materiais). A deposi¢cdo Umida ocorre
pela remoc¢do de particulas e gases da atmosfera através da chuva, neblina ou neve
(Rodrigues et al., 2007; Boccuzzi et al., 2020; Hata et al., 2022).

Ainda que a legislacdo ambiental de muitos paises tenha empenhado esforcos para
reduzir, e de fato tenha notado o declinio na deposi¢do de N, até o presente momento a
alta deposicéo deste elemento continua sendo motivo de preocupagdo em muitas regides
do mundo, em destaque para as grandes metrépoles proximas a remanescentes de
florestas. Em &reas onde a deposicdo N é cronica, tendo como resultado a saturagéo, tém

sido verificados diversos efeitos negativos na estrutura e a fungdo dos ecossistemas,
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incluindo perda da biodiversidade, alteracdo dos ciclos biogeoquimicos que por sua vez
ameacam a sustentabilidade de florestas afetadas pelo problema, produzindo desta forma
o efeito cascata (Gilliam 2021). Esse autor aponta ainda que, em algumas florestas dos
Alpes Australianos, mais de 80% da deposicdo de N foi retida no ecossistema, mantendo
baixa perda hidrologica de N e promovendo o crescimento das arvores. Ainda segundo
esse autor, a dindmica da floresta frequentemente mitiga os efeitos da alta deposicao de
N, incluindo as trocas cationicas do solo.

Além disso, a alta deposicao antropica de N tem proporcionado acidificacéo e alteracdes
na dindmica microbiana do solo, que podem resultar em mudangas nos pProcessos
biogeoquimicos e desequilibrio entre absorcao, assimilacdo e alocacdo do N no interior
das plantas. Efeitos em longo prazo na estrutura e funcdo dos ecossistemas sdo

igualmente esperados (Liu et al., 2018; Shi et al., 2018).

1.3. Efeitos combinados do aquecimento global e deposicdo atmosférica de

nitrogénio sobre os ecossistemas

O aquecimento da atmosfera, entre outros extremos climaticos observados em areas
ocupadas por populacdes humanas, pode ocasionar o aumento do nivel foliar de NH4*
(Nascimento 2019). Assim, a assimilacdo desse ion via glutamina sintetase/glutamato
sintase/glutamato desidrogenase deve ser eficiente em plantas expostas a alta deposicéao
de formas sollveis de N e altas temperaturas, para minimizar os efeitos do excesso de
NH4" em folhas.

A alta deposigdo de N também aumenta a susceptibilidade dos organismos a estressores
secundarios como extremos climaticos (Payne et al., 2019). Estes, notadamente aumentos
de temperatura do ar, também afetam o0s processos biogeoquimicos no solo e
consequentemente a biodisponibilidade de N, por alterar a decomposicdo da matéria

organica e os processos de amonificacdo e nitrificacdo (Rizzetto et al., 2019). Pornon et
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al. (2019), baseados em alguns estudos, concluiram que a deposicdo de N e o
aquecimento da atmosfera podem levar a efeitos interativos na produgdo de biomassa e
quimica do solo e das plantas, efeitos aditivos na riqueza e diversidade em espécies e
efeitos antagonicos na retencdo de N nos ecossistemas. Sendo assim, 0s impactos da alta
deposicdo atmosferica de N e 0 aquecimento da atmosfera sobre os ecossistemas e sobre
as espécies vegetais que os compdem devem ser dimensionados em conjunto (Gaudio et
al., 2015). No entanto, todos esses sdo ainda pouco conhecidos, especialmente em
florestas tropicais e subtropicais (Liu et al., 2018; Pornon et al., 2019).

1.4. Efeitos do aquecimento global e deposicdo atmosférica de nitrogénio sobre

espécies nativa da Floresta Atlantica

Ecossistemas florestais, como a Floresta Atlantica, sdo responsaveis por uma
multiplicidade de servigos que sdo fundamentais na sustentacdo de nutrientes, regulacédo
do clima, protecdo do solo, atuam como sequestradores de carbono, e desta forma
beneficiando a vida humana. Assim como a deposicdo atmosférica ajuda na remocéo de
poluentes, remanescentes de Floresta Atlantica, proximas a fontes antropicas de poluicéo,
também atuam na melhoria da qualidade do ar no ambiente urbano (Martinelli et al.,
2020).

Com a perda substancial das florestas, seja por conta do desmatamento, ou mudancas
climaticas, estima-se que mais de 60% dos servicos ecossistémicos globais (destaque para
os oferecidos pelas florestas) tenham se perdido nos ultimos 50 anos. Teme-se que com a
perda destes servigcos tenhamos declinio na capacidade de assimilacdo do carbono e de
demais compostos poluentes, como o diéxido de nitrogénio (NO3) e 6xido nitroso (NOx)
produzidos pelas atividades humanas (Bobbink et al. 2010; Gilliam 2021).

Medidas tém sido tomadas com o objetivo de estabilizar os ecossistemas, dentre 0s
esforgos implementados, 0 mais abrangente € o programa de Reducdo de EmissGes por

Desmatamento e Degradacdo Florestal (REDD+) em paises em desenvolvimento,
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iniciado em 2008 pela Convencao - Quadro das Nac¢des Unidas (ONU) sobre mudanca no
clima - UNFCCC (FAO, 2014a). O intuito do programa € reduzir as emissdes nos paises
em desenvolvimento por meio do manejo florestal sustentavel, medidas de protecéo.
Souza et al. (2020), em estudo sobre deposicdo de nitrogénio de forma organica e
inorganica, verificaram que as concentracdes médias anuais de todos os compostos de N
em éareas da Floresta Atlantica proximas a regides urbanas foram maiores do que em
regibes mais afastadas da Floresta Atlantica.

Luminati et al. (2021), utilizando modelos de regressdao de uso da terra (LUR),
verificaram que a populacdo da Regido Oeste de Sdo Paulo deste local esta exposta a
altos niveis de NO2, que inclusive estdo acima dos niveis estabelecidos pela OMS
(Organizacdo Mundial da Saude). Esse resultado mostra que a alta deposicdo de N é um
problema de saude publica também.

Nos grandes conglomerados urbanos brasileiros, como o de Sao Paulo, a polui¢do do ar
se tornou uma grande ameaca aos ecossistemas naturais. A frota veicular é uma das
principais fontes de emissdo destes poluentes, entre 0s quais se destacam 0s compostos
nitrogenados, como N2O e NOx. Boccuzzi et al. (2020), por exemplo, concluiram que
ocorre maior deposicdo de NO2 no remanescente urbano de Floresta Atléntica incluido no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), localizado na zona sul da cidade de Séo
Paulo do que em trechos de floresta mais afastados das fontes urbanas de NO,. Além
disso, maiores niveis de dioxido de carbono, metano, 6xidos de nitrogénio e 0zonio na
atmosfera de S&o Paulo, que sdo considerados os principais gases-traco que afetam
diretamente o balanco da radiacéo solar (IPCC, 2007), tém contribuido para aumentos de
temperatura do ar em Sédo Paulo. Segundo registros do Instituto Astronémico e Geofisico
realizados de 1933 a 2013, observou-se aumento de mais de 2,0°C na temperatura média

anual no PEFI. Este aumento de temperatura foi acompanhado por uma elevagéo de
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quase 50% dos totais anuais de precipitacdo pluviométrica, associada a diminuicdo dos
dias de chuva e maior variabilidade climatica (IAG, 2014).

Poucos estudos abordaram a assimilacdo de nitrogénio por arvores neotropicais (Debiasi
et al.2019, 2021). Pouco se conhece também sobre o metabolismo de N nas espécies
arboreas presentes em remanescentes de Floresta Atlantica proximos a fontes antropicas
de formas soltveis de N ou submetidas ao aumento de temperatura.

De acordo com Aidar et al. (2003), as espécies pioneiras de trechos preservados da
Floresta Atlantica teriam alta capacidade de assimilacdo de NO3™ e responderiam ao
aumento da disponibilidade de N no solo quando comparadas as espécies ndo pioneiras.
Por outro lado, Boccuzzi et al. (2020) mostraram que as espécies pioneiras dos
fragmentos perturbados de Floresta Atlantica em Sdo Paulo acumularam
proporcionalmente mais N-NHs do que N-NOs. Nascimento (2019) tambem concluiu que
plantas da bromélia Alcantarea imperiales submetidas ao aquecimento do ar
apresentaram aumento gradativo da concentracao foliar de NH4*, em paralelo ao aumento
da atividade da enzima glutamato desidrogenase.

De acordo com Debiasi et al. (2019, 2021), a luz é um fator de inducdo para o
funcionamento das enzimas NR e GS, e seu efeito € contrastante entre espécies de
estagios sucessionais diferentes da Floresta Atlantica. Espécies arbdreas tolerantes a
sombra, como Eugenia brasiliensis e Guarea kunthiana tendem a ter menor atividade de
NR e maior atividade de GS, e as intolerantes, como Heliocarpus popayanensis e
Cecropia pachystachya, o inverso. Debiasi et al. (2021) acrescentaram, ainda, que as
estratégias de uso de N em resposta a varia¢des na intensidade luminosa variaram entre as
espécies arboreas estudadas de acordo com suas caracteristicas ecologicas.

Em tese, as espécies ndo pioneiras da Floresta Atlantica seriam mais susceptiveis ao

estresse induzido por aumento na disponibilidade de N no solo e ao aquecimento do ar,
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com base no fato de que sdo menos efetivas na producdo de compostos de defesas contra
0 estresse induzido por estressores ambientais, naturais ou de origem antropica

(Domingos et al. 2015, Brand&o et al., 2017; Esposito et al., 2018).
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2. HIPOTESES

Com base na contextualizacdo tedrica apresentada, levantamos as seguintes hipdteses:

A) A alta deposicdo de N altera os processos de amonificagdo e nitrificacdo no solo,
resultando no maior aumento da biodisponibilidade de NHs* do que de NOs3 e
consequente maior concentracdo radicular e foliar de N-NHs em relacdo & concentracdo

de N-NOs.

B) O aguecimento do ar aumenta a razdo de concentracdo entre NH4+ e NOg3’, tanto no
solo quanto nas raizes e folhas das plantas, independentemente do nivel de deposicédo de

N no solo.

C) Espécies arboreas pioneiras expostas ao excesso de N no solo e/ou a alta temperatura
sdo mais eficientes na metabolizacdo do excesso de NH4* e NOs", por meio das enzimas

nitrato redutase e glutamina sintetase do que as espécies arboreas ndo pioneiras.

Este projeto foi delineado visando a testar experimentalmente essas hipdteses.
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3. OBJETIVOS

A) Verificar se ha aumento da biodisponibilidade de NHs" e NOs no solo e das
concentracdes de N na forma desses ions nas raizes e folhas de plantas jovens de uma
espeécie arborea pioneira e uma espécie arborea ndo pioneira, quando cultivadas em vasos
contendo solo superficial proveniente de um fragmento urbano de Floresta Atlantica,

apos adicao de nitrogénio.

B) Verificar se o nivel de atividade de uma enzima envolvida na redugdo de NO3z™ em
NH4" [nitrato redutase (NR)] e uma enzima envolvida na assimilagdo de N em
aminoacidos a partir do NH4" [glutamina sintetase (GS)], assim como as concentracdes
de pigmentos em folhas e pardmetros de crescimento, diferem entre as referidas espécies
quando cultivadas em vasos com solo de um fragmento urbano de Floresta Atlantica,

apos adicdo de nitrogénio.

C) Qual estagio sucessional estard mais apto a enfrentar um cenario de aquecimento
global e excesso de N, e quais estratégias serdo adotadas pelas espécies representativas de

cada estagio sucessional.

D) Verificar se as proporgdes entre NHs" e NOs enddgeno nas folhas e raizes e
concentracGes de NHs™ e NOs™ no solo, e se as estratégias de aproveitamento dessas
formas sollveis de N pelas duas espécies sao alteradas pelo aumento da temperatura do

ar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Escolha das espécies e plantio de mudas

Os experimentos foram realizados com uma espécie representante de cada grupo
funcional e da Floresta Atlantica [arvore pioneira, Croton floribundus Spreng e arvore
ndo pioneira: Esenbeckia leiocarpa Engl.].

Croton floribundus é uma espécie pioneira, muito comum de bordas e clareiras em
florestas ombrofilas e estacionais do Brasil, comum em areas degradadas, e se diferencia
das outras espécies arbdreas da Floresta Atlantica por ser a Unica que nao possui
glandulas no &pice do peciolo, folhas com a face adaxial hispida e frutos fortemente
verrucosos (Santos, 2016)

Esenbeckia leiocarpa distribui-se da Bahia e Espirito Santo até Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e sul de Mato Grosso. Habita a Mata Atlantica e matas estacionais
semideciduas do interior. Floresce de outubro a margo; encontrada com frutos entre
janeiro e setembro. Espécie bem individualizada pelas folhas simples opacas, olivaceas, e
pelos frutos quase lisos exceto pela apofise dorsal de cada carpelo. Sua madeira clara

(guarantd) tem utilizacdo frequente. (Pirani, 2020)

As espécies arboreas foram obtidas no viveiro da CESP de Paraibuna, com altura média
de 20 cm e com pelo menos quatro folhas no ramo principal.

As mudas das duas espécies foram transplantadas para vasos com capacidade de 1,7 L,
contendo solo superficial (camada de 0 a 20 cm de profundidade) coletado no fragmento
urbano de Mata Atlantica localizado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI).
As plantas em vasos foram, entdo, mantidas em casa de vegetacdo por pelo menos dois
meses para se adaptarem ao novo substrato e retomarem o crescimento. Durante esse
periodo de adaptacdo, todas as plantas foram adubadas mensalmente com 100 mL de
solugdo nutritiva balanceada contendo macro e micronutrientes (Tabela 1), conforme
método proposto por Epstein (1975). Durante esse periodo, as plantas em vasos
receberam periodicamente 0 mesmo volume de dgua deionizada, determinado de acordo

com a capacidade maxima de retencao de agua do solo.
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4.2. Delineamento experimental

Os experimentos utilizando as mudas envasadas de cada uma das espécies foram
realizados em uma camara de crescimento, subdividida em dois ambientes autdbnomos,
denominados camara 1 e cAmara 2. Cada camara contém duas bancadas de trabalho de
3,20 m de comprimento por 0,90 m de largura e cada uma delas € iluminada com 3
luminarias LEDs PAR com poténcia de 1.200 w. As paredes e teto das cdmaras séo
revestidos nas duas faces em ago galvanizado, tendo como acabamento externo prime
epoOxi na cor branca e nucleo isolante térmico em EPS (Fig. 3). Os ventiladores para
movimentacdo do ar no interior das camaras sdo do tipo axial com balanceamento. O
deslocamento de ar se da de baixo para cima através do insuflamento por dutos instalados
na base das bancadas. A renovacdo do ar no interior das cadmaras é automatica e
controlada por admissores instalados na parte de baixa pressdo do ventilador. O ar
insuflado para dentro das camaras passa por uma unidade de filtragem para a retencéo de
particulas finas e grossas (particulas a partir de 2,5 um) e gases 0zonio e éxidos de
nitrogénio. A umidificacdo do ar é feita por agua pressurizada a 1200 psi e bicos
atomizadores e a secagem por chogue térmico com precipitacdo no evaporador. O
aquecimento € feito por sistema reverso de refrigeracdo complementado por resisténcia
elétrica. A unidade de refrigeracéo é do tipo condensador a ar e compressor hermético da
marca Danfoss.

As variaveis radiacdo e umidade relativa ao longo dos experimentos foram uniformizadas
nas duas camaras por meio de um sistema de controle PID (proporcional integral e
derivada), com regime de funcionamento continuo, garantindo estabilidade no controle
dessas variaveis. Apenas a variavel temperatura foi ajustada de forma diferente em cada
uma das cdmaras. Na camara 1, as plantas foram mantidas em termoperiodo de 26°C

dia/19°C noite, representando o cenario atual da regido metropolitana de Sdo Paulo. Na
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camara 2, as plantas foram mantidas em termoperiodo de 32°C dia/20°C, simulando a
situacdo futura prevista de acordo com o IPCC, aumento da temperatura média em 2,4°C
até o meio do século e chegar até 4,4°C até 2100(IPCC 2007.

Ao final do periodo de adaptacdo, mencionado anteriormente, as plantas envasadas foram
distribuidas em 4 tratamentos:

T atual / Bal. (Temperatura atual / Balanceada): plantas mantidas sob regime diario
atual de temperatura e fertilizadas com solucéo nutritiva balanceada (prepara conforme.

Tabela 1).

T atual+N (Temperatura atual + N): plantas mantidas sob regime diario atual de
temperatura e fertilizadas com solugdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da

concentracdo de N (preparada cf. Tabela 1).

T alta / Bal. (Temperatura alta / Balanceada): plantas mantidas sob regime diario
futuro de temperatura e fertilizadas com solucdo nutritiva balanceada (preparada

conformeTabela 1).

T alta+N (Temperatura alta + N): plantas mantidas sob regime diério futuro de
temperatura e fertilizadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da

concentracdo de N (preparada conforme. Tabela 1).
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Tabela 1: Solugdo nutritiva balanceada para o grupo de plantas controle (A) e Solucdo nutritiva balanceada
com excesso de nitrogénio para o grupo de plantas com adubacéo balanceada + N (B).

Nutrientes Bal Bal+N
N 90.0 182.0
P 9.0 9.0

K 57.0 57.0
Ca 11.0 11.0
Mg 2.0 2.0

S 80.0 80.0
Cl 2.0 2.0
Fe 0.1 0.1
Mn 0.04 0.04
Zn 0.05 0.05
Cu 0.01 0.01
B 0.05 0.05
Mo 0.007 0.007

O experimento com cada espécie foi iniciado em esquema fatorial 2x2x4, sendo 2
regimes de temperatura, 2 doses de nitrogénio no solo e 4 retiradas semanais de mudas de
cada tratamento, tendo, portanto, a duragdo de 28 dias. Para tanto, cada experimento foi
iniciado com 96 plantas por camara, sendo 48 plantas do tratamento 1 (cultivadas com
adubacdo balanceada) e 48 plantas do tratamento 2 (cultivadas com adubacéo balanceada
e acrescida do dobro de N), compondo-se 4 réplicas inteiramente casualizadas por
tratamento, com 12 plantas cada. Foram retiradas 3 mudas por réplica de tratamento aos
7, 14, 21 e 28 dias de cada experimento. Raizes e folhas destas foram reunidas de modo a
obter 4 amostras mistas de ambos o0s 6rgaos por tratamento a cada 7 dias.

Parte das amostras mistas de raizes e folhas, depois de separadas, foi imediatamente
analisada quanto a atividade da enzima nitrato redutase (NR). Outra aliquota foi
armazenada em ultrafreezer (sob "80°C) para posterior analise da atividade da enzima
glutamina sintetase (GS), clorofilas a e b e carotenoides, e anélises das concentragdes de
NHs" e NOs™ enddgenos. O restante das amostras mistas foi seca em estufa (sob 40°C)

para compor o peso seco de folhas e raizes.
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O solo utilizado para crescimento das 3 mudas por réplica de tratamento, ao serem
retiradas aos 7, 14, 21 e 28 dias de experimento, também foi reunido semanalmente para
compor 4 amostras mistas por tratamento. Essas amostras foram secas ao ar e peneiradas

em malha de 2 mm, para determinacéo das concentracdes de NH4" e NO3'™.

Figura. 4: Camaras climatizadas situadas no Laboratério de Estudos Ambientais do Instituto de Pesquisas
Ambientais e utilizadas no experimento com Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa. Esquerda: Viséo
geral externa. Direita: Ambiente interno.

4.3. Técnicas analiticas

4.3.1. Concentragdes de amonio e nitrato em solo e plantas

Para a extracdo do N nas formas de amonio (N-NH4") e de nitrato (N-NO3") no solo, foi
utilizada uma solugéo extratora de cloreto de potassio (KCI 1 mol L), na proporcéo de
1:20 (solo/solugdo extratora). ApOs a agitacdo do material solubilizado, as amostras
descansaram por aproximadamente 30 minutos. Do extrato resultante, foi tomada uma
aliquota de 10 ml do sobrenadante e destilado em microdestilador Kjeldahl, adicionando-

se 6xido de magnésio (MgO) para obtencdo do N-NH." e Liga de devarda para a de N-
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NOs". A quantificagio dos teores de N nas formas de NH4* e NOs™ no destilado obtido foi
realizada por meio de titulacio com solucdo padronizada de H2SOs 0,0025 mol L? e
indicador acido borico a 2% para mudanca de cor na titulagdo. As determinagdes (via
destilacdo e titulagdo) do N solivel no solo foram realizadas pelo método Kjeldahl,
conforme metodologia de Silva (2009) e Silva et al. (2010).

Para determinacdo da concentracdo de NH4" em folhas e raizes, 0,5 g de massa fresca de
cada amostra foi macerada com nitrogénio liquido. Os extratos vegetais resultantes foram
transferidos para tubos, aos quais foram acrescentados 2 mL de agua ultra-purificada.
Essas amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi retirado e utilizado nas quantificagdes de amonio. A quantificacdo do amonio foi feita
de acordo com a reacdo conhecida como fenolhipoclorito (Weatherburn, 1967;
Mccullough, 1967), na qual dois reagentes serdo utilizados: o reagente A e o reagente B.
O primeiro foi constituido de fenol (10 g/L) e nitroprusside de sdédio (50 mg/L), sendo
que o segundo possui NazHPO4.12H,0 (53,7 g/L), hipoclorito de sodio (10-14% Cl) (10
ml/L) e NaOH (5 g/L). Em tubos de ensaio, foi aliquotado 100l do extrato vegetal e foi
adicionado 0,5 mL do reagente A e 0,5 mL do reagente B. Apds agitacdo, a mistura
permaneceu em banho-maria a 37 °C por 35 minutos. Cada amostra foi lida no
espectrofotbmetro a 625 nm. A curva padrdo foi feita utilizando-se o sulfato de aménio
(NH4)2S04. A quantificacdo de amonio foi expressa em pg de NH4* g MS ™.

O teor de nitrato em folhas e raizes foi determinado pelo método descrito por Cataldo et
al. (1975). A extracdo foi feita a partir de tecidos congelados. Cerca de 0,1 g de folhas e
0,1 g de raizes foram macerados em almofariz com 5 ml de agua ultrafiltrada em
temperatura ambiente. Apds a homogeneizacdo, esses materiais foram submetidos a uma
centrifugacgédo de 15.000 rpm por 30 min, coletando-se o sobrenadante e centrifugando-o

por mais 15 min a 15.000 rpm. O sobrenadante seguinte foi utilizado para as analises de
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nitrato. A cada aliquota de 200 pl foram adicionados 800 pl de acido salicilico 5% em
acido sulfurico concentrado. Ap6s um periodo de 20 min a temperatura ambiente, foram
adicionados 19 ml de NaOH 2 N, elevando o pH acima de 12. A absorbancia da mistura
resultante foi analisada sob comprimento de onda de 410 nm.

4.3.2. Atividade das enzimas assimiladoras de N em folhas e raizes

Para a atividade da Nitrato Redutase (NR), foi utilizado o método in vivo descrito por
Cataldo et al (1975. As amostras de folhas e raizes foram lavadas com agua destilada, em
seguida as amostras (folhas ou raizes) foram cortadas em pequenos fragmentos.
Posteriormente, 0,2g de massa fresca foi depositado em tubos de ensaio contendo solucgéo
de incubacdo de tecidos constituida por tampdo fosfato 0,1 M, n-propanol e KNOs
(substrato da RN). O tecido vegetal, submerso nessa solucdo, foi infiltrado a vacuo por
trés vezes de 1 min. Apos esse procedimento, os tubos foram mantidos, na auséncia de
luz, em banho-maria a 30°C. foram avaliados os efeitos da variacdo da concentracdo de
KNO3z em fungédo do tempo de incubagéo, do pH, da temperatura e da concentracdo de n-
propanol no meio de incubacdo. As leituras foram feitas em espectrofotémetro sob
comprimento de onda de 540 nm. A atividade da enzima foi expressa em nmoles de NO2
liberados pelo tecido vegetal na solucdo de incubacdo por hora, por grama de matéria
seca (nmoles de NO;.h-1g MS 1).

A atividade da Glutamina Sintetase (GS) em folhas e raizes foi determinada de acordo
com o método de Cammaerts & Jacobs (1985). Aproximadamente 0,25g de massa fresca
foliar ou radicular foi extraida em solucdo tamp&o de Imidazol com pH 7,9 e 0,005 M de
Ditiotreitol. Estas amostras foram submetidas a centrifugacdo de 21.000 RCF (forca
centrifuga relativa ou forca g) a temperatura de 4°C por 20 minutos. Foi utilizado o
volume total da reacdo enzimatica de 0,5 ml, constituido por: 0,1 mM de tampdo

imidazol, cujo pH foi ajustado a 7,5, 49 mM de hidroxilamina, 40 mM de MgClI2, 160
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mM de glutamato e 35 mM de ATP. A reacdo foi iniciada ao adicionar de 200 pl do
extrato enzimatico e, incubacdo a temperatura de 35 °C por 1 hora. Apds esse periodo a
reacdao foi interrompida com a adicdo de 1mL da solucdo de parada, constituida por:
0,123 M de cloreto férrico, 0,25 M de HCI e 0,1225 M de acido tricloroacético. Foram
preparados microtubos correspondentes ao tempo zero (TO), ou seja, nestes a adicdo da
solucdo de parada ocorreu em seguida a deposicdo do extrato, interrompendo, assim, a
reacdo. A leitura da absorbancia é feita em espectrofotdbmetro sob 540nm. O valor da
absorbancia de TO foi descontado do valor da absorbancia obtido para aqueles microtubos
que permaneceram sob incubacdo. A atividade da enzima foi expressa em mmol de gama
glutamil hidroxamato por hora por grama de massa seca (mmol YGH. h -1. g -1 MS).
4.3.3. Concentragdes de pigmentos em folhas

Os conteudos de pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a e b), — foram determinados em
0,100 g de massa de tecido foliar fresco, triturado em 10 mL de alcool etilico 96%. Os
extratos resultantes foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 2 °C e a
absorbancia dos sobrenadantes foi determinada em espectrofotdmetro em comprimentos
de onda A = 649 nm (clorofila a) e 665 nm (clorofila b) segundo Pigaata et al. (2002). Os
resultados foram expressos em mg g-1 de massa seca. O contetdo de carotenoide foi
obtido no mesmo extrato etandlico da analise das clorofilas, no comprimento de onda A =
470 nm.

4.3.4. Medidas de crescimento

Foram realizadas medidas absolutas de altura e nimero de folhas e determinada a
biomassa seca de folhas e raizes das plantas de C. floribundus e E. leiocarpa retiradas a

cada 7 dias para a confecgéo de curvas de crescimento.
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O crescimento liquido em altura e em numero de folhas foi estimado nas plantas que
permaneceram por 28 dias no experimento, tomando por base as medidas realizadas

alguns dias antes do inicio do experimento.

4.4. Estatistica

Os efeitos dos diferentes regimes de temperatura, adubacdo e tempos de avaliacdo na
atividade de nitrato redutase e glutamina sintetase e nas concentracdes de amonio, nitrato
e pigmentos nas plantas de Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa, assim como
foram buscadas por ANOVA com trés fatores (Fator 1: regime de temperatura; fator 2:
adubacdo; fator 3: tempo). Apds testar a interacdo entre fatores, aplicou-se o teste de
comparag6es multiplas (método de Holm-Sidak).

Os efeitos dos diferentes regimes de temperatura e adubagdo no crescimento liquido em
altura e em namero de folhas foram buscados por ANOVA ndo paramétrica (teste de

Kruskall-Wallis) seguida de teste de comparacGes multiplas (método de Holm-Sidak).
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5. RESULTADOS

5.1. Concentracdes de N-NH** e N-NO3™ no solo

As concentragdes médias de nitrogénio na forma de amonio (N-NH4") no solo variaram
de 3,6 a 10,5 mg/Kg, no experimento realizado com plantas de C. floribundus e de 1,0 a
22,6 mg/Kg no experimento realizado com plantas de E. leiocarpa (Figura 5, Tabela 2).
Em ambos os experimentos, houve efeito significativo apenas do tipo de adubacdo nas
concentracBes de N-NH4* no solo e ndo houve interacbes com demais fatores. No
experimento com C. floribundus, o solo que recebeu solugdo nutritiva balanceada+N
(tanto em T atual / Bal+N como em T alta / Bal+N) continha significativamente mais N-
NH4" do que o solo adubado com solucdo nutritiva balanceada. O inverso ocorreu no
experimento com E. leiocarpa (em tratamento T atual / Bal. E Talta Bal+N) ( Tabela 2).
As concentracdes médias de nitrogénio na forma de nitrato (N-NOs") no solo variaram de
20,1 a 165,0 mg/Kg, no experimento realizado com plantas de C. floribundus e de 16,4 a
105,8 mg/Kg no experimento realizado com plantas de E. leiocarpa (Figura 5, Tabela 2).
Os niveis de N-NOz™ no solo utilizado no experimento com C. floribundus foram
influenciados significativamente pela temperatura, adubacdo e tempo de amostragem,
havendo interacdo entre adubacdo e tempo. A elevacdo da temperatura do ar reduziu
significativamente a concentracdo de N-NOz™ no solo em cada tratamento de adubagéo e
em cada tempo de amostragem. Até os 21 dias do experimento, a fertilizacdo com
solucdo nutritiva enriquecida de N (Bal+N) promoveu o aumento do nivel de N-NOs™ no
solo, quando comparado aos niveis encontrados no solo que recebeu solugdo nutritiva
balanceada (Bal.), independentemente do regime diario de temperatura; o inverso ocorreu
aos 28 dias. Além disso, a concentragdo de N-NOs no solo utilizado para cultivo de C.
floribundus foi gradativamente reduzida ao longo do tempo em todos os tratamentos

(Tabela 2).
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As concentragdes de N-NOs™ no solo utilizado para cultivar E. leiocarpa foram
influenciados significativamente pela temperatura e adubacdo, sendo que o efeito de
ambos dependeu do tempo de amostragem. A adubacdo com excesso de N (Bal+N)
elevou significativamente as concentragdes de N-NOz™ no solo até 14 dias de experimento
e reduziu nas duas ultimas semanas. Ja a elevacdo da temperatura do ar aumentou
significativamente a concentragdo de N-NOz™ no solo em cada tratamento de adubagéo
aos 7, 14 e 28 dias. Sob regime de temperatura atual, houve reducao gradativa do nivel de
N-NOz  ao longo do tempo em ambos os tratamentos de adubagdo. Sob temperatura

elevada, 0 menor nivel desse composto no solo foi observado aos 21 dias (Tabela 2).
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Figura.5: Concentragdes médias de amdnio (NH4") e nitrato (NOs’) no solo ao longo dos 28 dias de
experimento realizado com Croton floribundus e espécie arbdrea ndo pioneira Esenbeckia leiocarpa. T
atual (plantas submetidas ao termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solu¢do balanceada); T
atual + N (plantas submetidas ao termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solucédo
balanceada+adicdo de N); T alta (plantas submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com
solugdo balanceada); T alta + N (plantas submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas

com solucéo balanceada+adicdo de N).
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Tabela 2: Valores médios das concentracdes de N-NH4 e N-NO3 no solo (mg/kg) ao longo de 28 dias de
experimento realizado com Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa e valores de p resultantes da
ANOVA fatorial (Fator 1: regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras minUsculas
distintas indicam diferencas entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubagdo e de
temperatura. Médias destacadas em negrito indicam efeito significativo da adubacao (Bal. vs +N) em cada
tratamento de temperatura e em cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T
alta) em cada tratamento de adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas
foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. Bal+N  Bal. Bal+N Bal. Bal+N  Bal Bal+N
N-NH,4
7 7,8 10,5 50 134 7,0 34 10,3 22,6
14 4,2 10,4 50 8,0 3,3 6,8 51 3,4
21 10,2 12,0 4,2 4,6 3,7 1,0 9,1 4.6
28 4,6 3,6 4,6 8,7 6,8 3,1 5,6 3,6
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,467 Fator 1 0,479
Fator 2 0,001 Fator 2 0,006
Fator 3 0,112 Fator 3 0,080
InteracOes InteracGes
1x2 0,108 1x2 0,309
1x3 0,530 1x3 0,652
2x3 0,523 2x3 0,080
1x2x3 0,378 1x2x3 0,301
N-NO3
7 68,0a* 165,0a* 434a 130,0a 28,1a 54,1a 433a* 104,8 a*
14 33,0d* 85,4 c* 20,1d 704c 24,0 a 579 a 74,2ab* 111,0 ab*
21 422cd* 1146b* 20,7cd 79,0b 220b 170b 22,0b 170b
28 432b* 38,8 d* 515b 29,5d 215D 16,4 b 105,8a* 97,6 ab*
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 <0,001 Fator 1 <0,001
Fator 2 <0,001 Fator 2 0,012
Fator 3 <0,001 Fator 3 0,669
InteracBes Interacdes
1x2 0,382 1x2 0,632
1x3 0,168 1x3 0,014
2x3 <0,001 2x3 0,002
1x2x3 0,896 1x2x3 0,481

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugéo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentracéo de N.

Apesar das concentragdes de N-NHs e de N-NOs no solo utilizado para cultivo de plantas
de C. floribundus terem sido influenciadas pelo tipo de adubacgéo e pelo termoperiodo

diario, a razdo entre ambos os compostos foi apenas alterada ao longo do tempo. Os
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menores valores foram estimados aos 14 dias em todos os tratamentos de adubacéo e de
termoperiodo. No solo de cultivo de E. leiocarpa, a razdo N-NH4/N-NO3z foi
significativamente mais alta sob termoperiodo atual e apos fertilizacdo com solucéo
nutritiva balanceada (Bal.) e esse efeito dependeu do momento de amostragem.
Observou-se reducdo significativa dessa razéo ao longo do tempo de experimento com E.

leiocarpa, especialmente sob temperatura alta (Tabela 3).

Tabela 3: Valores médios da razdo NH. / NOs no solo ao longo de 28 dias de experimento realizado com
Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa e valores de p resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1: regime
de temperatura; fator 2: adubagdo; fator 3: tempo). Letras minUsculas distintas indicam diferengas entre
tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubacdo e de temperatura. Médias destacadas em
negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs +N) em cada tratamento de temperatura e em cada
tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T alta) em cada tratamento de adubacéo e
cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
7 0,11a 0,16 a 0,22a 0,14a 0,39 a* 0,18 a 0,27 ab 0,32 ab
14 0,06 b 0,12 Db 0,10b 0,15Db 0,07 a 0,13 a 0,19a 0,15a
21 0,12 ab 0,30 ab 0,19ab 0,16 ab 0,27 a* 0,08 a 0,09 bc 0,05 bc
28 0,10 ab 0,11 ab 0,15ab 0,22 ab 0,25b*  0,05b 0,07 c 0,06 ¢
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,764 Fator 1 <0,001
Fator 2 0,125 Fator 2 0,003
Fator 3 0,048 Fator 3 0,105
InteracBes Interacdes
1x2 0,764 1x2 0,037
1x3 0,870 1x3 0,016
2x3 0,635 2x3 0,539
1x2x3 0,870 1x2x3 0,779

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragéo de N.

5.2. Concentragdes de NHs* e NO3s  em folhas e raizes

As concentracOes foliares de NH4"™ variaram de 32,6 a 224,3 pg/g MS em C. floribundus
e de 31,3 a 197,0 pg/g MS em E. leiocarpa. Nas raizes, 0s niveis desse composto
permaneceram entre 12,1 e 375,6 pg/g MS e entre 20,9 e 101,0 pg/g MS em plantas de C.
floribundus e E. leiocarpa respectivamente (Figura 6, Tabela 4).

Os niveis foliares de NH4* em C. floribundus foram alterados significativamente apenas

pelo tipo de adubacdo, efeito que dependeu do momento da amostragem. Tanto sob

39



regime de T atual quanto de T alta, a adubacdo com excesso de N (Bal+N) resultou na
reducdo das concentragdes foliares de NH4* em comparacdo com plantas adubadas com
solucdo nutritiva balanceada. Nas raizes de C. floribundus, houve efeito significativo do
tratamento de adubacdo e tempo de amostragem, assim como interacdo entre esses
fatores. Sob T atual e T alta, 0o excesso de N também resultou na reducdo do nivel
radicular de NH4*, quando comparado ao valor obtido no tratamento com adubacédo
balanceada, porém somente apos 7 dias. Ap0s esse mesmo intervalo de tempo, o nivel de
NH4* nas raizes foi o mais alto nas plantas adubadas com solugdo balanceada (Bal.)
comparado aos valores obtidos nos demais dias, sob os 2 regimes de T. Esse efeito
temporal ndo foi observado nas plantas adubadas com excesso de N (Figura 6, Tabela 4).

O NH." em folhas de E. leiocarpa foi detectado apenas até os 14 dias de experimento,
permanecendo abaixo do limite de detec¢do na segunda metade do experimento em todos
os tratamentos. A concentragdo foliar de NH4* aumentou significativamente aos 14 dias,
comparada a obtida aos 7 dias, apenas nas plantas que receberam solucdo nutritiva
balanceada, independentemente do regime de T a que foram submetidas. Em raizes de E.
leiocarpa houve interacéo significativa entre tempo, temperatura e tratamento, tendo sido
comprovado aumento significativo dos teores radiculares de NH4* somente aos 28 dias,
em relacdo as amostragens realizadas anteriormente, no tratamento com adubacdo
balanceada (Bal.) e sob T alta (termoperiodo de 32°C dia/20°C noite) (Figura 6, Tabela

4),
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Figura 6: ConcentracBes médias de amdnio enddgeno (NH4*) em folhas e raizes de Croton floribundus e e
Esenbeckia leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento. T atual (plantas submetidas ao termoperiodo de
26°C dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada); T atual + N (plantas submetidas ao termoperiodo
de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada+adi¢cdo de N); T alta (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solugdo balanceada); T alta + N (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solugdo balanceada+adicdo de N).
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Tabela 4: Valores médios das concentragdes de N-NH4 (ug NH4* /g MS) em folhas e raizes de Croton
floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da
ANOVA fatorial (Fator 1: regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras minUsculas
distintas indicam diferencas entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubagdo e de
temperatura. Médias destacadas em negrito indicam efeito significativo da adubacdo (Bal. vs +N) em cada
tratamento de temperatura e em cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T
alta) em cada tratamento de adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas
foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
Folhas
7 125,6 85,2 118,3 123,2 31,3Db 64,6 470b 43,3
14 98,5 57,6 224,3 177,0 1978 a 56,9 1514a 634
21 135,5 32,6 198,2 99,0 nd nd nd nd
28 123,2 177,0 116,2 41,1 nd nd nd nd
ANOVA  p ANOVA  p
Fator 1 0,047 Fator 1 0,636
Fator 2 <0,001 Fator 2 0,914
Fator 3 0,497 Fator 3 0,019
Interagdes Interacdes
1x2 0,657 1x2 0,383
1x3 0,475 1x3 0,603
2x3 0,013 2x3 0,363
1x2x3 0,563 1x2x3 0,945
Raizes
7 375,6 a 13,1 283,3a 24,9 46,6 74,9 68,0 b 57,1
14 246 Db 0,7 535D 61,0 77,5 42,8 42,0b 89,5
21 12,1b 10,4 52,2 Db 39,8 49,7 22,6 46,6 b 20.9
28 37,70 59,8 71,8 b 71,8 74,7 55,1 108,0a 76,9
ANOVA  p ANOVA  p
Fator 1 0,333 Fator 1 0,265
Fator 2 0,001 Fator 2 0,210
Fator 3 <0,001 Fator 3 0,001
Interagdes Interacdes
1x2 0,427 1x2 0,568
1x3 0,138 1x3 0,499
2x3 <0,001 2x3 0,161
1x2x3 0,353 1x2x3 0,028

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentracdo de N.

As concentragdes foliares médias de NOz  variaram de 0,9 a 3,2 mg/g MS em C.
floribundus e de 1,6 a 2,9 mg/g MS em E. leiocarpa. Nas raizes, 0s niveis desse
composto permaneceram entre 0,2 e 1,1 mg/g MS e entre 0,4 e 1,5 mg/g MS em plantas
de C. floribundus e E. leiocarpa respectivamente (Figura 7, Tabela 5).

Os teores de NOs™ nas folhas de ambas as espécies variaram significativamente ao longo

do tempo do experimento, aumentando significativamente a partir dos 14 dias em todos
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os tratamentos. Nao houve efeito significativo dos tratamentos de adubacdo e
termoperiodo. Em raizes de ambas as espécies, o conteddo de NO3z™ também variou ao
longo do tempo somente e foi significativamente mais alto aos 28 dias, em todos 0s

tratamentos (Figura 7 Tabela 5).
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Figura.7:Concentracbes médias de nitrato endogeno (NOs") em folhas e raizes de Croton floribundus e
Esenbeckia leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento T atual (plantas submetidas ao termoperiodo de
26°C dia/19°C noite e adubadas com solu¢do balanceada); T atual + N (plantas submetidas ao termoperiodo
de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solu¢do balanceada+adicdo de N); T alta (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solugdo balanceada); T alta + N (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solugéo balanceada+adicéo de N).
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Tabela 5:  Valores médios das concentragdes de N-NOs™ (ug NOs /g MS) em folhas e raizes de Croton
floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da
ANOVA fatorial (Fator 1: regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras minUsculas
distintas indicam diferencas entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubagdo e de
temperatura. Médias destacadas em negrito indicam efeito significativo da adubacdo (Bal. vs +N) em cada
tratamento de temperatura e em cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T
alta) em cada tratamento de adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas
foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
Folhas
7 10b 09b 1,70 10b 1,7c 17¢c 16¢C 16¢c
14 2,2ab 1,2 ab 1,3ab 1,0ab 2,3a 29a 3,1a 2,7a
21 16a 2,1a 1,7a 19a 25a 2,3a 1,8a 19a
28 1,1ab 19ab 1,4 ab 3,2 ab 18D 2,2b 1,70 18D
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,884 Fator 1 0,068
Fator 2 0,224 Fator 2 0,789
Fator 3 0,005 Fator 3 <0,001
InteracBes InteragBes
1x2 0,966 1x2 0,401
1x3 0,059 1x3 0,113
2x3 0,084 2x3 0,695
1x2x3 0,365 1x2x3 0,316
Raizes
7 1,1ab 0,3ab 0,2 ab 0,3 ab 0,8b 06b 0,7b 0,7 ab
14 0,3 ab 0,5ab 0,3ab 0,6 ab 04b 0,7b 0,6b 0,8b
21 0,3b 0,3b 0,3b 04b 1,0ab 0,8 ab 0,7ab 0,8ab
28 0,4a 09a 0,6 a 0,6a 15a 09a 12a 1l4a
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,110 Fator 1 0,807
Fator 2 0,254 Fator 2 0,891
Fator 3 0,029 Fator 3 0,002
InteracOes InteracGes
1x2 0,113 1x2 0,388
1x3 0,093 1x3 0,592
2x3 0,060 2x3 0,108
1x2x3 0,229 1x2x3 0,924

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragéo de N.

5.3. Atividade das enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase em folhas e raizes

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) variou de 3,3 a 13,6 pmol NO2/h/g MS nas
folhas de C. floribundus e de 0,3 a 3,0 umol NO2/h/g MS nas folhas de E. leiocarpa. Nas
raizes, os niveis de atividade dessa enzima variaram entre 0,01 e 0,53 pmol NO>/h/g MS
e entre 0,02 e 1,66 pumol NO2/h/g MS em plantas de C. floribundus e E. leiocarpa

respectivamente (Figura 8, Tabela 6).
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A ANOVA fatorial mostrou que houve variagfes significativas na atividade de NR em
folhas de C. floribundus em funcdo do regime de temperatura, do nivel de adubacao
nitrogenada e ao longo do tempo; porém o efeito do nivel de adubagdo dependeu do
tempo em que as plantas estiveram expostas. Altas temperaturas ao longo dos dias do
experimento aumentaram a atividade da NR nas folhas de C. floribundus, em relacdo a
atividade medida em plantas expostas ao regime atual de temperatura, independentemente
do tempo de medicdo e do nivel de adubacdo nitrogenada. A atividade da NR foi
significativamente mais alta nas folhas de plantas que receberam adubacdo com maior
concentracdo de N quando comparada a de folhas de plantas que receberam adubacéo
balanceada, apos 21 e 28 dias de experimento realizado sob T atual e T alta. A atividade
da NR nas folhas de C. floribundus decresceu ao longo do tempo em todos 0s
tratamentos. Nas raizes de C. floribundus, ndo houve efeito significativo da elevagédo de
temperatura e do tipo de adubacdo na atividade da NR. Mas, a atividade da enzima
diminuiu significativamente ao longo das semanas do experimento somente em plantas
adubadas com solucéo nutritiva balanceada independente do regime diario de temperatura
a que foram submetidas (Figura 8 Tabela 6).

A elevacdo da temperatura ndo afetou significativamente a atividade da NR nas folhas de
E. leiocarpa. A adubacdo com excesso de N, por sua vez, promoveu 0 aumento da
atividade da NR ap0s 21 e 28 dias e sob regime de temperatura atual. O pico de atividade
da NR nos 4 tratamentos ocorreu aos 14 dias. Nas raizes, também houve reducéo
significativa da atividade da NR ao longo do tempo. A atividade da enzima nas raizes nao

foi mais detectada aos 28 dias do experimento nos 4 tratamentos (Figura 8, Tabela 6)
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Figura. 8: Valores médios da atividade da enzima nitrato redutase (NR) em folhas e raizes de Croton
floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento. T atual (plantas submetidas ao
termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada); T atual + N (plantas submetidas
ao termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solucéo balanceada+adigdo de N); T alta (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solucdo balanceada); T alta + N (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solucdo balanceada+adicéo de N).
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Tabela 6: Valores médios da atividade da enzima nitrato redutase (umol NO,/h/g MS) em folhas e raizes
de Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p
resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1: regime de temperatura; fator 2: adubacdo; fator 3: tempo). Letras
minusculas distintas indicam diferencas entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de
adubacdo e de temperatura. Médias destacadas em negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs
*N) em cada tratamento de temperatura e em cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T
atual vs T alta) em cada tratamento de adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas
significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
Folhas
7 95b 85D 6,5ab* 9,5b* 15a 0,3 ab l4a 1,0ab
14 10,3 a 12,0a 125a* 179a* 15a 3,2a 18a 2,24
21 45D 8,7b 5,1 b* 10,7 b* 12a 3,0b l4a 1,3b
28 3,3b 10,7b 4,9 b* 13,6 b* 0,8b 3,1ab 1,3b 0,6 ab
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,035 Fator 1 0,495
Fator 2 <0,001 Fator 2 0,019
Fator 3 <0,001 Fator 3 0,022
Interagdes InteracBes
1x2 0,093 1x2 0,171
1x3 0,153 1x3 0,392
2x3 0,020 2x3 0,027
1x2x3 0,885 1x2x3 0,133
Raizes
7 0,24 a 0,08 0,50a 0,53 1,66 a 0,34 a l46a 0,76a
14 011D 0,05 0,10 b 0,13 0,50 b 0,05Db 0,34b 0,29b
21 0,01lc 0,01 0,01lc 0,01 0,02 b 0,09b 0,29b 0,93b
28 001c 0,05 0,03¢c 0,04 nd nd nd nd
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,050 Fator 1 0,377
Fator 2 0,835 Fator 2 0,784
Fator 3 <0,001 Fator 3 0,009
Interagdes Interagdes
1x2 0,030 1x2 0,241
1x3 0,013 1x3 0,748
2x3 0,715 2x3 0,346
1x2x3 0,277 1x2x3 0,912

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragdo de N.

A atividade da enzima glutamina sintetase (GS) variou de 4,4 a 37,1 umol GGH/h/g MS
nas folhas de C. floribundus e de 21,1 a 353,8 umol GGH/h/g MS nas folhas de E.
leiocarpa. Nas raizes, os niveis de atividade dessa enzima variaram entre 2,3 e 9,5 pmol
GGH/h/g MS e entre 13,4 e 55,1 pumol GGH/h/g MS em plantas de C. floribundus e E.

leiocarpa respectivamente (Figura 9 Tabela 7).
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A ANOVA fatorial mostrou que ndo houve variacgdes significativas em funcéo do regime
diario de temperatura, do tipo de adubacéo e ao longo do tempo na atividade da GS nas
folhas e raizes das plantas de C. floribundus (Figura 9, Tabela 7).

A atividade da GS variou significativamente nas folhas e raizes de plantas de E. leiocarpa
apenas em funcdo do tempo, nas plantas expostas aos 2 regimes de temperatura e aos 2
niveis de adubacdo com N. O pico de atividade da enzima nas folhas ocorreu entre 14 e
21 dias e nas raizes entre 21 e 28 dias. Os demais fatores ndo alteraram

significativamente a atividade de GS nas folhas e raizes de E. leiocarpa (Figura 9 Tabela

7).
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Figura. 9: Valores médios da atividade da enzima glutamina sintetase (GS) em folhas e raizes de Croton
floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento.T atual (plantas submetidas ao
termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada); T atual + N (plantas submetidas
ao termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solugdo balanceada+adicdo de N); T alta (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solucéo balanceada); T alta + N (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solugdo balanceada+adicdo de N).
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Tabela 7: Valores médios da atividade da enzima glutamina sintetase (GS) (umol GGH/h/gMS) em folhas
e raizes de Croton floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p
resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1: regime de temperatura; fator 2: adubacdo; fator 3: tempo). Letras
minusculas distintas indicam diferencas entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de
adubacdo e de temperatura. Médias destacadas em negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs
*N) em cada tratamento de temperatura e em cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T
atual vs T alta) em cada tratamento de adubagdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas
significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
Folhas
7 - - - - 25,5d 47,6 d 36,6 d 21,1d
14 33,3 37,1 8,8 6,7 3175a 353,8a 3355a 2769a
21 23,7 34,7 10,8 13,2 296,4 b 2758b 203,6b 241,7b
28 59 11,2 4.4 31,2 118,1c 1214c 1082c 928¢c
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,253 Fator 1 0,060
Fator 2 0,119 Fator 2 0,632
Fator 3 0,219 Fator 3 <0,001
InteracOes Interaces
1x2 0,275 1x2 0,324
1x3 0,049 1x3 0,736
2x3 0,183 2x3 0,337
1x2x3 0,608 1x2x3 0,250
Raizes
7 - - - - 14,7b 18,7 b 8,3b 134D
14 2,3 9,5 6,8 55 384 a 33,3a 44,6 a 32,0a
21 4,4 57 45 0,9 348a 39,1a 47,4 a 335a
28 2,4 3,1 3,4 9,0 55,1a 375a 53,8 a 43,8 a
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,989 Fator 1 0,735
Fator 2 0,247 Fator 2 0,307
Fator 3 0,206 Fator 3 <0,001
InteracBes Interacdes
1x2 0,078 1x2 0,942
1x3 0,180 1x3 0,406
2x3 0,220 2x3 0,541
1x2x3 0,123 1x2x3 0,399

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diério de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentracéo de N.

5.4. Concentracodes de pigmentos em folhas
As concentracOes foliares medias de clorofila total variaram de 8,7 (a: 6,4; b: 2,3) a 19,4
(a: 13,8; b: 5,6) mg/g MS nas folhas de C. floribundus e de 2,8 (a: 2,1; b: 0,7) a 5,0 (a:

3,7; b: 1,3) mg/g MS nas folhas de E. leiocarpa (Figura 10, Tabelas 8).
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Os fatores regime de temperatura, adubacdo e tempo nédo alteraram significativamente os
niveis foliares de clorofilas total e a das 2 espécies. Poréem, algumas interacGes pontuais
entre os fatores foram identificadas pela ANOVA. As concentracdes de clorofila total e a
foram significativamente mais altas aos 28 dias nas plantas de C. floribundus adubadas
com solucdo nutritiva balanceada e expostas ao termoperiodo atual. A temperatura alta
promoveu o aumento da clorofila total, apds 7 dias, nas plantas de E. leiocarpa adubadas
com ambos os tipos de solucdo nutritiva, em relacdo aos valores obtidos nas plantas
crescidas sob regime atual de temperatura. A concentracdo de clorofila a reduziu
significativamente aos 28 dias nas plantas fertilizadas com solugcdo balanceada e sob
temperatura elevada (Figura 10, Tabelas 9).

O contetdo de clorofila b de plantas de C. floribundus expostas ao regime de temperatura
atual aumentou significativamente ao longo do tempo, independentemente do tipo de
adubacdo. Outras variacdes nao foram comprovadas estatisticamente. Ndo houve
variacdes significativas no contetdo de clorofila b nas plantas de E. leiocarpa (Figura 10,
Tabela 10).

As concentracfes de carotenoides também ndo foram alteradas significativamente em
plantas de C. floribundus expostas ao excesso de N no solo, ao aumento de temperatura e
nem ao longo das semanas do experimento. No caso de E. leiocarpa, a adubacdo com
excesso de N promoveu um aumento dos teores foliares de carotenoides somente aos 28
dias do experimento, tanto sob regime de T atual quanto T alta. Outras tendéncias ndo

foram comprovadas estatisticamente (Figura 10, Tabela 11).
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Figura. 10: ConcentragBes médias de clorofilas a, b, total (a+b) e carotenoides em folhas de Croton
floribundus e Esenbeckia leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento. T atual (plantas submetidas ao
termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solugdo balanceada); T atual + N (plantas submetidas
ao termoperiodo de 26°C dia/19°C noite e adubadas com solugdo balanceada+adicdo de N); T alta (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solucdo balanceada); T alta + N (plantas
submetidas ao termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solucéo balanceada+adicdo de N).
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Tabela 8: Valores médios da concentragdo de clorofila total em folhas de Croton floribundus e Esenbeckia
leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1:
regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras mindsculas distintas indicam diferencas
entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubacdo e de temperatura. Médias destacadas
em negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs *N) em cada tratamento de temperatura e em
cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T alta) em cada tratamento de
adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
7 8,7b 8,8 11,1 12,0 3,1 3,9 50* 46*
14 11,1b 8,7 9,1 9,7 3.4 2,9 4,7 3,3
21 8,8 ab 10,2 13,5 17,0 3,0 3,0 3,9 3,3
28 116a 15,0 9,1 19,4 4,2 4,6 2,8 3,8
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,223 Fator 1 0,132
Fator 2 0,222 Fator 2 0,800
Fator 3 0,194 Fator 3 0,160
InteracGes InteracGes
1x2 0,517 1x2 0,311
1x3 0,032 1x3 0,018
2x3 0,513 2x3 0,193
1x2x3 0,938 1x2x3 0,708

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragéo de N.

Tabela 9: Valores médios da concentragdo de clorofila a em folhas de Croton floribundus e Esenbeckia
leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1:
regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras mindsculas distintas indicam diferencas
entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubacdo e de temperatura. Médias destacadas
em negrito indicam efeito significativo da adubagéo (Bal. vs *N) em cada tratamento de temperatura e em
cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T alta) em cada tratamento de
adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
7 6,6 b 6,6 7,9 8,8 2,1 2,9 3,7a 3,4
14 8,1b 6,4 6,8 71 2,5 2,2 35ab 25
21 6,5 ab 7,4 9,5 12,0 2,2 2,1 29ab 2,3
28 8,2 a 10,3 6,3 13,8 2,8 3,5 2,1b 2,9
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,079 Fator 1 0,049
Fator 2 0,324 Fator 2 0,988
Fator 3 0,287 Fator 3 0,124
Interagdes Interagdes
1x2 0,138 1x2 0,160
1x3 0,047 1x3 0,016
2x3 0,487 2x3 0,043
1x2x3 0,937 1x2x3 0,752

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solucdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragdo de N.
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Tabela 10: Valores médios da concentragdo de clorofila b em folhas de Croton floribundus e Esenbeckia
leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1:
regime de temperatura; fator 2: adubacéo; fator 3: tempo). Letras mindsculas distintas indicam diferencas
entre tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubacdo e de temperatura. Médias destacadas
em negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs +N) em cada tratamento de temperatura e em
cada tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T alta) em cada tratamento de
adubacdo e cada tempo de amostragem. Somente diferencas significativas foram destacadas.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
7 2,1b 22ab 3.2 3,2 1,0 1,0 1,3 1,2
14 3,0b 23ab 23 2,5 0,9 0,8 1,2 0,9
21 2,3 ab 28b 3,9 50 0,8 0,8 1,0 0,9
28 34a 4,6a 2,7 5,6 14 1,1 0,7 0,9
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,136 Fator 1 0,675
Fator 2 0,171 Fator 2 0,537
Fator 3 0,023 Fator 3 0,420
InteracGes InteracGes
1x2 0,687 1x2 0,889
1x3 0,008 1x3 0,074
2x3 0,411 2x3 0,868
1x2x3 0,815 1x2x3 0,632

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solucéo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solugdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragédo de N.

Tabela 11: Valores médios da concentragdo de carotenoides em folhas de Croton floribundus e Esenbeckia
leiocarpa ao longo de 28 dias de experimento e valores de p resultantes da ANOVA fatorial (Fator 1: regime
de temperatura; fator 2: adubacdo; fator 3: tempo). Letras minusculas distintas indicam diferencas entre
tempos de amostragem dentro de cada tratamento de adubacdo e de temperatura. Médias destacadas em
negrito indicam efeito significativo da adubacéo (Bal. vs +N) em cada tratamento de temperatura e em cada
tempo de amostragem. * Indica efeito de temperatura (T atual vs T alta) em cada tratamento de adubacéo e
cada tempo de amostragem. Somente diferengas significativas foram.

Tempo de Croton floribundus Esenbeckia leiocarpa
amostragem T atual T alta T atual T alta
(dias) Bal. +N Bal. +N Bal. +N Bal +N
7 1,1 1,0 1,0 1,2 0,4 0,6 0,7 0,1
14 1,1 1,0 1,2 1,3 0,5 0,5 0,7 0,5
21 0,9 1,2 1,4 1,7 0,5 0,4 0,6 0,4
28 11 1,3 0,9 2,0 0,4 0,6 0,4 0,6
ANOVA p ANOVA p
Fator 1 0,354 Fator 1 0,117
Fator 2 0,316 Fator 2 0,823
Fator 3 0,628 Fator 3 0,126
Interagdes Interagdes
1x2 0,626 1x2 0,011
1x3 0,273 1x3 0,601
2x3 0,630 2x3 0,008
1x2x3 0,948 1x2x3 0,294

T atual: Plantas submetidas ao termoperiodo diario de 26°C dia/19°C noite; T alta: Plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite; Bal.: Plantas adubadas com solugdo nutritiva balanceada; +N: plantas
adubadas com solucdo nutritiva balanceada e acrescida do dobro da concentragdo de N.
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5.5. Curvas de crescimento

O numero de folhas tendeu a aumentar ao longo dos 28 dias de experimento nas plantas
de C. floribundus expostas aos 4 tratamentos, mas o crescimento em altura foi menos
evidente ao longo do tempo (Figura 11). As plantas de C. floribundus cresceram, em
média no intervalo de 28 dias do experimento, 2,2 cm, 1,3 cm, 3,7 cm e 2,7 cm em altura
e produziram mais 5, 6, 6 e 8 novas folhas, quando expostas respectivamente aos
tratamentos T atual/Bal., T atual/+N, T alta/Bal. e T alta/+N. Apesar de haver a tendéncia
de aceleracdo do crescimento em altura e nimero de folhas das plantas em resposta a
adubacdo com excesso de N e/ou elevacdo da temperatura, a ANOVA ndo demonstrou
haver diferencas significativas entre os tratamentos.

Por outro lado, o crescimento de plantas de E. leiocarpa ao longo do experimento
pareceu ser mais afetado pela combinacdo de estressores (Figura 11). As plantas
cresceram, em média no intervalo de 28 dias do experimento, 0,4 cm, 1,2 cm e 0,2 cm em
altura e produziram mais 1, 1 e 2 novas folhas, quando expostas respectivamente aos
tratamentos T atual/Bal., T atual/+N e T alta/Bal. No tratamento T alta/+N, as plantas
cresceram 2,2 cm e perderam 4 folhas em média, no intervalo de 28 dias. A ANOVA néo
paramétrica comprovou haver reducdo significativa do nimero de folhas de plantas

expostas a acdo combinada do excesso de N no solo e temperatura elevada do ar.
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Esenbeckia leiocarpa
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Figura 11:Curvas de crescimento em numero de folhas e altura de Croton floribundus e Esenbeckia
leiocarpa ao longo dos 28 dias de experimento. T atual (plantas submetidas ao termoperiodo de 26°C
dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada); T atual + N (plantas submetidas ao termoperiodo de
26°C dia/19°C noite e adubadas com solucdo balanceada+adicdo de N); T alta (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C e adubadas com solucéo balanceada); T alta + N (plantas submetidas ao
termoperiodo de 32°C dia/20°C noite e adubadas com solu¢do balanceada+adi¢do de N).
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6. DISCUSSAO

O solo do remanescente florestal do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), utilizado
em ambos 0s experimentos, possuia boa fertilidade no inicio do experimento [Capacidade
de troca catidnica (CTC) = 180 mmol dm-; soma de bases trocaveis (SB) = 153 mmol
dm=®]. No final dos dois experimentos, esses atributos de fertilidade foram reduzidos
(reducdo em média de 38% na CTC e 47% na SB), mesmo considerando que houve
aplicacdo de solugbes nutritivas balanceadas ou balanceadas com o dobro da
concentracdo de N. Essa reducdo indica que as plantas de ambas as espécies, ao
absorverem cétions, interferiram na fertilidade do solo. Além disso, esse resultado,
associado a maior taxa de NO3™ em relagdo a NH4" no solo, indica que o solo possui boa
capacidade para realizar as trocas cationicas, proporcionando maior adsorcdo de cations
como NHs" e menor adsorcdo de anions como NOs. Solos que apresentam alta
capacidade na troca de cétions tende a ter maiores reservas de nutrientes minerais (Zhan
et al 2015; Liu et al, 2020).

Os niveis de N-NHs" no solo foram afetados pelo excesso de adubacdo nitrogenada,
porém de forma inversa nos dois experimentos realizados. Enquanto os niveis foram
aumentados no experimento com C. floribundus, estes foram reduzidos no experimento
com E. leiocarpa. J& as concentragdes de N-NOs™ foram afetadas ndo s6 pelo excesso de
adubacdo nitrogenada como pela elevacdo da temperatura do ar. As alteracdes nos niveis
de N-NOz" causadas pela elevagdo da temperatura foram novamente contrastantes nos
dois experimentos. O aumento da temperatura promoveu a reducdo dos niveis desse ion
no solo utilizado no cultivo de C. floribundus e aumento no utilizado no cultivo de E.
leiocarpa. Segundo Heinzle et al. (2021), o aguecimento da atmosfera afeta o ciclo de
nitrogénio (N) em solos florestais, mas as implicacdes para a disponibilidade de N para as

plantas permanecem incertas. Esses autores mostraram que a abundancia das diferentes
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formas de N no solo ndo foi afetada em resposta ao aquecimento do solo de uma floresta
de clima temperado, contrastando com os resultados obtidos neste estudo. Porém, Hu et
al. (2020) demonstraram que a deposicdo de NH4" no solo pode promover o aumento das
emissdes de gases intensificadores do efeito estufa, resultando no aquecimento do ar,
ocorrendo o inverso em resposta a deposicdo de NOs'.

As proporgdes entre as concentragdes de N-NH4" e N-NOs™ também foram mais alteradas
pela elevacdo da temperatura e adubacdo com excesso de N no experimento com E.
leiocarpa do que no realizado com C. floribundus. A razdo N-NH4/N-NOs no solo
utilizado para cultivo de plantas de C. floribundus foi apenas alterada ao longo do tempo.
No solo de cultivo de E. leiocarpa, essa razéo foi mais alta sob termoperiodo atual e apds
fertilizacdo com solugdo nutritiva balanceada e observou-se reducdo significativa ao
longo do tempo, especialmente sob temperatura alta.

Esses resultados contrastantes indicam que o crescimento de C. floribundus ou E.
leiocarpa pareceram afetar de forma distinta os niveis de N-NH4" e N-NOs™ no solo ao
longo dos 28 dias de experimento. Possivelmente, essa interferéncia resultou das
estratégias distintas de aproveitamento dos compostos nitrogenados presentes no solo.
Embora a quantidade de NOs  seja maior que a de NHs" em ambas as espécies, C.
floribundus pareceu acumular mais NH4" nas folhas em relagdo a E. leiocarpa. Além
disso, a espécie ndo pioneira E. leiocarpa metabolizou mais rapidamente o NH4* e menos
NOs". O contrério foi observado em C. floribundus. Essa estratégia de aproveitamento do
NHs" pela E. leiocarpa também pode ter resultado em economia de energia, pois a
assimilacdo de NOgz™ requer a transferéncia de 2 elétrons por NOs™ convertido em NO2, 6
elétrons por NO2  convertido em NHs" e 2 elétrons e 1 ATP por molécula de NHs"
convertida em glutamato. Dessa forma, a assimilacdo do NOs™ demanda mais energia, em

comparacdo a assimilacdo do NH4". Portanto, a diferenca na taxa de absor¢do de ions
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nutrientes nas plantas indica que as espécies C. floribundus e E. leiocarpa removem
cations e anions em quantidades desiguais do meio (Crawford 1995, 2007; Sinha et al
2020).

A atividade enzimatica de ambas as espécies também evidenciou estratégias distintas para
0 uso do nitrogénio em excesso, que apontam para 0S estagios sucessionais aos quais
pertencem, como ressaltado por Aidar et al. (2003) e Debiasi et al. (2019, 2021). A
espeécie pioneira C. floribundus teve atividade de nitrato redutase (NR) mais vulneravel a
acao dos fatores de estresse testados do que a da espécie ndo pioneira E. leiocarpa,
mostrando grande afinidade por NOs", apesar da necessidade de investimento de energia.
A atividade da glutamina sintetase (GS) € menor em C. floribundus, explicando porque
NH4* é acumulado nas folhas. A espécie ndo pioneira E. leiocarpa apresentou
(baixa)atividade da enzima NR e alta atividade da enzima GS, e baixa taxa de absor¢éo
de NOs e NH4", indicando que a espécie mantém controle no gasto de energia ao
absorver mais NH.s* do que NO3™ e rapida metabolizacdo em aminoacidos pela enzima
GS.

De acordo com Debiasi et al. (2019, 2021), a luz é um fator de inducdo para o
funcionamento das enzimas NR e GS, e é contrastante entre espécies de estagios
sucessionais diferentes da Floresta Atlantica. Espécies ndo pioneiras tenderam a ter
menor atividade de NR e maior atividade de GS. O inverso foi mostrado para as espécies
pioneiras, que sdo tolerantes a luz, apresentam maior atividade fotossintética e maior
disponibilidade energética para NOz". Nesses estudos, houve espécies que apresentaram
estratégias intermediarias, apontando que o uso eficiente de N associado a intensidade
luminosa é dependente das caracteristicas ecoldgicas da espécie.

Plantas adotam estratégias, ou sistemas para modular sua capacidade de absorc¢do via

raizes para lidar com as alteragbes no solo quanto ao nivel de disponibilidade de
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nitrogénio (referencias). A obtencédo de NH4* e NO3™ do solo pelas raizes da planta séo
mediados por transportadores de amonio (AMTSs) e nitrato (NRTS), que diferem em
quantidade e afinidade (HATS e LATS) de uma planta a outra, sugerindo que algumas
plantas tém maior alternancia e estimulo dos transportadores de alta e baixa afinidade
(HATS e LATS) para amonio (AMTs) e pouca para nitrato (NRTS), ou 0 inverso.
Portanto, a espécie ndo pioneira E. leiocarpa, como tende a absorver mais NH4* e menos
NOs", pode ter mais HATS e LATS para transportadores de aménio (AMTS) e menos
para transportadores de nitrato (NRTSs). Ja a espécie pioneira C. florinbundus tende ao
inverso, podendo ter maior alternancia e estimulo HATS e LATS para transportadores de
nitrato (NRTs) e menos para transportadores de amonio (AMTs) (Fan et al., 2017; Sinha
et al., 2020; Mubasher et al., 2020; Shahidul et al., 2020).

Culturas agricolas que preferem NH4* podem exsudar para o solo inibidores de
nitrificacdo bioldgica, que resultam na retencdo de nitrogénio na forma de NH.*, jA o
trigo, com preferéncia por NOs’, é capaz de diminuir ativamente a razdo NH4*/NO3™ no
solo (He et al. 2022). E possivel que as espécies do presente estudo apresentem tais
caracteristicas, apesar de se conhecer muito pouco a respeito para espécies arboreas.
Essas estratégias diferentes entre as espécies podem também ser explicadas por processos
de aclimatacdo a mudancas na fertilidade do solo ao longo da sucessdo ecoldgica C.
floribundus, por ser pioneira, estaria apta a crescer em solo menos fértil, dessa forma
fazendo menos trocas catibnicas na superficie da particula do solo, o que facilitaria a
absorcdo de anions como o NOz". A espécie ndo pioneira por se encontrar em estagio
sucessional mais avangado, cresceria em solo com maior fertilidade e maior capacidade
de troca catibnica, favorecendo, entdo, a absorcdo de NH4* da superficie das particulas do

solo.
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Em geral, espera-se encontrar em espécies pioneiras maior taxa fotossintética, maior
acumulo de biomassa, e menor concentracdo de clorofilas e carotenoides. Entretanto,
espécies pioneiras necessitam de maior protecdo antioxidante para reparar os danos
oxidativos causados pela alta luminosidade (Brand&o et al 2017, Esposito et al. 2018). A
concentracdo de clorofila total, clorofila a e b, e carotenoides tendeu a ser maior em C.
floribundus do que em E. leiocarpa, indicando que a espécie C. floribundus
possivelmente tem maior taxa fotossintética se comparado a E. leiocarpa. E possivel que
o fato da espécie C. floribundus ter estocado mais NH4* do que a E. leiocarpa pode ter
causado estresse oxidativo, e para reparar 0 dano investiu no sistema de defesa
antioxidante, como a producdo de clorofilas e carotenoides. Estes sdo pigmentos
envolvidos no sistema de defesa antioxidante; as clorofilas atuam na protecdo das
membranas, e 0s carotenoides podem eliminar o oxigénio singleto (102), podem reagir
diretamente com o anion superdxido (O2N*') e outros radicais livres, e podem prevenir a
peroxidacdo lipidica (Gill & Tuteja 2010; Gonzalez et al 2012; Brandao et al 2017,
Esposito et al. 2018).

A auséncia de alteracGes no crescimento indica que C. floribundus é capaz de tolerar a
elevacdo de temperatura e/ou excesso de N. O crescimento de E. leiocarpa, por sua vez,
pareceu ser mais afetado pela acdo combinada desses estressores ambientais, que devem
ter causado estresse oxidativo, resultando na queda significativa de folhas. A senescéncia
acelerada e a queda de folhas tém sido observadas em resposta ao estresse oxidativo

induzido por ozdnio (Fernandes et al.2019).
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7. CONCLUSOES

O crescimento de C. floribundus e E. leiocarpa afetou de forma distinta os niveis de NH4"
e NOs™ no solo ao longo dos 28 dias de experimento. As concentragdes de N-NH4* no solo
foram alteradas apenas em funcdo do tipo de adubagdo nitrogenada das plantas. No
entanto, no experimento com C. floribundus, o solo que recebeu solugdo nutritiva com
excesso de N continha mais N-NH4". O inverso ocorreu no experimento com E. leiocarpa.
A temperatura do ar afetou os niveis de N-NO3™ no solo de cultivo de C. floribundus e estes
foram reduzidos ao longo do tempo em todos os tratamentos. J& a elevacdo da temperatura
do ar causou um aumento dos niveis de N-NOz™no solo de cultivo de E. leiocarpa ao longo
do experimento. A razdo das concentracdes de N-NH4" e de N-NOs no solo foi apenas
reduzida ao longo do tempo no experimento com C. floribundus. No experimento com E.
leiocarpa, além de ser reduzida ao longo do experimento, essa razdo foi mais alta sob
termoperiodo atual e apds fertilizacdo com solucdo nutritiva balanceada.

Essas relacfes solo-planta contrastantes resultaram possivelmente das estratégias distintas
de aproveitamento dos compostos nitrogenados presentes no solo por ambas as espécies,
quando expostas ao excesso de N no solo e/ou temperaturas elevadas no solo. Enquanto em
plantas de C. floribundus, os niveis foliares e radiculares de NH4* foram reduzidos pela
adubacdo em excesso de N, nas de E. leiocarpa o NH4* foi detectado até 14 dias
experimento. Nas raizes de E. leiocarpa foi comprovado aumento significativo dos teores
de NH4* aos 28 dias.

Os niveis de NOs™ variaram ao longo do tempo em ambas as espécies, tanto nas raizes
guanto nas folhas. Mas, a alta temperatura teve papel importante para o aumento da NR em
folhas de C. floribundus e a atividade da NR nas folhas dessa espécie decresceu ao longo
tempo. A atividade da NR para E. leiocarpa ndo respondeu ao tipo de temperatura, mas

sim para ao tipo de adubacdo, havendo pico de atividade da enzima aos 14 dias sob o
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regime de temperatura atual com adubacéo balanceada. Nas raizes também houve reducéo
da atividade da NR ao longo do tempo. A atividade da GS em folhas e raizes de C.
floribundus ndo variou em funcao do regime de temperatura, adubacgéo e tempo. Por outro
lado, a GS nas folhas e raizes de E. leiocarpa variaram significativamente em funcédo do
tempo, nas plantas expostas aos dois regimes de temperatura e adubacdo com N.

Houve pouca evidéncia de ocorréncia de danos fisioldgicos causados pelo excesso de e/ou
elevacdo de temperatura em C. floribundus. Porém, para E. leiocarpa o conteudo de
carotenoides aumentou no tratamento com excesso de N aos 28 dias de experimento. Além
disso, houve reducao significativa do numero de folhas de plantas de E. leiocarpa expostas
a acdo combinada do excesso de N no solo e temperatura elevada do ar.

Em um cenéario de mudancas climaticas e alta deposi¢cdo de nitrogénio, ha indicios de que a
espécie E. leiocarpa seja mais suscetivel a esses efeitos, visto que apresentou reducdo no
numero de folhas e aumento de pigmentos caracteristicos do estresse oxidativo. E a
pioneira C. floribundus demonstrou estratégias eficientes no uso do N e tolerancia ao

estresse climatico, podendo ser indicada para trabalhos de restauracao.
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