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RESUMO

Vernonia herbacea é uma Asteraceae herbicea, perene e nativa de cerrado. Possui
orgdos subterrdneos denominados rizoforos que acumulam frutanos do tipo inulina. Esses
polimeros de frutose tém sido associados a resisténcia ao estresse por deficiéncia hidrica e
nutricional, € por baixa temperatura, atuando como reguladores osmoéticos. A importéncia
econdmica dos frutanos também ¢ grande, devido a sua aplica¢io na indistria alimenticia e de
comesticos. Carboidratos dessa classe tém sido empregados com sucesso na prevencgdo de
doengas do intestino, por estimular a proliferacio das bifidobactérias. O fato dos frutanos nio
serem absorvidos pelo organismo humano faz desses carboidratos uma fonte alternativa de
agticar de baixa caloria. Dentre os fatores externos jé estudados, a manipulagio de nutrientes
tem sido a prética mais utilizada para estimular a producgio de frutanos. O presente trabalho foi
realizado com o objetivo de investigar o efeito dos nutrientes, especialmente o nitrogénio, no
conteddo de frutanos em V. herbacea, buscando, ainda, entender as interagGes entre o
metabolismo de carboidratos soltiveis e o crescimento. Com base em resultados anteriores em
que rizoforos de V. herbacea apresentaram crescimento limitado em solugdo de Hoagland, foi
formulada uma solugio nutritiva, denominada Vernonia, a partir da constitui¢io quimica foliar
de V. herbacea. Em relacdo a solugio de Hoagland, a solu¢iio Vernonia em 50% de forga
ibnica proporcionou melhor producéo de rizéforos e frutanos por planta, apés 180 dias de
cultivo. Por outro lado, maior crescimento da parte aérea ocorreu nas solugdes completas
(100% de forca ibnica) de Hoagland e Vernonia. Procurando investigar o comportamento
dessa espécie em condigdes de estresse nutricional, plantas cultivadas em soluciio Vernonia
enriquecida (10,7 mmol/L) foram transferidas para solucdo deficiente (1,3 mmol/L) de N-NOs.
Alteragbes fisiologicas e metabdlicas ocorreram em resposta ao estresse nutricional. Um

rapido aumento na biomassa da parte aérea foi observado aos 30 dias apés o inicio do



tratamento. Na fase de maior sintese de frutanos (90 e 180 dias) a concentracdc desses
compostos nas plantas submetidas 4 deficiéncia de nitrogénio foi maior, enquanto a producio
de frutanos por planta foi superior na solugio enriquecida de nitrogénio. O contetido foliar de
proteina total solivel diminuiv, gradativamente, &4 medida que se aproximou a fase de
senescéncia e, de forma mais acentuada, em plantas sob estresse nutricional. Tais resultados
sugerem maior mobilizacio de nitrogénio orgfnico para os rizoforos onde ocorreram,
simultaneamente, aumento no contetido de proteinas e aciimulo de frutanos. Uma reducdo da
fotossintese aos 30 dias foi observada em plantas cultivadas nas duas concentragdes de nitrato,
e parece estar relacionada ao aumento na concentragio dos carboidratos foliares, sustentando a
hipotese de que a fotossintese seja regulada pelo contetido de carboidratos soliveis.
Procurando dar subsidios para o uso sustentdvel de espécies de cerrado, plantas de V. herbacea
foram cultivadas em uma 4drea de cerrado onde receberam diferentes doses de adubagdo
nitrogenada na forma de (NH4),SO;. O crescimento das plantas foi estimulado apenas nas
doses entre 6 e 12 kg/ha de nitrogénio apds 12 meses de cultivo. Por outro lado, plantas
tratadas com 24 kg/ha de nitrogénio chegaram a acumular 6,0 g de frutanos por planta
enquanto nas plantas que nfio receberam N suplementar, esse valor foi de 3,5 g, sugerindo a

aplicagéio de 24 kg/ha de nitrogénio para a produgdo de frutanos em solos de cerrado.
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ABSTRACT

Vernonia herbacea is a herbaceous, perennial Asteraceae, native to the Brazilian
cerrado. The plants have underground organs, known as rhizophores, which accumulate
fructans of the inulin type. Fructose polymers have been associated to stress conditions, such
as water and nutritional defficiency and low temperatures acting as osmotic regulators for the
plant. Fructans have an outstanding economic importance due to their application in the food
and pharmaceutical industries. These compounds have been successfully used in the
prevention of intestinal diseases promoting the growth of bificobacteria. In addition, fructans
are not absorbed by the human organism, which makes these compounds useful in the
production of alternative low calorie sugar. Among all the external factors yet reported to
estimulate the biosynthesis of fructan, handling of nutrient application showed to be a very
commeon practice. The aim of the present study was to investigate the effect of nutrient supply,
with emphasis on nitrogen, in the fructan contents of V. herbacea plants. As a secondary
objetive, we aimed to understand how carbohydrate metabolism interacts with plant growth in
V. herbacea. Previous results have shown that growth of rhizophores can be limited when
Hoagland solution is added to plants of V. herbacea. Thus a nutrient solution (named Vernonia
solution) was formulated based on the chemical constituents of V. herbacea leaves. When
compared to Hoagland solution, Vernonia solution with 50% ionic strength had a positive
effect on growth after 180 days of cultivation, increasing the production of rhizophores and
fructans per plant. On the other hand an increase in the growth of aerial organs was observed
when complete Hoagland or Vernonia solution (100% ionic strength) was added to the plants.
To investigate how plants behave under nutritional stress conditions, plants previously
cultivated in N-NO;" enriched Vernonia selution (10.7 mmol/L) were transferred to N-NO;

defficient Vernonia solution (1.3 mmol/L). Physiological and metabolical changes were



detected in plants in response to nutritional stress. An increase in the biomass of the aerial
organs was observed 30 days after the beginning of the treatments. Between 90 and 180 days,
when fructan accumulation occurred more intensively, fructan concentration in plants
submitted to nitrogen defficiency was higher, although fructan production per plant was
superior in plants grown in the nitrogen-enriched solution. Total soluble leaf protein decreased
slowly close to the senescence phase and this decrease was more intense in plants under
nutritional stress. These results suggest the occurrence of mobilization of organic nitrogen
towards the rhizophores, reflected by the increase in protein and fructans. Photosynthesis was
reduced at day 30 in plants cultivated in both nitrate solutions and this reduction could be
related to an increase of leaf carbohydrate concentration. This fact points to the hypothesis that
photosynthesis is regulated by soluble carbohydrate content. To provide basic information for
the sustainable use of the cerrado vegetation, plants of V. herbacea were cultivated in a
cerrado area and received different concentrations of nitrogen solution as (NH;),SO,. After 12
months, growth was stimulated only in plants receiving 6 to 12 kg/ha of nitrogen. Plants
treated with 24 kg/ha of nitrogen accumulated 6.0 g fructan per plant, while in control plants,
not treated with supplementary N, this value was only 3.5 g. These results indicate that 24
kg/ha of nitrogen is the concentration recommended for fructan production by plants of V.

herbacea in cerrado soils.



1. INTRODUCAO

Na Reserva Biologica e Estagdo Experimental de Moji Guagu, estado de S3o Paulo,
cerca de 50% da vegetagdo herbacea e subarbustiva de cerrado apresenta 6rgdos subterrdneos
espessados (Mantovani, 1983). Asteraceae ¢ a familia mais ampla em nimero de géneros e
espécies no cerrado, chegando a representar 17% da flora local de angiosperma (Mantovani &
Martins, 1988). Aproximadamente 60% das espécies de Asteraceae, daquela localidade,
acumulam carboidratos soliveis do tipo frutanos em seus orgios de reserva (Figueiredo-
Ribeiro et al., 1986).

O género Vernonia é de ampla ocorréncia nesta area de cerrado (Mantovani 1983),
representado por 22 espécies, todas do estrato herbaceo-subarbustivo. E peculiar a esse tixon a
presenga de orglos subterrdneos espessados com estrutura caulinar, denominados rizéforos
(fig. 1), através dos quais as plantas se reproduzem vegetativamente (Menezes ef al., 1979).

O ciclo fenoldgico de muitas espécies de cerrado € caracterizado por uma fase de
crescimento vegetativo que se inicia na primavera e se estende até o final do outono, quando
os Orgdos aéreos entram em senescéncia, coincidindo com o periodo de baixa temperatura e
precipitagio pluviométrica (De Vuono ef al., 1986). Nessa ocasifio, os 6rgios subterrineos
entram em dorméncia, e assim permanecem até a chegada da estagio chuvosa na primavera
quando ocorre a rebrota de novos ramos aéreos. No inverno, as partes aéreas das plantas de V.
herbacea senescem € o contedo de frutanos aumenta, chegando a representar 80% da massa
seca dos seus rizoforos (Carvalho & Dietrich, 1993).

As variagdes sazonais dos frutanos sugerem que, além do papel de reserva, esses
compostos podem estar relacionados a mecanismos adaptativos em resposta ao estresse

ambiental, oferecendo resisténcia a baixa temperatura e/ou dessecagio (Figueiredo-Ribeiro et



al., 1991; Isejima et al., 1991; Carvalho & Dietrich, 1993), através de sua contribuicio na

mudanga do potencial osmético (Hendry, 1987; Hendry & Wallace, 1993).

Figura 1 - Planta adulta de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby com riz6foros desenvolvidos.

Além da importancia ecologica, os frutanos s3o de grande interesse econdmico, devido
as suas propriedades benéficas a saude (Tomomatsu, 1994) que despertaram a atengdo da
industria mundial de alimentos. Essa classe de carboidratos tem sido empregada com sucesso
nos casos de constipagio e prevengfo de doencas do intestino, por estimular a prolifera¢do das

bifidobactérias, e no controle da osteoporose, por estimular a absorg¢fo de calcio (Coussement



& Franck, 1998). O fato dos frutanos nfo serem absorvidos pelo organismo humano (Nilsson
et al., 1988; Hidaka & Hirayama, 1991) fez desses polimeros de frutose uma fonte alternativa
de aglicar de baixa caloria. Em vista do crescente interesse por novas fontes de frutanos para
uso na inddstria alimenticia e farmacéutica, V. herbacea configura como alternativa para a
producio deste carboidrato.

N&o obstante sejam bem conhecidas a estrutura e a fisionomia da vegetagio de cerrado
(Felippe & Dale, 1990), muito pouco se sabe sobre os processos de crescimento e o papel dos
carboidratos de reserva no estabelecimento das plantas ali ocorrentes, em relagio as suas
necessidades nutricionais. Portanto, estudos sobre nutric3o mineral em plantas nativas de
cerrado, com énfase na modelacfo da forga do dreno em espécies acumuladoras de frutanos,
sdo de grande interesse.

Apesar da vegetacdo de cerrado ser tolerante e bem adaptada 4 baixa fertilidade do solo,
ndo estd eliminada a possibilidade de estimular a maior produgio de biomassa aumentando a
oferta de nutrientes para a planta. Esta hipétese foi testada no Capituloe 1, cultivando-se plantas
de V. herbacea em diferentes solucBes nutritivas. Tendo como referéncia resultados obtidos em
plantas da familia Asteraceae de regides temperadas, nas quais foi constatada a influéncia do
nitrogénio no metabolismo de frutanos, procurou-se verificar se o mesmo efeito ocorria em V.
herbacea (Capitulo 2). Nesse trabalho pretendeu-se, ainda, obter informagdes a respeito dos
processos fisioldgicos dessa espécie em relacdo ao nitrogénio. Numa etapa complementar,
foram avaliadas as respostas metabdlicas e fisiologicas de plantas de V. herbacea transferidas
de meio enriquecido para meio deficiente em nitrogénio (Capitulo 3). Importantes dados foram
obtidos sobre ¢ metabolismo de frutanos e o crescimento dessa espécie quando este nutriente ¢
restringido. Por fim, buscando atender a necessidade do uso sustentivel do cerrado, plantas de

V. herbacea foram cultivadas em condi¢cdes de campo onde receberam adubagfio nitrogenada.



Essa pratica visou a0 aumento da produtividade de frutanos, de modo a viabilizar sua utiizacio

econdmica (Capitulo 4).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nutriciio Mineral em Plantas de Cerrado

Até o presente, pouco se sabe sobre a influéncia dos nutrientes minerais na fisiologia
de crescimento de plantas herbdceas de cerrado, em particular quanto a interagdio com o
metabolismo de carboidratos de reserva.

Crescimento limitado, troncos retorcidos, maior alocagio de carbono para raizes e
elevada razio C:N sfo caracteristicas encontradas na vegetagdo de cerrado, sendo apontadas
como principais causas: a baixa fertilidade, toxicidade de aluminio e deficiéncia hidrica do
solo (Felippe & Dale, 1990; Paulilo & Felippe, 1995; Haridasan et al, 1997; Sassaki &
Felippe, 1998). Arens (1963) sugeriru que os baixos niveis nutricionais no solo de cerrado
levariam ao armazenamento de carboidratos, determinando o escleromorfismo e o crescimento
limitado de sua vegetacio.

Os poucos trabalhos sobre nutrigdo mineral em espécies nativas de cerrado foram
realizados, principalmente, com arbdreas e, em menor numero, com algumas herbaceas. De
meodo geral, a maioria das plantas absorve mais nutrientes em resposta ao aumento destes no
solo (Moraes, 1994,;Vilela & Haridasan, 1994; Haridasan et al., 1997); e mais biomassa €
alocada para os Orgdos aéreos, aumentando a razio parte aérearaiz quando adubadas com
nitrogénio (Renod et al., 1997; Melo, 1999; Oliveira 1999).

Outras espécies de cerrado n3o mostraram nenhuma resposta ao nitrogénio, mas sim ao
fosforo. Para algumas arbéreas, o f6sforo foi o nutriente mais limitante na fase de crescimento
inicial (Melo, 1999). Um aumento na biomassa seca da herbacea Bidens gardneri (Asteraceae)

foi verificado em resposta s doses crescentes de fésforo (Felippe & Dale, 1990), indicando



que a deficiéncia de nutrientes no solo ¢ um fator limitante para o crescimento de espécies
nativas de cerrado.

Comparadas com cultivares agricolas, plantas de ambientes oligotréficos exibem baixa
taxa de absorgdo radicular que pode aumentar em resposta a elevagdo da fertilidade do solo,
porém com capacidade inferior de absor¢fio i das espécies de ambientes mais férteis
(Marschner, 1995). Desse modo, apesar de bem adaptadas a solos pobres em nutrientes, as
espécies nativas, incluindo as de cerrado, apresentam baixo crescimento e baixa razio parte
aérea:raiz mesmo sob maior disponibilidade de nutrientes (Chapin, 1980, 1988; Paulilo &
Felippe, 1995).

Resultados diferentes foram obtidos com V. herbacea, outra herbicea de cerrado.
Enquanto Teixeira ef al. (1997) mostraram que a adigio de solugfo nutritiva de Hoagland, em
substrato arenoso, promoveu o crescimento dos érgios aéreos de plantas cultivadas em casa de
vegetagdo, Carvalho ez al. (1998) notaram um possivel efeito negativo da fertilizagio mineral
na biomassa, em condi¢des de campo, sem no entanto terem sido encontrado diferencas
significativas dado o elevado coeficiente de variagio das medidas de crescimento. Conforme
Parke & Norvell (1999) resultados obtidos em diferentes condi¢des ambientais, como descrito
anteriormente para V. herbacea, ndo devem ser comparados e generalizados. Portanto, os
resultados obtidos com esses dois trabalhos sdo insatisfatrios para uma conclusio mais
precisa quanto ao comportamento nutricional dessa astéracea de cerrado.

Estudos de crescimento inicial em arbéreas de cerrado, como Dalbergia miscolobium
(Paulilo & Felippe, 1995; Sassaki & Felippe, 1998) e Qualea grandiflora (Felippe & Dale,
1990}, mostraram haver maior crescimento em respoéta ao menor suprimento de nutrientes
(50% da forga ibnica da solugio de Hoagland); porém, efeitos toxicos apareceram quando
tratadas com solugdo completa de Hoagland. Diferentemente, plantas de B gardneri

apresentaram melhor desempenho na solug3o de Hoagland em 200% de forca iénica (Klein e
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al., 1996). A maior suscetibilidade das arboreas de cerrado a solugfo de Hoagland indica que
suas exigéncias nutricionais devam ser menores, respondendo positivamente até um limite a
partir do qual o suprimento de nutrientes torna-se estressante.

As respostas do crescimento a adicfo de nutrientes em plantas nativas refletem uma
pequena elevagdio da taxa de crescimento (TCR), indicio de que tais plantas possuem baixo
potencial de TCR (Lambers & Poorter, 1992; Marschner 1995; Lambers et al., 1998). Baixa
TCR ¢é considerada por Grime & Hunt (1975) uma estratégia de sobrevivéncia de plantas em
ambientes menos férteis. Segundo Chapin (1980, 1988), tais plantas, quando cultivadas em
solo mais férieis, acumulam os nutrientes ao invés de aproveitd-los imediatamente, vindo a
utilizé-los mais tarde, quando a disponibilidade de nutrientes for limitante (comportamento
denominado “luxury consuption”).

Estudos de nutrigdo mineral em plantas nativas de cerrado com enfoque na modelagéo
da forca do dreno em espécies acumuladoras de frutanos é de particular interesse. Até o
momento, somente dois trabalhos abordaram esse tema em herbaceas nativas de cerrado: o de

Teixeira ef al. (1997) e o de Carvalho et al. (1998), ambos em V. herbacea.

2.2. Ocorréncia de Frutanos

Os frutanos encontram-se entre os carboidratos de reserva mais amplamente
distribuidos no Reino Plantae, ocorrendo em monocotiledéneas de clima temperado (Liliflorae
e Glumiflorae), em dicotileddneas (Asterales, Campanulales € Lamiales) (Meier & Reid, 1982;
Lewis, 1984), em bridfitas e algas verdes. Sio também encontrados em fungos (4Aspergillus) e
bactérias (Lewis, 1984; Hendry & Wallace, 1993).

Nos vegetais superiores os frutanos estdo localizados, principalmente, em o6rgdos

subterraneos de reserva, ndo sendo, porém restritos a essas estruturas. S#o encontrados, em

7



menores quantidades, em caules, folhas, inflorescéncias, frutos e sementes (Meier & Reid,
1982). Em gramineas, os frutanos ocorrem nas bases de folhas e caules (Smith, 1973).

Hendry & Wallace (1993) estimaram a presenca de frutanos em 15% das
Anglospermas, sendo a maioria membros de 7 ordens: Poales (Triticum, Avena) e Liliales
(Allium, Asparagus, Gladiolus), entre as monocotileddneas, e Asterales (Helianthus,
Cichorium), Campanulales, Dipsacales, Polemoniales e¢ Ericales, entre as dicotiledéness.
Portanto, sdo grupos taxondmicos compreendendo numerosas espécies, distribuidas
amplamente nas regides temperadas, aridas e semidridas do globo terrestre, onde a
sazonalidade ¢ bem definida (Figueiredo-Ribeiro, 1993; Hendry & Wallace, 1993).

Entre as familias mencionadas por Hendry (1987), somente algumas t&m sido
estudadas mais profundamente, destacando-se Poaceae e Asteraceae (Pollock & Chatterton,
1988).

Na vegetagdo de cerrado, mais de 50% das espécies da familia Asteraceae produzem
frutanos do tipo inulina em seus Orgios subterrdneos (Figueiredo-Ribeiro et al., 1986:
Tertuliano & Figueiredb—ijeiro, 1993), cujo contetido varia amplamente, de 2,4% da massa
seca em FVernonia brevifolia a 70% em Vernonia herbacea e em Viguiera discolor
(Figueiredo-Ribeiro, 1993). Outras espécies de dicotiledbneas desse bioma, tais como
Gomphrena macrocephala (Amaranthaceae), também acumulam elevados teores de frutanos
do tipo fleanos em suas raizes tuberosas (Vieira & Figueiredo-Ribeiro, 1993). Esta foi a
primeira referéncia da presenca de frutanos na ordem Caryophyllidae.

Os frutanos sdo encontrados em diversas espécies de interesse econdmico, incluindo
cereais (trigo, cevada, etc.), ornamentais (ddlias, tulipas, etc.), hortaligas (cebola, alho, alface,
etc.) e forrageiras (Lolium e Festuca) (Hendry & Wallace, 1993). As maiores fontes
comerciais de frutanos da série da inulina sio raizes de Dhalia sp. e de Cichorium intybus e

tubérculos de Helianthus tuberosus, todas da familia astericea de regides temperadas. Dentre

8



essas espécies, C. intybus é a mais produtiva, podendo atingir 12 t/ha de inulina (Meier et al.,
1993).

A distribuicio geografica das familias que apresentam espécies contendo frutanos é tdo
diversa que traz davidas a respeito de sugestdes prévias de que os frutanos ocorrem
principalmente em plantas de regibes temperadas (Figueiredo-Ribeiro, 1993). Deve-se
considerar, ainda, que mesmo em climas frios a maioria das espécies ndo acumulam frutanos
como polissacarideo de reserva (Pollock & Chatterton, 1988). Hendry (1987) argumentou ser
impossivel encontrar as vantagens seletivas do metabolismo de frutanos apenas atraves da

analise da distribui¢@io geografica das espécies.

2.3. Frutanos

2.3.1. Estrutura Molecular

Os frutanos sdo carboidratos de reserva conhecidos hd aproximadamente 200 anos e,
depois do amido e da sacarose, sdo os de maior ocorréncia no Reino Plantae (Figueiredo-
Ribeiro, 1993).

Frutanos sdo polimeros de D-frutose relacionados estrutural e metabolicamente com a
sacarose. Consistem de séries homoélogas de oligo- e polissacarideos nfo redutores, nos quais
cada membro contém um residuo a mais de frutose que o membro anterior (Edelman &
Jefford, 1968). Esses polimeros de frutose carregam um residuo de D-glicose unido por uma
ligagio a-1->2, como na sacarose, geralmente localizado na extremidade da cadeia (Kandler
& Hopf, 1980). Diferem dos demais polissacarideos por serem levorrotatorios, altamente
soliveis em 4gua quente e insoliiveis em etanol, bastante suscetiveis 4 hidrolise acida e

localizados exclusivamente nos vaciolos (Pollock & Chatterton, 1988).



O frutano mais simples ¢ o trissacarideo monofrutosil-sacarose. Trés isdmeros deste
trissacarideo (1-cestose, 6-cestose e neocestose) foram isolados e identificados quimicamente

(fig. 2), formando a base de trés séries homoélogas de frutanos com diferentes padroes de

ligacdo e configuracio espacial.

CHOH ., H
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o OOH /™ cu,0H
HO H
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CHO0H H
2
o OOH /™ ch,0H
H : 6-CESTOSE
o He CHé o. H
H HO M
RAMIFICADO
H o CHOH
CH,OH
H
H
CH,OH
H

NEOCESTOSE

Figura 2. Estruturas de trissacarideos e tetrassacarideos que formam a base das principais

séries homologas de frutanos (Vijn & Smeekens, 1999; Van Laere & Van den Ende, 2002).
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A série da 1-cestose (isocestose) consiste de cadeias lineares, contendo um residuo de
glicose na extremidade da cadeia e ligagBes -2->1 entre os residuos de frutose (Edelman &
Jefford, 1968), e é assim representada: G-1, 2-F-1, (2-F-1),, 2-F, onde G = glicose, F = frutose
e n = numero de frutose.

Os frutanos desta série sio denominados inulina em associagdo ac género Jnula no qual
foram originalmente reportados (Rose, 1800 citado por Meier & Reid, 1980). Sdo encontrados
abundantemente em Asteraceae de regides temperadas e de cerrado.

A série dos levanos ou fleanos, baseada no trissacarideo 6-cestose consiste de cadetas
lineares, contendo residuos de frutose unidos através de ligagSes do tipo p-2-26 (Albon et al,
1953, citado por Kandler & Hopf, 1980), representada pela formula geral: G-1, 2-F-6 (2-F-6)n,
2-F.

Os frutanos do tipo levano ou fleano sdo comumente encontrados em bactérias,
gramineas e mais recentemente, na familia Amaranthaceae (Vieira & Figueiredo-Ribeiro,
1993). Sdo assim denominados em referéncia ao género Phleum do qual foram originalmente
extraidos (Pollock & Jones, 1979).

Uma outra série, a da neocestose, ¢ baseada no trissacarideo de mesmo nome, que
difere dos outros dois isdmeros por ter a glicose ligada a duas frutoses através dos carbonos 1
e 6 (Gross ef al., 1954). O alongamento da cadeia, neste caso, pode se dar pelos dois residuos
de frutose por ligagdes §-2->1 e B-2->6, uma vez que o residuo de glicose esta no interior do
polimero. A série ¢ assim representada: F-2, (1-F-2)m, 1-F-2,6-G-1,2-F-1, (2-F-1),, 2-F, onde
m = nmimero de residuos de frutose doados.

Frutanos deste tipo foram purificados e caracterizados estruturalmente a partir de

Asparagus officinalis (Shiomi, 1981), e sdo bastante comuns na familia Liliaceae.
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Além desses trés tipos basicos de frutanos, também foram encontrados outros tipos,
contendo ligagbes mistas na mesma cadeia ou com estruturas altamente ramificadas com
ligagdes B-2>1 e B-2->6 (Carpita ef al., 1991).

Os diversos componentes de uma série homoéloga aparecem nos tecidos, em
concentragdes relativas diferentes, dependendo da época do ano e da espécie estudada. A
massa molecular média depende do estadio fenoldgico da planta e das condi¢Oes ambientais
em que esta se encontra, mas o tamanho maximo dos fruto-polissacarideos parece ser
determinado geneticamente (Pollock & Chatterton, 1988).

O grau de polimerizagdo (GP) dos frutanos pode variar de 3 até mais de 200 unidades.
Em bactérias, o GP dos frutanos é de até 100 ou mais residuos de frutose (Vijn & Smeekens,
1999). Os frutanos encontrados em Helianthus tuberosus possuem GP médio de 35 (Edelman
& Jefford, 1968), em C. intybus, 65 (Praznik & Beck, 1985), e em Avena sativa, 10 (Poliock &
Jones, 1979) podendo chegar a0 GP maximo de 250 em algumas gramineas. Nas espécies de
cerrado, o GP dos frutanos é bastante variado, alcancando o valor de 35 em V. herbacea
(Carvalho et al., 1997), 70 em Viguiera discolor (Itaya et al., 1999) e 230 em Gomphrena

macrocephala (Vieira & Figueiredo-Ribeiro, 1993).
2.3.2. Biossintese ¢ Degradaciio

Os frutanos s8o sintetizados a partir da sacarose mediante a agio combinada de duas
transferases: a sacarose:sacarose frutosil transferase (SST) e a frutano-frutano frutosil
transferase (FFT), conforme observado inicialmente por Edelman & Jefford (1968) ¢
confirmado mais tarde por outros autores.

A SST cataliza a reagdo irreversivel para formagio de l-cestose, a partir de duas

moléculas de sacarose, liberando uma molécula de glicose:
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88T
G-1,2-F + G-1,2-F —» G-1,2-F-12-F+G

sacarose sacarose 1-cestose glicose

A glicose liberada pode ser subseqiientemente fosforilada e utilizada na sintese de
sacarose.

A SST apresenta alta especificidade pela sacarose (Scott, 1968) e também foi detectada
em espécies que apresentam frutanos de estrutura diferente da 1-cestose (Shiomi & Izawa,
1980).

A constante de Michaelis-Mentem da SST para a sacarose ¢ elevada (Shiomi & Izawa,
1980), quando comparada com a de enzimas de sintese de polissacarideos dependentes de
nucleotideos de agtcar (Pollock & Preiss, 1980). Isto indica que o fluxo de carbono no sentido
da sintese de frutanos é relacionado diretamente a concentragfo de sacarose livre no local de
atuacio da enzima (Pollock & Chatterton, 1988).

A outra enzima, a FFT, é responsavel pelo alongamento da cadeia de frutano. Esta
enzima cataliza a transferéncia reversivel de residuos terminais de frutose de uma molécula
doadora para uma receptora (Pollock & Chatterton, 1988):

FFT
GF-(F)p+ GF-(F)y *+— GF-(Flt + GF-(Flm

Onde, G-F = sacarose, » = unidades de frutose presentes na molécula doadora (n pode
ser igual ou superior a 2), m = numero de unidades de frutose da cadeia doadora receptora.

Nessa reagio, a sacarose atua apenas como receptora de residuos de frutose, enquanto a
menor molécula doadora desses residuos é a 1-cestose. Esta, por sua vez, da mesma forma que
as moléculas maiores, atua tanto como doadora quanto como receptora de residuos de frutose

{Pollock & Chatterton, 1986).
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Duas enzimas estio envolvidas no processo de degradacio dos frutanos: a
frutano:frutano frutosil transferase (FFT), através de sua atividade reversivel de transferéncia
de residuos de frutose, e a frutanoexohidrolase (FEH), pela remogdio sequencial e irreversivel
de residuos terminais de frutose (Edelman & Jefford 1968):

FEH
GF-(F), + HHO —» G-F-Fuy + F

Através dessa reacfio, o polimero é convertido de maneira irreversivel em frutose e
sacarose, uma vez que esta enzima nfo atua sobre a ligagdo glicosidica da sacarose. Visto que
os agcares na planta séo translocados sob a forma de sacarose, parte da frutose liberada por
essa reagdo deve ser convertida a glicose, possibilitando a formagfio de novas moléculas de
sacarose (Edelman & Jefford, 1968).

Edelman & Jefford (1968) sugeriram um modelo hipotético de compartimentagdo do
metabolismo de inulina dentro das células. Segundo esse modelo a FFT estaria localizada no
vaciiolo, sendo ai o local de sintese e de armazenamento dos frutanos, enquanto a SST agiria
no citosol. Trabalhos realizados com células de Hordeum vulgare (Wagner ef al., 1983;
Wagner & Wiemken, 1986) e de tubérculos de Helianthus tuberosus (Frehener et al., 1984)
mostraram que as enzimas relacionadas a sintese e hidrélise de frutanos estio localizadas no

vactolo.

2.3.3. Fungiao na Satide Humana e Aplicacio na Inddstria de Alimentos

Os frutanos s8o de grande interesse econdmico, devido is suas propriedades benéficas

a satde e sua aplicagio na industria de alimentos (Tomomatsu ,1994).
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Os fruto-polissacarideos s3o utilizados para a produgio de xaropes ricos em frutose,
pois em uma s6 etapa consegue-se obter aproximadamente 95% de frutose. Os concentrados
de frutose s¥o tradicionalmente produzidos a partir da hidrélise do amido em trés etapas
enzimaticas sucessivas, envolvendo A-amilase, amiloglicosidase e glicose isomerase, ou a
partir da hidrélise da sacarose pela invertase, obtendo-se uma mistura final de glicose e
frutose, na qual o teor de frutose representa aproximadamente 50% (Manzoni & Cavazzoni,
1992; Godfrey & West, 1996). O interesse em se produzir xaropes de frutose € devido, ainda,
3 maior solubilidade da frutose e por ser esta menos cariogénica que a sacarose. Além disso,
baixos niveis de frutose podem ser metabolizados pelo organismo humano sem a necessidade
de insulina (Nilsson et al., 1988, Hidaka & Hirayama, 1991), podendo assim ser utilizada
como adogante alternativo em dietas de baixa caloria (Kosaric ef al., 1984).

Qs frutanos sdo resistentes 4 hidrélise digestiva ¢ atingem o célon onde atuam como
fonte de carbono para as bifidobactérias (Tomomatsu, 1994). A aglio metabodlica dessas
bactérias sobre os frutanos resulta na secre¢do de compostos orgénicos inibitorios a
proliferagio de bactérias patogénicas, reduzindo dessa forma a incidéncia de doencgas
intestinais como o cncer de cdlon (Coussement & Franck, 1998).

As bifidobactérias contribuem também para a producdo de acidos graxos de cadeias
curtas (AGCC) que ao serem absorvidos pelo intestino, entram na circulagdo sangiiinea
diminuindo o contetido de triglicérides e colesterol. Ha evidéncias de que os AGCC estimulem
a absorcio de célcio, magnésio e ferro, promovendo a densidade mineral dssea e a recuperagdo
das hemadcias nos casos de anemia (Coussement & Franck, 1998). O aumento na secregéo de
AGCC pelas bifidobactérias é acompanhado pela diminuigdo do pH, atingindo niveis
indesejaveis para as bactérias patogénicas, porém satisfatérios a proliferagdo das

bifidobactérias, que sdo resistentes a meios acidos (Tomomatsu, 1994).



Dessa forma, os frutanos sfo considerados probidticos, pois estimulam o crescimento
de bactérias benéficas e, conseqilentemente, a menor incidéncia de doengas intestinais. As
bifidobactérias também previnem a constipagiio por estimularem o peristaltismo intestinal,
promovendo a eliminac8o da massa fecal (Tomomatsu, 1994).

A inulina apresenta uma série de propriedades fisico-quimicas de grande interesse para
a industria de alimentos. A sua elevada capacidade higroscopica, formando estruturas
semelhantes a géis, faz desse ingrediente alimentar um excelente espessante de alimentos,
permitindo o seu uso como substituto de gorduras (Silva, 1996). A possibilidade de ser
utilizada como estabilizante de alimentos cooperou para que a inulina fosse empregada com
sucesso em iogurtes, sorvetes e cremes, sendo hoje usada em mais de 450 produtos
alimenticios. Seu uso ¢ amplamente difundido em paises da Europa, nos Estados Unidos e no
Japdo, onde é consumida como fibra alimentar.

A mulina tem papel de destaque nas pesquisas ¢ na pratica medica, visto ser
considerada a substéncia ideal para a medida do ritmo de filtragio glomerular. Tal propriedade
decorre do fato de ser filtrada livremente pelos glomérulos, sem sofrer reabsorgdo ou secrecio
tubular (Brenner et al., 1986), sendo por isso indicada na anélise da fungdo renal. No Brasil, a
inulina comercial ¢ importada e de custo elevado, inviabilizando seu uso rotineiro em
pacientes nefropatas ¢ nas pesquisas em fisiologia e farmacologia renal. Dias-Tagliacozzo et
al. (1996) comprovaram que a inulina de V. herbacea pode ser utilizada, em substituicio a

inulina comercial, nas medidas do ritmo de filtracio glomerular.

2.3.4. Influéncia de Fatores Ambientais e Condicées Nutricionais

Além de atuarem como reserva de carbono, os frutanos tém sido considerados

importantes reguladores osmoticos em plantas que passam por baixa temperatura temporaria,
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agindo como crioprotetores. Entretanto, Pollock er al. (1988) mostraram que os frutanos nfo
seriam suficientes para reduzir o ponto de congelamento celular, permanecendo a divida sobre
a real fun¢lo dos frutanos na resisténcia ao frio. De fato, a maioria das espécies de clima
temperado e resistente a baixa temperatura nfio acumula frutanos como polissacarideo de
reserva (Pollock & Chatterton, 1988).

Na fase de inicio de dorméncia, Dias-Tagliacozzo et al. (1999) observaram aumento de
fruto-oligo e -polissacarideos em rizéforos de plantas de V. herbacea mantidas em baixa
temperatura. Sob essa mesma condicdo, a sacarose aumentou, sugerindo que baixas
temperaturas favorecem a translocacfio desse dissacarideo da parte aérea, estimulando o
acimulo de frutanos nos rizéforos. Andlises qualitativas dos frutanos mostraram uma
tendéncia a polimerizagio em condi¢bes de baixa temperatura (Dias-Taghiacozzo et al., 1999),
diferindo daqueles observados em outras espécies de Asteraceae de regides temperadas, nas
quais as baixas temperaturas promovem a despolimerizacio dos frutanos (Edelman & Jefford,
1968). Dias-Tagliacozzo et al. (1999) também mostraram que a agfio da temperatura baixa tem
efeito retardador no processo de despolimerizaciio em plantas de V. herbacea na fase de
brotagdo. Nessa fase fenoldgica, Carvalho & Dietrich (1993) verificaram grande mobilizagdo
dos frutanos e aumento da frutose livre, em funcdo da demanda da parte aérea.

A hipétese de gue os frutanos desempenham papel osmoregulador em condi¢es de
deficiéncia hidrica € sustentada por diversos autores (Thomas & Evans, 1989; Hendry &
Wallace, 1993). A resisténcia de algumas plantas ao déficit hidrico parece estar relacionada ao
acumulo de carboidratos soltveis, incluindo frutanos de baixa massa molecular (Virgona &
Barlow, 1991), além da sacarose e frutose, que reduzem o potencial osmético (Thomas &
Evans, 1989).

Fregiientemente, a atividade das enzimas envolvidas em reagles de hidrélise de

frutanos aumenta durante o déficit hidrico (Hsiao, 1973). Em V. herbacea, a auséncia de dgua

17



parece ter provocado a hidrolise de fruto-polissacarideos, uma vez que grandes proporgdes de
frutose livre foram liberadas (Dias-Tagliacozzo, 1995). Bssas informagSes indicam que os
frutanos poderiam ter alguma fungio no processo de regulagio osmdética nessa espécie.

Mais recentemente, a presenca de frutanos também foi associada a0 estresse
nutricional. De modo geral, a baixa concentragfio de nitrogénio elevou o conteiido de frutanos
em raizes tuberosas de C. intybus (Van den Ende er al., 1999) e em rizéforos de V. herbacea
(Teixeira et al., 1997), confirmando observagbes de Pollock & Jones (1979) de que o longo
periodo de exposigio & limitagfio de nitrogénio pode estimular o acumulo de frutanos.

Alguns estudos mostraram que o efeito da deficiéncia nutricional no contetdo de
frutanos depende, também, do estigio de desenvolvimento vegetal. Para espécies de
Asteraceae e Poaceae de regides temperadas, a relacdo inversa entre o contetido de frutanos e
nitrogénio ocorre, principalmente, na fase de maior actimulo de frutanos (Tilberg, 1996;
Améziane et al., 1997a,b; Wang & McGrath ef al., 1997; Van den Ende ez al., 1999).

Em plantas adultas de C. infybus, a deficiéncia de nitrogénio reduziu a razio parte
aérearaiz e aumentou a proporcio de '*C translocado para as raizes tuberosas (Améziane et
al., 1995), simultaneamente ao aumento na capacidade de sintese de frutanos.

Considerando-se que a sintese de frutanos é mediada pelas enzimas SST e FFT,
Ameéziane ef al. (1997a,b) ressaltaram que a atividade dessas enzimas pode aumentar quando
08 niveis exdgenos de nitrogénio sio baixos. De fato, Van den Ende ef al., (1999) verificaram,
em C. intybus, que as atividades da SST e da FFT foram maiores em plantas tratadas com
baixo suprimento de nitrogénio; porém a atividade dessas enzimas diminuiu quando as plantas
foram transferidas para meio enriquecido de nitrogénio. Améziane e al. (1995,1997ab,c)
tambeém verificaram maior atividade da SST, em C. intybus, reduzindo a concentracio de

nitrato.
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O mecanismo de agdio do nitrato regulando a partigiio de carbono e a atividade das
sintetases de frutanos ainda nfio € bem compreendido. Tem sido sugerido que o nitrato, em
baixas concentragdes, agiria diretamente como um sinalizador, modulando a expressdo génica
das sintetases de frutanos (Améziane et al., 1997a,b,¢), ou indiretamente, aiterando a parti¢do
de carboidratos entre parte aérea e parte subterrdnea (Crawford, 1995).

Um modelo do mecanismo de ac8o do nitrato na parti¢io de carbono foi apresentado
por Chapin et al, (1988). De acordo com esses autores, sob deficiéncia nutricional, a sacarose
¢ pouca utilizada para o limitado crescimento vegetativo, vindo a se acumular nas folhas. Esse
aumento na concentra¢io de sacarose provoca o aumento na forga da fonte e exerce o impulso
necessaric para o carregamento do floema, facilitando a translocacdo dos carboidratos em
direcio aos orgios-dreno.

Portanto, nas condigdes em que o crescimento da parte aérea é afetado, mais carbono
estard disponivel para armazenamento em orgdos de reserva, principalmente nas fases mais
adiantadas de senescéncia e acumulo de frutanos.

O suprimento diferencial de nitrogénio também alterou as fracbes de frutanos em C.
intybus (Van den Ende et al, 1999), V. herbacea (Teixeira et al., 1997) e Polymnia
sonchifolia (Tsukinhashi et al., 1991). Para essas espécies, a maior disponibilidade de
nutrientes levou a diminuigio na proporgiio de frutanos de cadeia longa, indicando que a
degradagio dos fruto-polissacarideos ocorre para atender & demanda da parte aérea. Da mesma
forma, Carvalho et al., (1998) notaram uma diminuic8o nos fruto-polissacarideos de GP>8 em
relagdo aos fruto-oligofrutanos (GP 3-8) em plantas de V. herbacea com dois anos de cultivo
sob adubagdo mineral. Tais resultados confirmam a hipdtese de que fatores externos podem

modificar a distribui¢do das classes moleculares de frutanos (Pollock, 1986).
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3. OBJETIVOS

Considerando a importancia econdmica e ecolégica dos frutanos mencionada
anteriormente e a caréneia de informagdes sobre a fisiologia de crescimento em espécies
nativas de cerrado, com enfoque no metabolismo de carboidratos de reserva, o presente estudo
foi realizado tendo como principal objetivo avaliar, em V. herbacea, o efeito do nitrogénio no
metabolismo de frutanos e nos processos fisiologicos de crescimento, de forma a fornecer

subsidios para a utilizagéo dessa espécie do cerrado.
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4. CAPITULO 1

Artigo 1 - SOLUCOES NUTRITIVAS PARA CULTIVO DE Vernonia herbacea (VELL.)

RUSBY

21



SOLUCOES NUTRITIVAS PARA CULTIVO DE PLANTAS DE Vernonia herbacea

(VELL.) RUSBY

GERALDO ROGERIO FAUSTINI CUZZUOL!
MARIA ANGELA MACHADO DE CARVALHO?
LILIAN BEATRIZ PENTEADO ZAIDAN?

PEDRO ROBERTO FURLANI

Titulo resumido: Solugdes Nutritivas em V. herbacea

1. Universidade Federal do Espirito Santo, Departamento de Ciéncias Biolégicas, 29060-900
Vitéria, ES, Brasil.

2. Instituto de Botanica, Caixa Postal 4005, 01061-970 Sio Paulo, SP, Brasil.

3. Instituto Agrondémico de Campinas, Caixa Postal 28, 13001-970 Campinas, SP, Brasil.

1. Autor para correspondéncia: cuzzuol@npf.ufes.br

22



RESUMO

Algumas espécies nativas de cerrado apresentam crescimento limitado ou nio
sobrevivem por longos periodos quando cultivadas em solugdio de Hoagland. Em plantas de
Vernonia herbacea, a solugio de Hoagland inibiu o crescimento dos rizoforos, orgéos
subterrdneos que acumulam altas concentragdes de frutanos do tipo inulina. Este resultado
levou a formulagdo de uma solugio nutritiva para o cultivo de V. herbacea, visando ao
incremento da biomassa dos rizoforos e a producfo de frutanos. Essa solugio (denominada
Vernonia), e constituida de Ca(NOs)2.4H,0 2,5 mmol/L, KNO; 2,3 mmol/L, KH,PO, 0,52
mmol/L, Mg(NOs):.6H,0 1,7 mmol/LL e NapSO4 1,3 mmol/L, e seu efeito nas plantas foi
comparado ao da solugdio de Hoagland. Ambas solugdes foram ensaiadas em trés forcas
idnicas: 50, 100 e 200%, com valores correspondentes de condutividade elétrica (mS/cm) de
1,93 para Hoagland 50%; 0,77 para Vernonia 50%; 3,46 para Hoagland 100%; 1,28 para
Vernonia 100%; 5,68 para Hoagland 200% e 2,30 para Vernonia 200%. As plantas foram
cultivadas em vasos (1L) contendo areia lavada e receberam, semanalmente, 50 ml das
solugbes nutritivas com pH ajustado para 5,5-6,0. Duas avaliagdes trimestrais foram
realizadas para anilise de crescimento e conteudo de frutanos. As plantas que receberam
solu¢do de Hoagland 200% morreram antes de completar dois meses de idade. A solugdo
Vernonia 50% foi a mais eficiente para o incremento da biomassa dos rizéforos e produgio de
frutanos por planta, apds seis meses de cultivo. Por outro lado, maior crescimento da parte
aérea ocorreu nas solugdes de Hoagland 100% e de Vernonia 100%. Comparando a solucdo
de Hoagland, com a de Vemonia, esta ¢ mais pobre em macronutrientes. Os resultados
obtidos reforcam a hipdtese de que plantas adaptadas aos solos oligotroficos sio menos

exigentes quanto & disponibilidade de nutrientes minerais para seu crescimento.
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ABSTRACT

Some species native to the cerrado show limited growth or can not survive for long
periods of time when cultivated in Hoagland solution. In V. kerbacea, Hoagland solution
prevented growth of rhizophores, the underground organs that accumulate high concentrations
of fructans of the inulin type. This result led us to define a nutrient solution specially
formulated for the cultivation of V. herbacea, aiming the increase of the rhizophore biomass
and fructan production. This solution, named Vernonia, is comprised of Ca(NQ;),.4H,0 2.5
mmol/L, KNO3 2.3 mmol/L, KH,PQ, 0.52 mmol/L, Mg(NO3),.6H,0 1.7 mmol/L and Na,SO,4
1.3 mmol/L, and its effect on plants was compared to that of Hoagland solution. Three
different ionic strengths: 50, 100 and 200% solutions with corresponding conductivity values
(mS/cm) of 1.93 for 50% Hoagland; 0.77 for 50% Vernonia; 3.46 for 100% Hoagland; 1.28
for 100% Vernonia; 5.68 for 200% Hoagland and 2.30 for 200% Vernonia were assayed.
Plants were cultivated in 1L pots containing washed sand and received weekly 50 ml of
growth solutions with the pH previously adjusted to 5.5-6.0. The effect of the solutions on
plant growth and fructan content was evaluated twice in a six-month period. Plants did not
survive up to two months when cultivated in 200% Hoagland solution. The 50% Vemonia
solution was the most effective for rhizophore biomass increase and fructan production per
plant after 6 months of cultivation. On the other hand, growth of aerial organs was promoted
in 100% Hoagland solution and 100% Vernonia solution. Compared to Hoagland solution, the
Vernonia solution contains less macronutrients. The data obtained give support to the
hipothesis that plants adapted to the oligotrophic soils of the cerrado, as Vernonig herbacea,

demand less mineral nutrients to achieve both growth and fructan production,
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INTRODUCAOQO

Desde o século dezenove, as solugdes nutritivas vém sendo amplamente usadas em
estudos de fisiologia vegetal, especialmente naqueles sobre metabolismo radicular (Parker &
Norvell, 1999) e nos mecanismos que coordenam o crescimento vegetal (Hoagland & Armon,
1938).

Diversas solucdes nutritivas ja foram propostas em pesquisas de nutricio mineral de
plantas, havendo, em alguns casos, diferencas marcantes entre elas com respeito aos
macronutrientes (Furlani er al., 1999). Hewitt (1966, citado por Benton Jones, 1982), listou
160 formulas diferentes de solugdes nutritivas. No entanto, grande parte dessas novas
formulagBes sio modificacdes introduzidas a solugdo original de Hoagland. Dentre todas, a
solugio de Hoagland é a que tem sido mais usada na investigagio de problemas nutricionais
de plantas, e configura-se como a base para a formulacio de inimeras solugdes nutritivas
comerciais (Furlani et al., 1999).

Contudo, segundo Hoagland & Amon (1938), ndo ha uma composi¢éo nutritiva melhor
do que outra, pois as plantas possuem grande capacidade de adaptagio as diferentes condicdes
nutricionais. Porém, novas composi¢des tém surgido com intuito de melhorar a producgio
vegetal, principalmente em cultivo hidropénico. De modo geral, a maioria delas permitiu o
crescimento adequado das plantas (Martinez, 1997).

Inicialmente, a composi¢do quimica de uma solug8o nutritiva consistia em simular a
constituiciio da solugio do solo fornecendo 4gua e nutrientes minerais para a planta (Parker &
Norvell, 1999). Na atualidade, a composi¢io da solugio nutritiva tem-se baseado,
preferencialmente, na composi¢o quimica das folhas (Parker & Norvell, 1999) por serem elas
os érgios que melhor refletem o estado nutricional da planta (Malavolta et al., 1997). Com

isso, a concentracio dos elementos quimicos da solu¢3io passa a ser superior a do solo, e
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menos sujeita ao esgotamento pela absorgdo radicular (Epstein, 1972). Segundo Martinez
(1997), as maiores diferengas entre esses dois tipos de solugio diz respeito ao N, P e K cujas
concentragdes numa solucko elaborada a partir da composicio quimica foliar séio muito
superiores em relacio a da solugdo de um solo fértil, enquanto diferencas de menor amplitude
sd0 relatadas para os demais macronutrientes.

Embora os resultados, em sua grande maioria, sejam satisfatérios para os cultivares
agricolas tratados com a solugio de Hoagland, cabe ressaltar que essa formulagio foi
desenvolvida a partir das exigéncias nutricionais do tomateiro, o que deve ser considerado em
estudos nutricionais em espécies nativas, principalmente aquelas oriundas de solos pobres em
nutrientes. Outro aspecto que merece atengio em trabalhos de nutri¢do mineral, € o tipo de
planta, pois a constituigio quimica ¢ bastante divergente, tanto na vegetacdio de diferentes
biomas como nos diversos grupos de cultivares agricolas (tabela 2). De modo geral, plantas de
ambientes oligotroficos como o de restinga, manguezal e cerrado acumulam menos nutrientes
em relagio aos cultivares agricolas refletindo, desse modo, o estado nutricional do solo em que
se encontram.

Buscando compreender o comportamento nutricional de espécies de cerrado na fase de
crescimento inicial, estudos foram conduzidos adicionando-se solugio de Hoagland ao solo de
cerrado. Os resultados mostraram que essa pratica nio favoreceu o crescimento de arbéreas.
Pelo contrario, quanto maior a forca idnica da solucio, uma reduc@o no crescimento foi
observada (Godoy-Aveiro & Felippe, 1992), chegando em alguns casos, a provocar toxidez
das plantas. Soluc3o de Hoagland em 100% de sua forca idnica levou i morte a arbdrea
Dalbergia miscolobium (Sassaki & Felippe, 1998). Efeito similar também foi observado por
Felippe & Dale, (1990) com plantas de Qualea grandifiora ao adicionarem solugio nutritiva
de Hoagland diluida 10 vezes, mas com o nivel de fésforo superior a0 do solo de cerrado. Em

D. miscolobium, melhor crescimento foi obtido em solugio de Hoagland diluida duas vezes
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com particdo preferencial de matéria seca para a parte aérea (Sassaki & Felippe, 1998}, e em
Q. grandiflora maiores taxas de crescimento foram observadas (Paulilo & Felippe, 1995).

Os escassos resultados com herbaceas de cerrado apontam para efeito promocional no
crescimento da parte aérea quando solugdo nutritiva € aplicada. Bidens gardneri (Asteraceae)
cresceu em resposta a adig@io da solugio de Hoagland no solo, numa relagio diretamente
proporcional entre a forga idnica da solugo ¢ as medidas de crescimento (Klein ef al., 1996).
Embora em Vernonia herbacea, outra Asteraceae herbacea nativa de cerrado, a massa seca da
parte aérea tenha sido maior em plantas que receberam solugio de Hoagland completa, a
massa seca de seus rizéforos n3o aumentou em relaciio as plantas destituidas de nutrientes
(Teixeira ef al., 1997).

Rizéforos de V. herbacea sio érgaos subterrneos ricos em frutanos (Figueiredo-
Ribeiro et al., 1986; Carvalho & Dietrich, 1993). Frutanos sdo polimeros de frutose que
parecem estar associados a mecanismos de resisténcia & baixa temperatura e/ou dessecagio
(Hendry & Wallace, 1993) e também a deficiéncia nutricional (Améziane ef al., 1997,
McGrath et al.,, 1997). Devido as suas propriedades nutricionais e medicinais, o uso de
frutanos tem sido recomendado nas dietas de baixa caloria, na prevengio de doencas
intestinais, € no tratamento da osteoporose (Tomomatsu, 1994).

A inibicdo do crescimento dos rizéforos de V. herbacea em solugio de Hoagland
(Teixeira et al., 1997) levou a condugdo deste trabalho, com vistas ao incremento da biomassa
dos rizéforos, e dos frutanos armazenados nesses 6rgdos de reseva. Para tanto, foi avaliado o
efeito da solucfio elaborada especificamente para V. herbacea, em suas diferentes forgas

idnicas.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal ¢ condigbes de crescimento - Plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
(Asteraceae) foram obtidas por propagacio vegetativa a partir de fragmentos de rizéforos de
plantas coletadas na Reserva Bioldgica e Estagio Experimental de Moji Guagu, S3o Paulo (22°
35°S € 47° 44’W). Foram selecionadas plantas de tamanho uniforme (+ 5 cm de altura) aos 50
dias apds a brotagdo dos rizéforos cultivados em bandejas com areia lavada. As plantas foram
transferidas para vasos plésticos (1L) contendo areia lavada como substrato, e submetidas as
condigles de luz, temperatura e fotoperiodo natural em casa de vegetacio, com médias de
temperatura minima e maxima anual de 18°C e 31° C, respectivamente. O experimento teve
inicio em outubro de 2000 e finalizou em marco de 2001.

Conforme a andlise quimica de plantas de V. herbacea (tabela 1) realizada pelo
Laboratério do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Sio Paulo, foi elaborada uma solugio nutritiva
especifica para essa espécie, de acordo com a sua constituigio quimica foliar, onde os valores
expressos em mg/L sdo: N-NOj™ (150), P (16), K (102), Ca (87), Mg (40) e S (43). Para essa
solugdio, denominada Vemonia, usaram-se os seguintes sais: Ca(NO3),.4H,0 2.5 mmol/L,
KNO; 2,3 mmolL, KH,PO4 0,52 mmol/L, Mg(NO3),.6H,O 1,7 mmol/L e Na;S0O; 1,3
mmol/L.. Os sais de micronuirientes foram acrescentados de acordo com a solugiio de
Hoagland & Arnon (1938).

O efeito dessa solugo no crescimento e no conteudo de frutanos foi comparado com o
da solucio de Hoagland, utilizando-se 50%, 100% e 200% da forca idnica de ambas as

solugdes. A condutividade elétrica de cada solugfio, determinada em mS/cm no condutivimetro
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Digimed CD-20, foi a seguinte: 50% Hoagland: 1,93; 50% Vemonia: 0,77; 100% Hoagland:
3,46; 100% Vernonia: 1,28; 200% Hoagland: 5,68 e 200% Vernonia: 2,30.

O pH das solugdes foi ajustado para 5,5-6,0 com KOH IN. Cada planta recebeu,
semanalmente, 50 ml da solucio e, no dia anterior a aplicacdio dos tratamentos, as plantas
foram regadas com &gua destilada para evitar a salinizacdo do substrato e dessecamento das

plantas.

Andlise de crescimento - Para as analises de crescimento, foram utilizadas seis plantas por
tratamento para medidas de altura do maior ramo, massa de matéria seca dos érgios afreos e
subterrineos, nimero de folhas e area foliar total. A massa seca foi determinada apds a
secagem do material em estufa a 60°C até obtenciio da massa constante. A area foliar foi
calculada através do software “Area Leaf & Analysis” da Skye Instruments Ltd. (1993). As
analises foram feitas apds trés e seis meses de cultivo. A partir desses dados, foram calculadas
as taxas de crescimento de acordo com Hunt {1982). A taxa de crescimento relativo (TCR) foi
calculada de acordo com a equago (LnMa — LuM;) / (1 — t1), a taxa de assimilagio liquida
(TAL) pela formula TAL = [(LrnAg — LrAy) / (Ay — Ap)] x [(M; — M) / 1 — t1], arazdo de area
foliar (RAF) pela relacfo entre area foliar e 2 massa seca total da planta (RAF =A/M)ea
massa foliar especifica (MFE) calculada pela razdo Mfoliar/ A.

Onde, M = massa de matéria seca total, M> = massa de matéria seca total atual, M, =
massa de matéria seca total inicial, Mfoliar = massa foliar total, A = area foliar total, A, = area
foliar atual, A; = area foliar inicial, t; — t; = intervalo de tempo entre duas coletas, Ln =
logaritmo natural.

Com os dados de massa de matéria seca da parte agrea e da parte subterrAnea foi

determinada a raz3o parte aérea:parte subterranea.
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Extragdo e andlise de carboidratos soliveis - Os carboidratos soltiveis foram extraidos
segundo o metodo descrito por Carvalho er al. (1998), a partir de seis amostras de rizéforos
(1,0 g de matéria fresca para cada planta). As amostras foram fragmentadas, fervidas em
etanol 80% por 3 minutos para desnaturagiio enzimatica. Em seguida, foram maceradas em
almofariz, aquecidas em banho-maria a 80°C por 15 minutos e centrifugadas a 1000 g por 10
minutos a temperatura ambiente. O residuo foi re-extraido mais duas vezes como descrito
anteriormente e entdo submetido duas vezes a extragio aquosa por 30 minutos a 60°C,
homogenizados e filtrados & vicuo, em tecido algodio. Os sobrenadantes da frag3o etandlica e
aquosa foram reunidos, constituindo o extrato de frutanos totais, o qual foi concentrado em
rotoevaporador, a 40°C. O contetido de frutose livre ¢ combinada presente nos extratos foi
estimado pela rea¢do de antrona, modificada para cetoses (Jermyn, 1956), usando-se frutose

(Sigma) como padrio.

Andlise estatistica — Os efeitos dos tratamentos foram analisados pela ANOVA e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 1% e 5% no software Sanest (Zonta e al., 1984).
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RESULTADOS

Os resultados da composi¢io quimica em plantas de V. herbacea encontram-se na
tabela 1. Nota-se um gradiente de concentracio de nitrogénio no sentido rizéforos-folha, sendo
o conteudo foliar correspondente a cerca de quatro vezes o valor encontrado nos rizoforos. O
caule acumulou maior teor de K, entre os macronutrientes, e de Fe, entre os micronutrientes,
chegando esse iltimo ao valor de 1420 mg/kg. Para os demais elementos, as maiores
concentragdes foram observadas nas folhas. Em relacio aos cultivares agricolas (hortaligas,
leguminosas, raizes e tubérculos), o teor de N e P foliar de V. herbacea foi inferior, mas
superior ao encontrado em arbéreas de manguezal e de restinga (tabela 2).

A concentracio de macronutrientes na solugiio Vernonia ¢ infertor a de Hoagland,
apresentando a metade dos valores de P, K, Ca e S (tabela 3). As solugdes de Hoagland e
Vernonia possuem as concentragdes de elementos quimicos muito superiores as encontradas
na solu¢io de um solo fértil. Maiores diferencas foram observadas no teor de P cujo valor fo1
cerca de 125 e 250 vezes maior na solugio Vernonia e na solucdo de Hoagland,
respectivamente.

Plantulas de V. herbacea cultivadas com solugio de Hoagland em 200% de forca
idnica mostraram efeito téxico seguido de morte antes de completar dois meses de idade,
enquanto aquelas tratadas com as demais solugdes sobreviveram até o final do experimento
(180 dias).

O efeito das solugdes nutritivas nas medidas foliares de V. herbacea ¢ apresentado na
fig. 1. Diferencas significativas sé foram manifestadas aos 180 dias de cultivo quando as
solugdes de Hoagland e Vernonia mais enriquecidas, especialmente aquelas completas (100%

de forga idnica), elevaram o nimero de folhas e a érea foliar total. No entanto, maior area
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foliar por folha foi proporcionada pelas solucdes mais pobres (50% da forga idnica),
destacando-se a solu¢ido Vernonia.

Efeito similar foi observado para a producio de matéria seca, com diferencas
significativas ocorrendo aos 180 dias (fig. 2). Novamente, as solugdes de Hoagland e Vernonia
mais ricas em nutrientes elevaram a producgio de massa seca da parte a¢rea ndo havendo
diferengas significativas entre elas. J4 para a raiz, essa diferenca foi significativa, com maior
valor observado em plantas submetidas & solugdo Vernonia completa. Solugdes mais pobres
em nutrientes minerais estimularam rﬁaior particdo de biomassa para os rizoforos,
especialmente a solugio Vernonia em 50% de forga ibnica, em que as plantas chegaram a
produzir 12 g de massa seca de rizdforos em 180 dias. Do mesmo modo, a razio rizoforo:parte
aérea foi maior nas solugdes mais diluidas, com destaque para a solugio Vernonia em 50% de
forca idnica (fig. 3). Comportamento similar foi verificado na razdo raiz:parte aérea, porém,
aos 90 dias, essa razdo apresentou valor maior na solugio Vernonia mais enriquecida, apesar
de néo ser estatisticamente diferente das solugdes de Hoaglénd ¢ Vernonia diluidas 50%.

Esses resultados refletiram na TAL, e muito pouco na TCR (tabela 4). Valores mais
elevados de TCR para caule ¢ raiz foram obtidos em solugdes completas de Hoagland e
Vernonia, enquanto para folha, rizoforos e planta nenhuma diferenca foi observada. O valor
médio da TCR para plantas de V. herbacea foi cerca de 0,0230 g/g/d. Para a TAL, o valor
mais elevado (0,0074 g/cm®/d) foi encontrado na solugdio Vemnonia diluida 3 metade de sua
forga iGnica.

Analisando o efeito das solugdes nutritivas na altura (fig. 4), nota-se melhor
desempenho das plantas quando receberam solugdes mais ricas, principalmente na de
Hoagland com 100% de forga ibnica.

A disponibilidade de nutrientes influenciou distintamente na massa foliar especifica

(MFE) somente aos 90 dias (fig. 5), quando solugBes mais ricas em minerais elevaram os
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valores da MFE. Quanto 3 RAF, nenhuma diferenca significativa foi verificada entre as
solugdes nos dois perfodos de analise. Uma relagio inversa pode ser constatada entre essas
duas medidas. Enquanto a MFE aumentou, expressivameﬂte, aos 90 dias, a RAF diminuiu
com a idade das plantas.

Uma nitida variagio no contetido de frutanos foi verificada (fig. 6). Se ﬁor um lado,
plantas tratadas com ‘solugio Vernonia em 200% de forga idnica mostraraim maior
concentracio de frutose aos 90 dias de cultivo, por outro, ocorreu aumento do contetido de
frutose aos 180 dias nas plantas que receberam solugdes mais pobres em nutrientes. Esses
resultados refletiram na produgio de frutanos por planta nas quais melhor rendimento foi
registrado nos tratamentos com solugdes mais pobres em nutrientes no final do experimento

(fig. 6), especialmente, na solugdo Vernonia em 50% de forga idnica.
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DISCUSSAQ

Solucdes nutritivas menos concentradas promoveram maior crescimento dos orgéos
subterrdneos em detrimento dos orgdos aéreos, o que refletiu na razdo orgaos
subterrineos:parte aérea (fig. 2 e 3). Desse modo, solugdes mais diluidas, especialmente a
Vernonia, proporcionaram maior ganho de massa de rizéforos e, conseqlientemente, maior
razdo rizéforo:parte aérea. Resultado similar foi observado no crescimento inicial da arbérea
D. miscolobium em que a razio raiz:parte aérea aumentou com a diminuigfio da forca idnica da
solugio nutritiva de Hoagland (Sassaki & Felippe, 1998), confirmando Chapin (1980) ao
afirmar que essa razao € maior sob deficiéncia nutricional.

De acordo com Lambers et al. (1998), a TCR reflete a eficiéncia da planta em produzir
matéria seca (TAL) ¢ 4rea assimilatéria (RAF). Apesar dos baixos valores da TAL, verificados
nas solugdes mais ricas em nutrientes, ¢ dos valores constantes da RAF, esses resultados nio
influenciaram a TCR da planta, pois nenhuma diferenca foi observada nessa taxa entre as
solugdes testadas (tabela 4). Isso sugere que o status nutricional do solo parece nfo afetar a
velocidade de crescimento em V. herbacea, e que a TAL, dessa espécie, seja o componente
mais sujeito as variagdes ambientais. O baixo potencial de TCR em V. herbacea sustenta a
hipdtese de que espécies nativas adaptadas a solos pobres em nutrientes mostram baixa taxa de
crescimento, mesmo quando a disponibilidade de nutrientes se torna maior (Lambers &
Poorter, 1992; Marschner, 1995; Lambers er al., 1998).

Diferentemente, Sassaki & Felippe (1998) relataram baixa taxa de crescimento em
plantas jovens de D. miscolobium em deficiéncia nutricional e que isso niio parece estar
relacionado & baixa taxa fotossintética, uma vez que os valores da TAL foram maiores quando
nenhum nutriente foi adicionado, mas sim aos baixos valores da RAF. Possivelmente, essas

respostas estejam relacionadas as diferengas entre plantas arbéreas e herbaceas quanto as

34



exigénecias nutricionais. Comparadas as arboreas de cerrado, o conteddo de Mg e S, em V.
herbacea foi cerca de quatro e oito vezes maior, respectivamente (tabela 1 e 2).

Como afirmado anteriormente, as condigbes nutricionais do solo parecem influir muito
pouco na taxa de crescimento, mas sim na espessura da folha em V. herbacea, uma vez que 2
MFE foi maior, aos 90 dias, nas solugdes mais ricas em nutrientes (fig. 5). Esse
comportamento sugere uma eficiente adaptagdo das plantas de V. herbacea no sentido de
otimizar o uso de nutrientes e carboidratos que sdo armazenados nas folhas quando a oferta de
nutrientes se torna satisfatéria para o crescimento, para posterior utilizagio quando as
condicdes nutricionais forem deficitarias, & semelhancca de outras plantas nativas (Chapin,
1980). Os carboidratos retidos na folha, aqui representados pela MFE, poderiam mostrar-se
inibitorios a fotossintese, como verificado em V. herbacea, dada a baixa TAL nas solugdes de
Hoagland e Vernonia, mais ricas em nutrientes.

E conhecido que a deficiéncia nutricional promove aumento na concentraco de acido
abscisico (ABA), limitante da extensibilidade de parede celular e, conseqlientemente, da
expansdo foliar (Chapin, 1980, 1988). Segundo esse autor, 0 crescimento himitado da parte
aérea sob restricio nutricional, reduziria o consumo de carbono que, ao se acumular nas
folhas, agiria como inibidor da fotossintese. No entanto, em V. Aerbacea, o que se verificou foi
maior 4rea foliar unitaria nas solugdes menos concentradas em nutrientes minerais (fig. 1),
efeito esse também constatado por Gomes & Shepherd (2000) em plantas de Sinningia
allagophylla (Gesneriaceae) cultivadas in vitro. Esse comportamento diferencial sugere um
eficiente mecanismo fisiolégico capaz de maximizar a interceptacfio luminosa para produgao
de fotossintatos em quantidade suficiente para atender a4 demanda do limitado crescimento da
parte aérea sob restrigéo nutricionai._ Esse procedimento ¢ indicativo da maior eficiéncia na
utilizacio dos nutrientes em V. herbacea sob deficiéncia mineral, uma vez que, segundo

Marschner (1995), um dos efeitos manifestado pelo nitrogénio € promover a expansdo foliar.
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Uma outra forma de V. herbacea contornar a deficiéncia mineral estd na reduciio da
emergéncia de novas folhas, o que refletiu na menor 4rea foliar total.

Geralmente, a razdo Ca:Mg est4 em torno de 2 a 4 na maioria das solugdes nutritivas e
em algumas solugdes de solo (Parker & Norvell, 1999). No entanto, semelhante ao solo de
cerrado (tabela 5), a solug@o Vernonia possui Ca:Mg menor que 2, indicando deficiéncia de Ca
e/ou toxicidade de Mg (Proctor, 1970). Essa caracteristica pode ser um indicativo das
preferéncias ecoldgicas de V. herbacea por solos pobres em bases trocéveis.

A analise do solo de cerrado da Reserva Bioldgica e Estacio Experimental de Moji
Guagu (tabela 5) onde V. herbacea se desenvolve naturalmente, mostrou que, apesar de
algumas variacdes para o P, Ca** e Mg2+, a espécie cresce em solo acido, pobre em P e bases
trocaveis, caracteristicas essas decorrentes da sua origem geolégica e da agio do intemperismo
e da lixiviagdo, que causam perda por dissolugdo de Ca**, Mg**, K*, PO, e N, resultando em
um aumento da acidez do solo (Goodland & Ferri, 1979). Com a acidez, ocorre aumento da
solubilidade de ions A" (Malavolta & Kliemann, 1985), confirmado pelos elevados teores de
AP” trocével (os valores sdo considerados altos quando acima de 10,0 mmol./dm’). A baixa
saturagdo de bases ¢ a capacidade de troca catidnica (CTC) indicam que, provavelmente, a
matéria organica seja a principal fragio envolvida na formagio de cargas negativas e troca de
cations neste solo {(Gomes & Shepherd, 2000).

Se por um lado solugdes mais ricas em nutrientes promoveram o crescimento da parte
aérea, o contetido de frutanos foi menor, confirmando os resultados apresentados por Teixeira
et al. (1997) em plantas de V. herbacea cultivadas em solugio completa de Hoagland. Esses
mesmos autores argumentaram que o crescimento dos orgos aéreos estimulados pela maior
disponibilidade de nutrientes poderia restringir os assimilados nas folhas, como indicado pelos
maiores valores da MFE, aos 90 dias, em plantas submetidas as solucdes mais ricas em

nutrientes (fig. 5). Isto resultaria em baixa translocacio de assimilados para os rizoforos e,
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conseqgiientemente, baixa sintese de frutanos. Pollock (1986) demonstrou que o acumulo de
frutanos ¢ inibido pelas condi¢ces favoraveis ao crescimento, como a maior fertilidade do
solo. Sob essas condic¢des, a maior disponibilidade de nutrientes no substrato seria a causa da
maior atividade de hidrélise de frutanos nos rizéforos, disponibilizando maior poder
energético (sacarose) para o crescimento dos orgdos aéreos em V. herbacea (Teixeira et al.,
1997).

Embora muitas espécies adaptadas a solos oligotréficos respondam ao aumento da
adicio de nutrientes no solo (Chapin, 1980), elas possuem um baixo limite de tolerincia aos
niveis mais elevados de nutrientes, como verificado em V. herbacea, onde efeito letal foi
manifestado em resposta a aplicagdo da soluciio de Hoagland concentrada, ainda na fase de
crescimento imicial, e efeito inibitério no crescimento de rizéforos em solugdes com forca
idnica acima da solugfio completa Vernomia (fig. 2).

O efeito téxico da solugio de Hoagland em 200% de forga i6nica sobre V. herbacea
também foi observado em plantas jovens de Q. grandiflora por Felippe & Dale (1990) e de D.
miscolobium (Sassaki & Felippe, 1998), porém na solucio de Hoagland em 100% de forga
ibnica, entre 60 e 90 dias de cultivo. Por outro lado, plantas de B. gardneri, uma espécie
herbacea de cerrado, cresceram melhor na solucdo de Hoagland em 200% de forga idmica
(Klein et al., 1996). A causa da mortandade nos casos acima refereridos ainda ¢ desconhecida.
Possivel efeito téxico de elementos como o fosforo tem sido sugerido por Felippe & Dale
(1990) em plantas de Q. grandiflora cultivadas com solugdo completa de Hoagland, uma vez
que a concentragiio de fésforo nessa solugiio ¢ de Immol/L, considerado bem acima a
encontrada em solos agricolas. A maior suscetibilidade das arbdreas de cerrado & solucéo de
Hoagland é uma demonstraciio de que suas exigéncias nutricionais devam ser menores, pelo

menos na fase de crescimento inicial, respondendo positivamente até um limite a partir do
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qual os sais da solugdo de Hoagland podem ter elevado a salinidade até um nivel deletério para
aquelas plantas. Em V. herbacea este efeito ocorreu na solugéio concentrada de Hoagland.

Em comparacdo com a solugdo de Hoagland, a concentracio de macronutrientes na
solugdo Vernonia ¢ menor (tabela 3), confirmando a caracteristica oligotréfica dessa espécie.
Comparando com a soluggo de um solo fértil, as solugdes de Hoagland e Vernonia possuem
concentragdes de elementos quimicos muito superiores (tabela 3), apresentando o P, valor
cerca de 125 vezes maior na solugio Vernonia e 250 vezes mais na soluciio de Hoagland. N e
K aparecem em seguida, chegando a representar 28 vezes o contelido da solucio do solo.
Quanto aos micronutrientes, maior diferenga esta no Fe, cujo valor foi 18 vezes maior. De
modo geral, o conteudo dos elementos minerais na composi¢io da solugio Vernonia
apresenta-se dentro da faixa de variagdo observada para outras formulacSes nutritivas.

O aumento no crescimento das plantas de V. herbacea em resposta & adicdo das
solu¢des nutritivas foi efetivo a partir do terceiro més de cultivo. Esse resultado é consistente
com aqueles reportados para Q. grandiflora (Felippe & Dale, 1990) e D. miscolobium (Sassaki
& Felippe, 1998) em que nenhuma diferenca foi observada até o segundo més do crescimento
inicial em resposta & adic@io de nutrientes. No caso de D. miscolobium, as diferengas s6 vieram
a ocorrer apos o esgotamento das reservas dos cotilédones. Esses resultados sugerem que a
idade da planta pode proporcionar diferentes respostas (Hoagland & Amon, 1938) e que, no
caso particular de plantas de cerrado, fases mais avangadas de crescimento sejam mais
adequadas para avaliago dos efeitos dos tratamentos.

Conforme Parke & Norvell (1999), as conclusdes sobre os efeitos de solugdes
nutritivas devem ser cuidadosas e devem levar em conta, também, as condi¢Ses ambientais em
que foram conduzidos os experimentos. Assim, quando duas solucdes diferem em seus efeitos
no crescimento de um tipo particular de planta sob uma determinada condigfio ambiental, nio

se deve generalizar o mesmo efeito para outras espécies, ou com a mesma, sob outras
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condi¢des ambientais. Segundo Hoagland & Arnon (1938), resultados diferentes poderiam ser
obtidos caso o trabalho fosse conduzido em outras condi¢bes experimentais ou mesmo
comparando diferentes espécies vegetais. Contudo, nas condiges ambientals em que foi
conduzido o presente trabalho, os resultados mostraram que a solugfio diluida Vernonia € mais

eficiente para o crescimento de rizéforos e a produgfo de frutanos.
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Tabela 1. Valores médios de macronutrientes ¢ micronutrientes em plantas de V. herbacea
cultivadas em condi¢cBes naturais do cerrado na Reserva Biologica e Estaciio Experimental de
Moji Guacu, SP. As andlises foram realizadas no Laboratério do Centro de Pesquisa e

Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agrondmico de Campinas, SP.

Elemento N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn

gkg mg/kg
Folha 21,7 24 150 138 63 57 31 18 802 88 44

Caule 103 28 228 58 28 28 37 g 1420 26 52

Rizéforos 5,9 1,6 7,5 99 47 338 28 g 1237 8 22
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Tabela 2. Concentragdes de macronutrientes foliares (g/kg) encontradas em algumas

formagdes vegetais e em alguns grupos de interesse agricola.

Tipos de vegetais N P K Ca Me S Referéncias
Herbaceas de Cerrado - 0,5 36 4,0 i3 - Villela & Haridasan (1994)
Arboreas de Cerrado 28,0 2.0 14,3 10,3 1,5 06,7 Rend eral. (1957)

Arboreas de Manguezal 15,3 1,3 5.9 4.8 5,1 19 Cuzzuol & Campos (2001}
Arboreas de Mata Atlantca 31,7 1,0 10,8 10,2 4,7 33 Moraes & Domingos (1997)
Arbéreas de Restinga 13,0 0,6 3,5 6,3 4.0 20 "
Cereais 230330 2,040 150290 2570 1,5-3,0 1.5-3,5  Rajj etal (1997)
Forrageiras 23,0-350 14-3,0 13,6-:30,6 48-14,0 1,%-4,8 1,3-3,0 "
Frutiferas 16,0-36,0 1,2-4,0 10,0-535.0  10,0-45,0 2,5-8.0 2,5-80 *
Hortaticas 30,0-60.0 2,0-120  20,0-700 10,0450 50-12,0  2,0-100 "
Tomate 56,0 6,0 40,0 27,0 6,0 60 "
Leguminosas ¢ oleaginosas 32,0-50,0 2,5-4,8 31,0-31,0 5.0-22,0 2.9-8,0 1,9-3.1 "
7 Raizes e tubérculos 39,0450 2,550 27,0-55,0  7,3-150 3,6-7,3 3.2-5,3 *
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Tabela 3. Concentragdes de macro e micronutrientes encontradas nas solucSes nutritivas

Vernonia, de Hoagland, de solo fértil e variagBes encontradas em outras solugdes nutritivas.

Solugdes N-NO; P-H,PO; K° Ca” Mg™ S-504 B Cu Fe Mn Zn
mmol/L pmol/L
Vernonia 16,7 g5 26 2z 17 13 4 003 90 126 13
Hoagland 159 1,0 6,0 50 2,0 2,0 46 003 9C 126 13
Solo fértil 05 0,004 0091 113 026 0,13 10 0,3 5 5 0.4
Variagdes 6279 0,5-2,7 411 19 14 14 20-50 0,108 22100 7-40 0,55

45



Tabela 4. Efeito da adico de solugdes nutritivas na taxa de crescimento relativo médio (TCR)
e na taxa assimilatoria liquida média (TAL) em plantas de V. herbacea. Letras diferentes

indicam diferengas significativas ente os tratamentos no nivel de 5% pelo teste de Tukey.

TCR (¢/g/d)

Tratamentos TAL (g/cm?/d)
Folha Caule Raiz  Rizéforo Planta
50% Hoagland 0,015 0,01%ab 0,013b 0,019 0,023 0,0068a
50% Vernonia 0,015 0,017b 0,015ab . 0,020 0,024 0,0074a
100% Hoagland 0,017 0,024a 0,022a 0,017 0,023 0,0052b
100% Vernoma 0,018 0,023a 0,022z 0,019 0,024 0,0068z
200% Vernonia 0,016 0,022a 0,011b 0,016 0,021 0,0052b
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Tabela 5. Composi¢do quimica do solo de cerrado da Reserva Biolégica da Estagdo

Experimental de Moji Guagu apresentado por diferentes autores.

Presina MO pH K Ca Mg H+AL SB CTC AYS Referéncia
mg/dm’  g/dm® CaCl, mmol/dm’ %

1,6 10 4.8 0,2 1,5 0,8 21 2,5 24 10 (D

2,0 7 4.1 0,01 1,0 1,0 23 2,0 25 8 2)

2,0 19 3,9 0,2 1,0 1,0 89 2,2 92 2 (3)
M.O. = matéria organica; H+Al = potencial de acidez; SB = soma das bases; CTC =
capacidade de troca catidnica (SB + (H+Al); V = saturagio de bases: (SB/CTC)x100. (1)
Analise obtida no presente trabalho, (2) Sassaki & Felippe (1998), (3) Gomes & Shepherd
(2000).
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Figura 1. Efeito da aplicagdo de solugdes nutritivas no crescimento de folhas de plantas de V.
herbaceq apos 90 ¢ 180 dias de cultivo. Tratamentos: 50% da forca idnica da solugdo de
Hoagland (0), 50% da forca iénica da solugdio Vernonia ([J), 100% da forga i0nica da solucdo
de Hoagland (A), 100% da forca iénica da solugdo Vernonia (), 200% da forga i6nica da
solugdo Vernonia (O). Letras diferentes indicam diferencas significativas no nivel de 5% pelo

teste de Tukey.
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Figura 2. Efeito de solugdes nutritivas na massa de matéria seca de plantas de V. herbacea
apos 90 e 180 dias de cultivo. Tratamentos: 50% da forga i6nica da solugdo de Hoagland (0),
50% da forca idnica da solugdo Vernonia (1), 100% da forca idnica da solugdo de Hoagland
(A), 100% da forga idnica da solugdo Vernomia (), 200% da forca idnica da solugdo

Vernonia (O). Letras diferentes indicam diferengas significativas no nivel de 5% pelo teste de

Tukey.
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Figura 3. Efeito de solugGes nutritivas na razdo parte aérea e 6rgios subterrineos de plantas
de V. herbacea apos 90 e 180 dias de cultivo. Tratamentos: 50% da forca i6nica da solugio de
Hoagland (0), 50% da forca ibnica da solugdo Vernonia ([1), 100% da forga iénica da solugdo
de Hoagland (A), 100% da forga idnica da solugio Vernonia (%), 200% da forga ibnica da
solugio Vernonia (O). Letras diferentes indicam diferengas significativas no nivel de 5% pelo

teste de Tukey.

50



60 F X
E£50 F
— - be
o 40 -
= - c

20 F

10 |

0 - i b

0 90 180

Tempo (dias)

Figura 4. Efeito de solu¢des nutritivas na altura de plantas de V. herbacea ap6s 90 e 180 dias
de cultivo. Tratamentos: 50% da forga idnica da solugio de Hoagland (0), 50% da forga i6nica
da solugdo Vernonia (1), 100% da forca idnica da solugdo de Hoagland (A), 100% da forca
idnica da solugio Vernonia (%), 200% da forga ibnica da solu¢io Vernonia (O). Letras
diferentes indicam diferengas significativas no nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Efeito de solugGes nutritivas na massa foliar especifica (MFE) e na razio de massa
foliar (RAF) em plantas de V. herbacea apds 90 e 180 dias de cultivo. Tratamentos: 50% da
forga idnica da solugio de Hoagland (¢), 50% da forca idnica da solugdo Vernonia (0J), 100%
da forga ibnica da solugdo de Hoagland (A), 100% da forca idnica da solugdo Vernonia (%),
200% da forca ibnica da solugio Vernonia (O). Letras diferentes indicam diferencas

significativas no nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Efeito de solugbes nutritivas na concentragdo e na produgdo de frutanos em
rizéforos de plantas de V. herbacea ap6s 90 e 180 dias de cultivo. Tratamentos: 50% da forga
idnica da solugio de Hoagland (0), 50% da forca idnica da solu¢do Vernonia (), 100% da
for¢a ionica da solugdo de Hoagland (A), 100% da forga i6nica da solugdo Vernonia (),
200% da forca i6mica da solugdo Vemnonia (O). Letras diferentes indicam diferengas

significativas no nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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5. CAPITULO 2

Artigo 2 - EFEITO DO NITRATO NO CRESCIMENTO, NA PARTICAO DE
FOTOSSINTATOS E NA FORCA DO DRENO EM PLANTAS DE Vernonia herbacea

(VELL.) RUSBY
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RESUMO

O efeito do NOj" foi estudado em diferentes fases do crescimento de Vernonia.
herbacea. Plantas com 50 dias de idade foram cultivadas em casa de vegetacdo onde
receberam, semanalmente, solu¢do nutritiva com 1,3 mmol/L ou 10,7 mmol/L. de NO;. A
parti¢do de carbono entre parte aérea e parte subterrinea apresentou diferencas em resposta ao
suprimento de nitrogénio. Plantas tratadas com solugdo N-emriquecida mostraram maior
particdo de biomassa para os 6rgaos aéreos, maior capacidade fotossintética (maior taxa de
assimilago liquida), maior drea foliar e maior concentracdo de aglcares soliveis e massa
foliar especifica. No tratamento N-limitado, a alocagiio de carbono para os érgéos subterrineos
foi maior, bem como a concentragiio de frutanos, especialmente, nos meses de junho e
dezembro. A area foliar unitaria em plantas sob estresse nutricional aumentou apds a fase de
rebrota enquanto efeito inverso foi observado em plantas sob maior suprimento de N. Desse
modo, embora o enriquecimento com nitrogénio tenha estimulado o crescimento, a eficiéncia
fotossintética ¢ a forga do dreno, esse tratamento causou decréscimo na concentracdo de

frutanos nos rizéforos.



ABSTRACT

The effect of NO;~ was studied in different growth phases of Vernonia herbacea.
Fifty-day old plants were cultivated in glasshouse conditions and received weekly nutrient
solutions containing 1.3 mmol/L or 10.7 mmol/L. NOs . Carbon partitioning between aerial
and underground parts was modified in response to nitrogen supply. Plants treated with N-
enriched solution showed higher biomass partitioning towards aerial organs, higher
photosynthetic capacity (higher net assimilation rate), higher leaf area and higher soluble
sugar concentration and specific leaf mass. In N-limited plants, carbon allocation to
underground organs was higher, as well as fructan concentration, mainly in June and
December. Individual leaf area in plants under nutritional stress increased after the sprouting
phase while the opposite occurred in plants under higher nitrogen supply. The results showed
that although nitrogen enrichment promoted plant growth, photosynthetic efficiency and sink

strength, this treatment caused a decrease in fructan concentration in the rhizophores.
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INTRODUCAO

A disponibilidade dos nutrientes minerais constitui-se em um dos elementos-chave que
regulam o crescimento vegetal (Jeschke & Hartung, 2000). Semelhante aos outros fatores
ambientais, os minerals inorganicos essenciais sdo capazes de modificar a morfologia da
planta, a particdo e alocagio de biomassa, a taxa de crescimento e o contetido de carboidratos
de reserva (Lambers & Poorter, 1992; Gedroc et al., 1996). Revisando o assunto, Ericsson
(1985) apontou o nitrogénio como um dos principais modeladores da arquitetura vegetal, tanto
em espécies nativas como em cultivares agricolas.

O comportamento nutricional de espécies nativas parece ser similar ao descrito para
cultivares agricolas. Ambos os grupos respondem ao estresse nutricional alterando a alocacio
das reservas e reduzindo as taxas de fotossintese e de crescimento relativo {Chapin, 1988;
Marschner, 1995; Marschner er al., 1996). Sintomas visuais de deficiéncia nutricional, e
ciclagem de nutrientes foliares, especialmente em folhas mais velhas, também foram relatados
por esses autores. Outras adaptacdes em resposta a restricio de nutrientes foram consideradas
por Chapin (1980, 1988) tais como, aumento na longevidade foliar, actmulo de agUcares ndo
estruturais e inibigdo do processo de reproducio.

Comparando comn espécies de solos férteis, plantas de ambientes oligotréficos exibem
baixa taxa de absor¢do radicular que pode aumentar em resposta 4 elevacio da fertilidade do
solo, porém com capacidade inferior de absor¢do & das espécies de ambientes mais férteis
(Marschner, 1995). Desse modo, espécies nativas adaptadas a solos pobres em nutrientes
apresentam baixa taxa de crescimento e baixa razdio parte aérearaiz, mesmo quando a
disponibilidade de nutrientes for maior (Marschner, 1995).

Dentre os minerais essenciais, o nitrogénio é o elemento que mais limita o crescimento

vegetal, ¢ a sua baixa disponibilidade tem sido associada 4 reducfio da divisio e expansio
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celular, da area foliar e da fotossintese (Chapin, 1980). Além dessas, a caréncia de nitrogénio
pode causar redug@o da biomassa total e da razlo parte aérea:raiz (Rufty ef al., 1984).

A maioria dos estudos sobre comportamento nutricional concentrou suas observagdes
em medidas de crescimento, ou particdo de fotossintatos, ou fotossintese (Chapin, 1988,
Marschner, 1995), sem uma interacdo mais abrangente dos processos de crescimento e do
metabolismo vegetal. Assim, uma visdo integrada das respostas morfolégicas e metabdlicas,
faz-se necessaria para melhor compreensdo dos mecanismos de adaptagio quando
determinado nutriente ¢ fornecido diferencialmente, em especial nas plantas nativas.

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby é uma Asteraceae perene, nativa do cerrado. Possui
drgdos-dreno subterrdneos, denominados rizéforos, que acumulam frutanos do tipo inulina
(Figueiredo-Ribeiro er al., 1986; Carvalho & Dietrich 1993). Esses carboidratos foram
associados a mecanismos de resisténcia ao déficit hidrico (Hendry & Wallace, 1993) e mais
recentemente, ao estresse nutricional (Améziane et al,, 1995, 1997a). A importancia
econdmica dos frutanos € grande, pois podem ser utilizados em substituicio a gordura e agticar
reduzindo o valor caldrico do alimento (Niness, 1999) e na anélise da func@o renal (Dias-
Tagliacozzo et al., 1996).

O melhoramento vegetal visando o aumento da forca do dreno em oOrgdos
acumuladores de frutanos € desgjavel do ponto de vista econémico. Freqiientemente, a forca
do dreno ¢ apresentada como resultante do tamanho do dreno e da atividade do dreno (Warren
Wilson, 1972, citado por Marcelis, 1996). A atividade do dreno, que reflete as condigdes
fisiologicas das plantas (Ho, 1988), é determinada em fungdo da atividade das enzimas
relacionadas a sintese de frutanos, sacarose:sacarose futosil transferase {(SST) ¢ frutano:frutano
frutosi] transferase (FFT) conforme Améziane et al. (1995). Contudo, a taxa de producio de
frutanos pode ser empregada para determinar a atividade do dreno (Schubert & Feuerle, 1997).

Segundo Ho (1988) o tamanho do dreno refere-se s condigdes fisicas sendo que medidas de
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volume do vacuolo, numero de células ou biomassa seca do dreno sio, geralmente, utilizadas
como estimativas do tamanho do dreno. Apesar disso, o niimero de células pode permanecer
inalterado mesmo ocorrendo crescimento do drgio-dreno. No caso de Cucumis sativus, o
aumento da massa de seu fruto foi acompanhado pelo alongamento celular sem alteragGes no
numero de celulas (Marcelis, 1993), indicando que medidas ao nivel celular podem ser, em
alguns casos, inadequadas para a avaliagio do tamanho do dreno (Marcelis, 1996). Para
Schubert & Feuerle (1997) a producdio de massa seca do érglio-dreno ¢ a medida mais
adequada para determinar o tamanho do dreno. Como o carbono consumido na respiragio do
dreno pode ser significativo ¢ néio é mensurado, isso impede de medir a verdadeira capacidade
do dreno (carbono importado + carbono respirado), diferindo da forca do dreno aparente
(carbono 1mportado) determinada pela taxa de crescimento absoluto (Ho, 1988)

Além dos fatores intrinsecos, determinados geneticamente, variagdes ambientais
podem modificar a for¢a do dreno (Pollock, 1986). Dentre os fatores externos ja estudados, a
manipulagdo do nitrogénio tem sido a estratégia mais recomendada para modelar a forca do
dreno (Brouwer, 1983; Rufty er al., 1984; Farrar, 1993, Améziane er al., 1995, 1997a). Nos
poucos trabalhos realizados sobre esse assunto, verificou-se que a baixa concentracido de
nitrogénio causou aumento no contetido de frutanos em rajzes tuberosas de Cichorium intybus
(Van den Ende ef al., 1999) e em dreno e fonte de Hordeum vulgare (Wang & Tilberg, 1996;
1997). Sob essa condi¢do de estresse nutricional, Améziane et al. (1997a) verificaram
aumento na forga de dreno em C. intybus.

A importancia ecologica e econdmica dos frutanos, aliada a caréncia de informacdes
sobre o comportamento nutricional de espécies herbaceas do cerrado, determinaram a
realizagdo do presente trabalho que teve como objetivo principal investigar o efeito da
disponibilidade do N-NO;" na plasticidade fenotipica e na forca do dreno em plantas de V.

herbacea.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e condigbes de crescimento — Plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
(Asteraceae) foram obtidas por propagacfio vegetativa a partir de fragmentos de rizéforos de
plantas coletadas na Reserva Biolégica e Estagdio Experimental de Moji Guagu, Sao Paulo (22°
35°S e 47°44’W). Foram selecionadas plantas de tamanho uniforme (5 cm de altura contendo
cerca de 4 folhas) aos 50 dias ap0s a brotagio dos rizéforos cultivados em bandejas com areia
lavada. As plantas foram transferidas para vasos plésticos (3 L) contendo areia lavada como
substrato, e submetidas as condi¢des de luz, temperatura e fotoperiodo natural em casa de
vegetagio onde a média da temperatura minima e méxima anual foi de 18°C e 29°C,
respectivamente. O experimento foi conduzido no periodo de dezembro de 1999 a dezembro
de 2001.

Conforme a analise da constituicio quimica de plantas de V. herbacea (Capitulo 1)
realizada pelo Laboratério do Centro de Solos e Recursos Agroambientais do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), Sdo Paulo, foi elaborada uma solugdo nutritiva especifica
para essa espécie, de acordo com as suas exigéncias nutricionais foliares. Um lote de plantas
recebeu, semanalmente, 100 ml da solugiio nutritiva/planta com N-limitado (1,3 mmol/L de
N-NO:") contendo KNOs 1,3 mmoVl/L, KH,PO, 5,2 mmoVl/L, KC1 0,9 mmoV/L, CaCl;.2H;0
2,17 mmol/L e MgS04.7H,0 1,5 mmol/L. Outro lote foi tratado com solugfo nutritiva de N-
enriquecido (10,7 mmol/L de N-NO3') composta de Ca(NO3),.4H20 2,5 mmol/L, KNO; 2,3
mmol/L, KH;PO,; 0,52 mmol/L, Mg(NO;)2.6H;0 1,7 mmol/L e Na,SO4 1,3 mmol/L. Ambas
as solugSes foram suplementadas com os sais de micronutrientes da solugdo de Hoagland &
Arnon (1938). O pH foi ajustado para 5,5-6,0 com KOH IN. Quando necessano, as plantas
foram regadas com agua destilada para evitar o dessecamento, principalmente nos meses

quentes do ano.
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com 6 repetigdes
e 2 tratamentos. Trimestralmente, foram tomadas medidas de crescimento ¢ quantificados a
frutose total e os aglicares totais em rizoforos, caule e folha. Investigagio preliminar revelou a
existéncia de um gradiente de concentragfio de frutanos que aumentou no sentido do apice para
a base das novas ramifica¢Ses dos rizéforos. Por isso, optou-se pela realizagdo das anilises dos
agucares soliveis na regidio mediana desses 6rgios visando a padronizacio das amostras. O
mesmo criterio foi adotado para a andlise dos carboidratos do caule. No entanto, para as
medidas foliares, decidiu-se pela primeira folha apical completamente expandida (cerca de 5
cm de comprimento e 4 cm de largura), uma vez que esse tipo de folha apresenta maior
conteudo de clorofila e taxa fotossintética, quando comparada com as folhas basais, conforme
observages preliminares. Além dessas caracteristicas, verificou-se que essas folhas

permanecem mais tempo ligadas 3 planta.

Andlise de crescimento — Os termos partic3io e alocacdo de biomassa adotados no presente
trabalho sdo os mesmo definidos por Poorter & Nagel (2000) onde particiio significa a
quantidade de carbono presente nos diferentes ¢rgiios vegetais e alocagio indica a quantidade
de biomassa localizada nos diversos 6rgaos relativa  massa total da planta.

Para as andlises de crescimento, foram utilizadas 6 plantas por tratamento para medidas
de altura do maior ramo, massa de matéria fresca e seca dos orgios aéreos e subterrineos,
mimero de folhas e area foliar unitéria e total. A massa seca foi determinada ap6s a secagem
do material em estufa 60°C até obtenciio da massa constante. A area foliar foi calculada
atraves do software “Area Leaf & Analysis” da Skye Instruments Ltd. (1993). A partir desses
dados, foram calculadas as taxas basicas de crescimento de acordo com Hunt (1982). A taxa
de crescimento relativo (TCR), que mostra o incremento de producdo de massa de matéria

seca em determinado tempo, foi calculada de acordo com a equagio (LnM; — LrMy) / (1, — ;).
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A taxa de assimilacio liquida (TAL), que expressa a eficiéncia fotossintética em termos de
incremento da massa de matéria seca total produzida por area foliar € por unidade de tempo,
foi determinada segundo a formula TAL = [(LrAz ~ LuAy) / (Ay— Al x [My —Mp) /&2 - 4]
A razdo de area foliar (RAF), que mostra a area foliar utilizada para produzir uma unidade de
massa de matéria seca total, foi obtida pela relagfio entre drea foliar e a massa seca total da
planta (RAF = A / M). A taxa fotossintética (TF) foi calculada tendo como base a TAL
(Beadle 1986), utilizando a férmula TF = TAL x K/H, onde K € o fator de converso da
quantidade de matéria seca em quantidade de carbono absorvido e equivale a 1,65 {(Salisbury
& Ross, 1992), ¢ H é o fotoperiodo, considerado de 12h para os cdlculos, que seria
aproximadamente o valor médio para S&o Paulo (Vianello & Alves, 1991). A massa foliar
especifica (MFE), que indica a quantidade de fotossintatos retida nas folhas, foi calculada pela
raziio Mfoliar/ A. A 4rea foliar especifica (AFE), que mostra a 4rea foliar fotossinteticamente
ativa para produzir uma unidade de matéria seca foliar, foi calculada pelo inverso da MFE.
Com os dados de massa de matéria seca da parte aérea e da parte subterrdnea foi determinada
a razio parte aérea:parte subterranea. A forga do dreno aparente, que mede a capacidade
potencial do érgdio em atrair e armazenar fotoassimilados, foi calculado em fungdo da taxa de
incremento de massa seca dos rizéforos (Marizéforos — Mrizéforos) / (t — t)) conforme
Shubert & Feuerle (1997). De acordo com esses autores, a atividade de dreno, que expressa a
capacidade do dreno em estocar frutanos, foi calculada pela taxa de acumulo de frutanos em
rizéforos (F2—F1) / (t — 7).

Onde, M = massa de matéria seca, M, = massa de matéria seca atual, M; = massa de
matéria seca inicial, F» = producio de frutanos atual por plantas, Fi = produg@o de frutanos
inicial por planta, A, = area foliar atual, A; = 4rea foliar inicial, t — t; = intervalo de tempo

entre duas coletas, Lrn = logaritmo natural.
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Comteido de Clorofila - Discos foliares foram retirados da primeira folha apical
completamente expandida, sendo um macerado em gral contendo 10 ml de solucdo acetdnica a
80% (v/v) para extracio de clorofila e outro, utilizado para a determinacio da massa de
matéria seca em estufa a 60°C. A operacio foi realizada sob baixa temperatura e luminosidade
para impedir a degradagio da clorofila pela luz ou por aciio enzimatica. O extrato foi
centrifugado a 600 g por 5 minutos e a leitura realizada, sob penumbra, em espectrofotdmetro
(UV-160A Schimadzu) para estimativa da clorofila @ e . Os comprimentos de onda utilizados
foram 645 (clorofila b} e 663 (clorofila a). O contetdo de clorofila foi expresso em mg g’ de

massa de matéria seca aplicando-se a equagfio apresentada por Lichtenthaler & Wellburn

(1983):
Clorofila @ = 12,25A¢6; — 2,79 Ag45.V/1000M
Clorofila b = 21,50A465 — 5,1066;. V/1000M
Clorofila a+b = 7,15A462 + 18,71 Agss. V/1000M
Onde,

A ¢ absorbéancia, V € o volume da amostra (mL) e M é a massa seca da amostra (2).

Com esses valores foi calculada, também, a razio clorofila a:b.

Extra¢do dos carboidratos soliveis ~ Amostras de 2 g de rizéforos, 1 g de caule e 1 g de folha
foram submetidas & extragdo de oligossacarideos e polissacarideos soliveis, seguindo-se o
método de Carvalho er al. (1998). Amostras da porcio mediana dos rizéforos foram
fragmentadas, fervidas em etanol 80% por 3 minutos para desnatura¢io enzimatica. O material
foi macerado em gral e almofariz, aquecido em banho-maria a 80°C por 15 minutos e
centrifugado a 1000 g por 10 minutos. O residuo foi re-extraido mais duas vezes como
descrito anteriormente e entdo submetido duas vezes a extragio aquosa por 30 minutos a 60°C,

homogenizados e filtrados & vacuo, em tecido algodiio. Os sobrenadantes da fragdo etandlica e
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aquosa foram reunidos, constituindo o extrato de carboidratos totais soliveis, o qual foi
concentrado em rotoevaporador, a 40°C. Para a analise dos oligo- e polifrutanos, o extrato
total foi precipitado com trés volumes de etanol comercial sendo a mistura mantida a 5°C
“overnight” e centrifugada a 9.000 g por 10 min a 5°C. O precipitado foi ressuspendido com
agua destilada e constituiu a fragdo de polifrutanos. O sobrenadante foi concentrado a vacuo e

ressuspendido em agua destilada representando a fragdo de oligofrutanos.

Andlise dos carboidratos — A frutose livre e combinada e os agicares totais foram estimadas
pela reagdio de antrona, modificada especialmente para cetoses (Jermyn, 1956), usando frutose
(Sigma) como padrdo. A leitura foi realizada em duplicata em espectrofotdmetro (Coleman) a
620nm. Os agucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson (Somogyi
1945), usando-se frutose como padrdo. Glicose, frutose ¢ sacarose do extrato total de folha,
caule e rizoforos foram quantificadas por HPL.C comparando as 4reas dos picos com padrbes
externos.

Apds a deionizagdo em resina catiénica (Dowex-50W, Na) e anidnica (Dowex-1, CI)
segundo Carvalho & Dietrich (1993), os carboidratos soliveis neutros foram analisados em
coluna de troca anidnica 4x256 mm CarboPac PA-1 usando o cromatografo de ions Dionex
DX-300 acoplado a um detector amperométrico pulsado (HPAEC/PAD). O gradiente foi
estabelecido de acordo com Shiomi (1993). O eluente A (NaOH 150 mM) e o eluente B
(acetato de sodio 500 mM em NaOH 150 mM) foram combinados da seguinte forma: 0-2 min,
25 mM; 2-8 min, 25 a 150 mM; 8-28 min, 150 a 500 mM e 28-30,1 min, 25 mM. A taxa de
fluxo através da coluna foi de 1,0 cm’/min. Os potenciais aplicados ao T1(480 ms), T2 (120

ms) e T3 (60 ms) foram de +0,05, +0,60 e —0,60 V, respectivamente.
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Andlise estatistica — Os efeitos dos tratamentos foram analisados pela ANOVA e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 1% e 5% no software Sanest (Zonta et al., 1984).
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RESULTADOS

Partigdo de biomassa. Plantas de V. herbacea mostraram alta plasticidade fenotipica na
particdo de biomassa em resposta as condigbes nutricionais. Em ambos os tratamentos de
nitrogénio houve ganho de biomassa tanto nos rizéforos quanto na parte aérea, sendo que no
N-enriquecido a resposta foi superior (fig. 1) principalmente no més de dezembro (360 dias)
guando as plantas se encontravam em estidio mais avancado de desenvolvimento. Por essa
mesma figura, nota-se, também, redu¢fio da biomassa dos rizéforos e da parte acrea no més de
setembro em plantas tratadas com maior disponibilidade de nitrogénio. Tais perdas foram
decorrentes da senescéncia dos drglos aéreos que acontece naturalmente em julho (indicada
pela seta na fig. 1) e da redugdo do conteudo de frutanos dos rizoforos no final de agosto ate
setembro (fig. 2). Apds a fase de senescéncia, seguiu-se o periodo de brotagdo ¢, a partir de
setembro, ocorreu a retomada do crescimento até o final do experimento, intensificando a
diferenca entre os tratamentos.

Embora a parte aérea das plantas tratadas com N-limitado também tenha entrado em
senescéncia em julho, ndo foram registradas perdas de biomassa no més de setembro (fig. 1),
pois essas plantas rebrotaram antes do que aquelas que receberam solugdo com N-enriquecido
(dados nfio mostrados). Desse modo, enquanto a recuperagio da biomassa da parte aérea das
plantas sob N-limitado, em setembro, representou 100% da medida tomada em junho, essa
diferenca foi de 61% no regime de N-enriquecido. Os 6rgéos que detiveram maior particdio de
biomassa foram os rizéforos indiferente da concentracfio de nitrogénio, chegando a representar
60% da massa seca total da planta, com algumas variagdes, em fun¢o do ciclo de vida da
planta. No entanto, ap6s um ano de experimentacio, a biomassa seca da parte acrea e dos

rizéforos foram equivalentes em plantas cultivadas com N-enriquecido.
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De modo geral, a raz8o parte aérea:parte subterrinea foi maior sob N-enriquecido (fig.
1), exceto no meés de setembro. O decréscimo dessa raziio pode estar associado, em parte, a
senescéncia dos érghos aéreos (julho) e & baixa velocidade da retomada do crescimento dessas
plantas, em relacio aquelas sob N-limitado. O desmembramento dos componentes da parte
subterranea mostrou que a relaciio parte aérea:raiz aumentou com a maior disponibilidade do
nitrogénio. Essa relagdo caiu em setembro nos dois tratamentos, porém, de forma mais
acentuada no regime de N-enriquecido que se igualou ao de N-limitado. Quanto 4 razio parte
agrea:rizoforos, plantas tratadas com N-enriquecido apresentaram aumento dessa medida em
margo ¢ dezembro, e decréscimo em junho e setembro. Essa reduciio da parte aérea em relacio
aos rizoforos no inicio do inverno (junho), decorreu do aumento significativo da biomassa dos

riz6foros em resposta a maior disponibilidade do nitrogénio (fig. 1).

Alocagdo de biomassa. Alteragbes no padriio de alocagio do carbono entre parte aérea ¢ parte
subterranea ocorreram em fungdo da disponibilidade do N. A fragio de massa seca de
rizéforos e de raiz foi maior sob N-limitado (fig. 3), apesar de nfo ter havido diferenca na
massa seca de raiz entre os tratamentos (dados nio mostrados). A maior alocac3o para os
orgaos subterraneos foi confirmada, também, pela razio parte aéreaparte subterrinea que
permaneceu baixa sob restrigdo de nitrogénio (fig. 1). Independente dos tratamentos, os orgaos
que detiveram maior alocagio de biomassa foram os rizéforos seguidos pelas folhas. Os
resultados mostraram ainda que, a maior disponibilidade do nitrogénio estimulou maior

alocacio de biomassa para os drgos aéreos.

Andlise de crescimento. Semelhante 4 particio de biomassa, V. herbacea mostrou alteracGes
morfol6gicas em resposta s diferentes condigdes de nutrigio nifrogenada. Até o final do

experimento, as medidas do crescimento vegetativo aumentaram em quase todos os
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parametros analisados para as duas situa¢des nutricionais (tabela 1). Em comparaggo ao N-
limitado, a maior disponibilidade desse elemento proporcionou aumento em todas as medidas
do crescimento sendo que valores mais expressivos foram encontrados em dezembro do
segundo ciclo de vida. Nessa ocasidio, o N-enriquecido elevou 2,8 vezes o numero de ramos,
1,2 vez a altura do ramo principal, 4,3 vezes o nimero de folhas ¢ 2,7 vezes a area foliar total
em relagio aos valores obtidos no N-limitado.

As alteracdes morfoldgicas na fase de senescéncia afetaram as medidas do crescimento
observadas no inicio da fase de rebrota (setembro), principalmente em plantas submetidas ao
N-enriquecido. Nesse tratamento, a redugio de altura, nimero de folhas e area foliar total e
unitaria foram marcantes. No segundo ciclo de vida, as plantas apresentaram um numero
maior de ramos aéreos em relacfio ao primeiro, quando apenas um ramo se desenvolveu. Apos
a rebrota (setembro), esse nimero aumentou 4 vezes em relagdo ao primeiro ciclo de vida no
tratamento N-enriquecido. Diferente das outras medidas, a 4rea foliar unitéria em plantas
suplementadas com nitrogénio diminuiu apés a rebrota permanecendo baixa até o final do
experimento. Efeito contrario foi observado em plantas cultivadas com baixa concentrag@o de
nitrogénio. Nesse tratamento, a 4rea foliar unitdria, em dezembro, aumentou 2 vezes em
relagiio as medidas tomadas em junho e 1,4 vezes das plantas tratadas com N-enriquecido,
nessa mesma €poca do ano.

Avaliando ainda os resultados da tabela 1, diferencas expressivas nas medidas de
crescimento em junho e setembro em plantas sob N-limitado, s6 foram encontradas quanto ao
niimero de folhas cujo valor em setembro foi 25% menor em relagio ao més de setembro. Ja
para rea foliar total esse decréscimo foi desprezivel. Distintamente do que foi observado nas
plantas sob N-enriquecido, as medidas de altura e 4rea foliar unitaria das plantas sob N-

limitado aumentaram em setembro quando comparadas aquelas tomadas em junho. A
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diminuigdo da érea foliar unitiria a partir de setembro em plantas com N-enriquecido
coincidiu com o grande nimero de folhas formadas nesse periodo.

Sintomas de deficiéncia nutricional foram visualizados na forma de clorose marginal
nas folhas basais seguida de murchamento e de morte nas plantas sob N-limitado. A
senescéncia dos 6rgdos aéreos, em julho, nio aconteceu simultaneamente nos dois
tratamentos. Plantas tratadas com N-enriquecido senesceram posteriormente is plantas com N-
limitado (dados ndo apresentados). Quanto & floraco, N-enrquecido induziu o
desenvolvimento de inflorescéncias em 50% das plantas, enquanto sob N-limitado as plantas
permaneceram em estado vegetativo.

Em relagao as taxas de crescimento, plantas que receberam maior concentragio de
nitrogénio mostraram maior capacidade fotossintética indicada pelas maiores TCR, TAL e TF,
principalmente na fase de crescimento répido do primeiro (0 — 90 dias) e do segundo (270 —
360 dias) ciclos de vida (tabela 2). Os valores baixos da TCR, TAL e TF no periodo de 180 —
270 dias, em ambos os tratamentos, coincidiram com a época de senescéncia dos orgéos
aéreos, redugdo da biomassa dos rizéforos nessa mesma época (fig. 1), e queda na
concentragdo dos frutanos (fig. 2). Nesse mesmo periodo, a TCR, TAL e TF foram mais
baixas atingindo valores negativos em plantas sob N-enriquecido.

Os efeitos do nitrogénio na RAF, AFE e MFE sdo apresentados na tabela 3. Em todas
as medidas, os valores sofreram variaces sazonais associadas ao ciclo de vida da espécie. Até
os 270 dias, a RAF, que representa a drea foliar util para produzir uma unidade de massa seca,
fo1 maior em plantas submetidas ao N-limitado. Aos 360 dias, a RAF foi maior em plantas sob
N-enriquecido, mostrando uma queda na eficiéncia fotossintética nas plantas desse tratamento
apos um ano de cultivo. Em ambos os tratamentos, maiores valores de RAF foram encontrados
no final do primeiro e do segundo ciclos de crescimento (90 e 360 dias). Com respeito ao

indice de AFE, as folhas das plantas sob N-limitado apresentaram maior area foliar por
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unidade de massa seca. Para as duas concentragdes de nitrogénio, foi registrado decréscimo da
AFE durante o periodo experimental, excecio feita no més de setembro, que coincide com a
época de aparecimento de novas folhas. Quanto & MFE, folhas de plantas submetidas ac N-
enriquecido mostraram maior conteiido de massa seca por area foliar. VariagGes sazonais
também ocorreram com essa medida para as duas condi¢es nutricionais sendo que, de modo
geral, maiores valores foram encontrados aos 180 dias (junho) ¢ aos 360 dias (dezembro),

principalmente em folhas de plantas tratadas com maior disponibilidade de nitrogénio.

Clorofila. Folhas de V. herbacea apresentaram maior contetido de clorofila a e 5 em plantas
cultivadas com maior concentracio de nitrato (fig. 4). No més de junho, as concentragBes de
clorofila a (=4 mg/g MMS) e b (=2 mg/g MMS) foram semelhantes para os dois tratamentos.
Esses resultados refletiram na razgo clorofila a:b que nessa fase foi proximo de 1, e de forma
geral, foi maior no tratamento enriquecido pelo nitrato, especialmente em margo e setembro.

Em ambos os tratamentos ocorreram variagdes com maior conteiido de pigmentos
registrado no més de margo (90 dias). Em junho, ocorreu decréscimo da clorofila a seguido de
um pequeno aumento em setembro, permanecendo nessa concentragio até o término do
experimento. As plantas sob tratamento N-limitado apresentaram diminuigio da concentracio
de clorofila b anterior a registrada para as plantas tratadas com N-enriquecido.

Os valores dos pigmentos clorofilianos refletiram no contetido de clorofila total que
apresentou perfil similar ao da clorofila . Nesse aspecto, maiores diferencas entre os
tratamentos ocorreram no més de marco e junho onde o conteddo de clorofila total no
tratamento N-enriquecido apresentou valores 23% e 50% maiores em margo e junho,

respectivamente, quando comparados com as plantas sob restricio de mitrato.
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Frutose total e acucares soltiveis totais. A concentragdo de acticares soliveis em rizdforos
aumentou nos meses de junho e dezembro, nas duas concentragdes de N, sendo este aumento
significativamente superior no regime de N-limitado, em especial, aos 360 dias (fig. 2). Por
outro lado, declinio na concentragdo dos agticares em setembro foi observado.

O conteudo de frutose total em caule e folha foi inferior a0 encontrado para rizéforos,
sem diferencas significativas entre os tratamentos. Enquanto a concentracio de frutose total
representou apenas 1% da matéria seca de folha e 2,5% de caule, para os rizdforos, esse valor
foi de 80% no N-limitado e 50% no N-enriquecido. Dessa forma, pode-se constatar a
existéncia de um gradiente de concentragio de frutose no sentido folha-caule-rizéforo,
refletindo claramente a natureza do érgéio de reserva dos rizéforos.

Os teores equivalentes de frutose total ¢ de agucares totais em rizéforo, indicam a
natureza do material de reservas, constituida principalmente de frutanos, independente da
concentracio de nitrogénio aplicado. J4 caule e folha apresentaram maiores concentracdes de
agucares totais do que de frutose total, revelando sua baixa capacidade em reter esse tipo de
hexose. Exceto no més de marco, folhas de plantas submetidas ao N-enriquecido apresentaram
maior retencdo de fotossintatos, representada pelo elevado teor de agticares soliveis totais, em
especial, nos meses de junho ¢ dezembro. Apés um ano de experimentagio, a producido de
frutanos por planta foi de 3,7 g no N-limitado e 4,1 g no N-enriquecido.

Nio foi identificada a presenga de frutanos em folhas e caules de V. herbacea em

ambos os tratamentos nutricionais (fig. 9).

Fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos. Aos 360 dias, quando maiores diferencas na
concentragio de frutanos foram observadas entre os dois regimes de nitrogénio (fig. 2),
verificou-se que o contetido de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos nos rizoforos de

plantas mantidas em N-limitado, foi superior a0 observado em rizoforos das plantas cultivadas
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com N-enriquecido (fig. 5). A concentragdo de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos
representaram, respectivamente, 36% e 50% da massa seca dos rizoforos das plantas tratadas
com restrigio de nitrato. Enquanto a concentragdo de polifrutanos foi maior do que a dos
oligofrutanos em plantas tratadas com N-limitado, ndo foi observada diferenca no conteido

dessas duas fracdes de frutanos em plantas cultivadas com maior concentragio de nitrogénio.

Aguicares redutores. A concentragio dos agiicares redutores em plantas sob N-enriquecido foi
superior ao do N-limitado (fig. 6), principalmente nos meses de margo e setembro. Enquanto a
menor concentracio desses agucares foi observada no inverno (junho), o seu contelido
aumentou significativamente na primavera (setembro), intensificando a diferenca entre os

tratamentos.

Glicose, frutose livre e sacarose. Rizoforos e folhas foram os 6rgéos mais influenciados pelos
tratamentos (fig. 8). Folhas apresentaram maior conteido de glicose e frutose livre quando
submetidas ao N-enriquecido. Maior teor de sacarose foi encontrado nos rizéforos,
principalmente naqueles mantidos em solugdo nutritiva enriquecida pelo nitrato. Embora as
concentragoes das hexoses analisadas tenham sido muito baixas nos rizéforos, mesmo assim,
houve diferenca significativa no teor de frutose livre, que foi maior sob o N-enriquecido. Para
o caule, nenhuma diferenca foi constatada no conteido dos agticares entre os tratamentos
aplicados. Semelhante ao que foi observado em rizoéforos, maiores teores de hexoses e
sacarose foram encontrados em folhas de plantas submetidas ao N-enriquecido, porém com
diferengas significativas somente para as hexoses cujos valores mostraram-se superiores aos

de caule.

13



Forga do dreno. A forga do dreno aparente, indicado pela taxa de incremento da biomassa
seca dos rizoforos, foi maior em plantas tratadas com N-enriquecido (fig. 7), exceto no
periodo correspondente & fase de senescéncia da parte aérea e de rebrota (180 — 270 dias).
Nesse periodo, o tamanho do dreno diminuiu bastante em ambos os tratamentos, sendo que
essa reducdo foi mais acentuada no tratamento N-enriquecido. Efeito similar foi verificado
quanto a atividade do dreno, que mostrou maior taxa de depdsito de frutanos em plantas sob

N-enriquecido na fase de maior estocagem de frutanos do primeiro ciclo de vida (90-180 dias).
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DISCUSSAO

Crescimento. Plantas de V. herbacea responderam ao N-enriquecido crescendo mais em altura,
area foliar e matéria seca, principalmente quando atingiram um estigio de maturidade mais
avancado, mostrando assim, a importancia da fase de crescimento na resposta ao tratamento
nutricional (Marschner, 1995; Améziane ef al., 1997a). Por se tratar de um caule subterraneo
de reserva, poder-se-ia esperar que a tuberizagio em V. herbécea fosse inibida pelo maior
suprimento de nitrogénio, igualmente ao verificado em Solanum tuberosum (Masrschner,
1995) e em Sinningea allagophylla, uma herbacea do cerrado (Almeida, 1994). No entanto, o
que se verificou foi o aumento de biomassa dos rizoéforos, tanto na menor quanto na maior
concentracio de nitrogénio, confirmando o que foi descrito anteriormente por Teixeira ef al.,
(1997) em V. herbacea, sugerindo que a tuberizagio de rizéforos ndo esteja sob controle direto
do nivel do nitrogénio, mas de fatores intrinsicos. A diferenciac@o de orgdos € um processo
determinado geneticamente, e € influenciado por fatores ambientais (Thomas & Vince-Prue,
1997). Em V. herbacea, os niveis exdgenos de nitrogénio parecem alterar apenas o
crescimento dos rizéforos, evidenciado pelas medidas de massa seca.

Conforme relatado para outras espécies cultivadas em meio enriquecido pelo
nitrogénio (Lambers ef al., 1998), V. herbacea também mostrou maior parti¢io de biomassa
para érgos aéreos (fig. 1). Tal resultado refletiu na raziio parte aérea:parte subterranea, em
especial, parte aérea:raiz que foi maior no primeiro e segundo ciclos de vida. O aumento na
razdo parte aérea:raiz em resposta ao maior suprimento de nitrato é amplamente documentado
na literatura (1993; Marschner 1995 e referéncias ali contidas), e € mais expressivo em plantas
de maior idade (Ingestad, 1979; Améziane er al., 1997a), como verificado em V. herbacea

onde maior crescimento da parte aérea ocorreu no final do primeiro e segundo ciclos de vida.



A possibilidade da alteragio na razio érgios aéreos:Grgios subterrdneos através da
manipulagdo de nutrientes é de particular interesse em plantas que apresentam &rgios
subterraneos de reserva. Em C. intybus, por exemplo, a baixa razio parte aérea:raiz induzida
pela deficiéncia de nitrogénio € uma estratégia adotada para producio de raizes tuberosas,
ricas em frutanos, viabilizando o seu cultivo sem a necessidade de aplicacdo de nutrientes
(Améziane ef al., 1997b; Schittenhelm 1999).

A disponibilidade de nitrogénio também interfere na alocagfio de matéria seca entre
parte aérea e raiz (Rufty er al., 1984; Bastow-Wilson, 1988). De maneira geral, as plantas
alocam menos biomassa para folhas ¢ mais para raiz quando o nitrogénio estd em deficiéncia
(Lambers ef al., 1998) como verificado em V. herbacea (fig. 3). Considerando-se que a
alocac3o na folha mostra a fragfio de matéria seca ndo exportada para os demais orgios,
conclui-se que o poder de exportar assimilados da fonte para o dreno foi maior em plantas de
V. herbacea cultivadas sob N-limitado. Isto indica que, mesmo sendo uma caracteristica
genética, o padrio da alocacdio estd sujeito a influéncia de varidveis ambientais {(Poorter &
Nagel, 2000). Embora a biomassa seca dos rizdforos tenha sido menor sob N-limitado, a sua
alocagdo fo1 maior, mostrando que a particio de matéria seca para determinado 6rgio pode
diminuir sem necessariamente ser acompanhada pelo declinio da alocag®o, como salientaram
Poorter & Nagel (2000).

O mecanismo que controla a particio de biomassa entre parte aerea e raiz foi postulado
por Brower (1983) através do modelo denominado “equilibrio funcional”. De acordo com este
principio, o crescimento da raiz esta sob controle dos fotoassimilados, e o crescimento da parte
aérea, limitado pelos nutrientes disponiveis para a raiz. Esse balanco pode ser modificado pelo
estresse ambiental, em destaque, a deficiéncia de nitrogénio (Thormley, 1995). Nesse aspecto,
tem sido proposto que a limitagdo do nitrogénio leva a baixa utilizagio do carbono fixado nas

folhas e, conseqiientemente, aumenta o fluxo de carbono para os orgios subterrineos,

76



disponibilizando maior energia para a absorgio radicular e divisdo celular, e favorecendo,
desse modo, o crescimento da raiz (Rufty et al., 1984; Tolley & Raper, 1991). Améziane ef al.
(1995, 1997a) demonstraram, mais recentemente, que o maior fluxo de fotossintatos para
raizes tuberosas de C. intybus é controlado pela atividade das enzimas relacionadas ao
metabolismo de frutanos (SST e FFT), cujas atividades foram estimuladas pela baixa
disponibilidade do nitrogénio.

Outro efeito marcante observado em plantas cultivadas sob maior suprimento de
nitrogénio refere-se ao aumento da 4rea foliar (Gastal et al., 1992, citado por Lambers ef al.,
1998), também observada de forma acentuada em V. herbacea apds um ano de cujtivo (tabela
2), coincidindo com o aumento do nimero de folhas. Por outro Jado, a area foliar unitaria
decresceu, revelando uma relagio inversa entre nimero de folhas e 4rea foliar unitaria em
plantas enriquecidas com nitrogénio. J4 em plantas tratadas com restri¢do de nitrogénio, a area
foliar unitaria aumentou no segundo ciclo de vida. Essa estratégia sugere um eficiente
mecanismo fisiolégico capaz de maximizar a interceptagfio luminosa para produgdo de
fotossintatos em quantidade suficiente para atender a demanda do limitado crescimento sob
restricio de nitrogénio. Esse procedimento ¢ indicativo da maior eficiéncia na utilizagio dos
nutrientes em V. herbacea sob deficiéncia mineral na fase de rebrota, uma vez que um dos
efeitos manifestado pelo nitrogénio é o de promover a expansdo foliar (Marschner, 1995).
Revisando o assunto, esse autor alegou que espécies restritas a ambientes pobres em nutrientes
desenvolveram estratégias adaptativas no sentido de garantir a necessaria atividade metabélica
para manter o seu crescimento. Isso pode ocorrer por meio de um aumento na eficiéncia da
absorcio do sistema radicular através da maior liberagdo de H', de 4cidos organicos ¢ de
substancias formadoras de quelatos pela raiz, facilitando a absorglio dos nutrientes, em

especial a do ferro (Larcher, 2000).
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Ha referéncias de que o estresse ambiental causado por déficit hidrico e nutricional
antecipa alguns processos fisioldgicos como a senescéncia (Marschner, 1995; Larcher 2000).
Em V. herbaceae, a senescéncia dos 6rgdos adreos, que ocorreu no més de julho, aconteceu
antes nas plantas sob N-limitado. O mesmo se verificou quanto a rebrotagdo, sugerindo que o
estresse nutricional seja um fator consideravel para a quebra de dorméncia das gemas
vegetativas dos rizéforos na fase de rebrota. Esse ajuste no ciclo fenoldgico configura-se numa
estratégia adaptativa para garantir a sobrevivéncia em condiges de restri¢io nutricional, como
€ comum em espécies que se desenvolvem em ambientes estressantes (Larcher, 2000).

Em sua revisdo, Lambers ef al. (1998) ponderaram que a maior disponibilidade de
nitrogénio estimula a sintese de citocininas, e que a maior concentragdo desse horménio nas
folhas promove a divisdo celular, a expansdo celular e a integridade da clorofila, retardando a
senescéncia foliar. Em plantas de ¥. herbacea, N-enriquecido elevou o contetido de clorofila e
a razdo clorofila @:b (fig. 4), indicando investimento preferencial na estrutura das antenas do
fotossistema II, ricas em clorofila 4 (Lambers ef al., 1998). Estas alteragGes podem ter elevado
a capacidade fotossintética em V. herbacea, pois, conforme relatado por Hesketh ef al, (1983),
existe alta correlagio entre a fotossintese e teor de clorofila. Concentracdes otimas de
nitrogénio tém sido associadas ac aumento na eficiéncia fotossintética por estimular a sintese
de Rubisco e proteinas estruturais em njvel das membranas dos tilacoides, pigmentos
fotossintetizantes ¢ de compostos da cadeia transportadora de elétrons (Marschner, 1995).
Sintomas de deficiéncia de nitrogénio, como clorose e morte de folhas podem ser visualizadas
em folhas basais (Larcher, 2000), também observados em plantas de V. herbacea cultivadas
sob N-limitado.

Ainda que fatores ambientais estressantes tais Como seca, temperaturas extremas e
deficiéncia de nutrientes possam antecipar a transi¢io da fase vegetativa para a reprodutiva em

muitas espécies (Marschner, 1995; Larcher, 2000) isso n3o ocorreu em plantas de V. herbacea
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sob restricio de nitrogénio. Embora continuassem a crescer, de forma limitada, essas plantas
ndo floresceram, indicando que o nitrogénio é elemento essencial para o ciclo de vida dessa
asterdcea. A maior concentragfio de mitrato estimulou a florag3o, confirmando a hipotese de
que, além de outros fatores ambientais, a aplicagio do nitrogénio também influi,
consideravelmente, na indugio de gemas florais (Chapin er al., 1990; Marschner, 1995;
Larcher, 2000).

Além dos elementos minerais, os carboidratos sfo os compostos orgnicos mais
requisitados pelos érgios reprodutivos (Bernier ef al., 1993). O consumo de assimilados para a
reproducio pode ser bastante significativo, chegando a representar de 5% a 40% dos
assimilados translocaveis (Larcher, 2000). Carvalho & Dietrich (1993) relataram que 45% das
reservas de carboidratos dos rizéforos foram requeridos para a floragdo em V. herbacea.
Resultado similar foi observado em plantas V. herbacea cultivadas sob N-enriquecido (fig. 2),
onde cerca de 54% dos carboidratos soluveis dos rizéforos foram consumidos na fase de
rebrota e de floracio (setembro).

Ainda que seja uma espécie bem adaptada ao bioma cerrado, pobre em nutrientes
minerais, 2 maior oferta de nitrato elevou a TCR e a TAL em plantas de V. herbacea na fase
de crescimento rapido do primeiro (0 — 90 dias) e do segundo (270 — 360 dias) ciclos de vida
(tabela 2). Essa pequena elevago na TCR e na TAL, em plantas tratadas com N-enriquecido,
indica que essa espécie possui baixo potencial de TCR, sustentando o conceito de que espécies
nativas adaptadas a solos pobres em nutrientes mostram baixa taxa de crescimento, mesmo
quando a disponibilidade de nutrientes ¢ maior (Lambers & Poorter, 1992; Marschner, 1995;
Lambers et al., 1998).

Com base nas caracteristicas adaptativas para a disponibilidade de nutrientes no solo,
Chapin (1980, 1988) classificou as espécies nativas em dois grupos: Tipo I, compreendendo

espécies de crescimento lento ¢ Tipo II, espécies ruderais com caracteristicas nutricionais
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semelhantes as das espécies agricolas (crescimento rapido). De acordo com essa classificagio,
plantas do Tipo I crescem lentamente mesmo quando cultivadas com maijor suprimento
nutricional. Em situagSes de maior fertilidade, espécies do Tipo I acumula os nutrientes que
podern ser utilizados quando as condi¢es nutricionais forem limitantes (“luxury consuption™).
Para especies do Tipo II, a taxa de crescimento ¢ sensivelmente reduzida em periodos de
limitada oferta de nutrientes e sintomas visuais de deficiéncia podem ser observadas. Essas
plantas respondem rapidamente ao maior suprimento de nutrientes, aumentando a taxa de
crescimento, especialmente a da parte aérea. No caso de V. herbacea, apesar de ter sido
visualizada a clorose nas folhas basais em plantas sob restricio do nitrogénio, os valores de
TCR e TAL foram muito baixos, mesmo em plantas que receberam maior concentracéio de
nitrogénio, ¢ que permitiu classifica-la como espécie de crescimento lento ou Tipo L

Em geral, a TAL ndo tem correlagio com a TCR em dicotiledoneas, mas sim nas
monocotileddneas (Lambers et al., 1998). No entanto, em V. herbacea, essa correlagio foi
significativa (* = 0,973, P = 5%), mostrando que a TAL, junto com a area foliar, sdo as
principais variaveis determinantes da TCR (Lambers & Poorter, 1992). A TAL estd
relacionada ao balango do carbono ganho na fotossintese ¢ do consumido por toda a planta na
respirago (Lambers e al., 1998) e, portanto, as variagdes na TAL observada em V. herbacea,
em ambos os tratamentos, sdo reflexos das alteragdes na fotossintese e/ou na respiragio.
Contudo, parece que V. herbacea, bem como outras espécies de crescimento lento, emprega
relativamente mais carbono na respiracdo, principalmente para o crescimento de raizes
(Chapin, 1980, 1988).

A queda da TAL observada do outono até a primavera (180 ~ 270 dias, tabela 2) nos
dois tratamentos, também pode estar associada a redugfio da atividade fotossintética em junho,
quando a concentragdo de clorofila a caiu sensivelmente (fig. 4), € ao aumento da respiragio

no inicio do segundo ciclo de crescimento (setembro), quando o consumo das reservas de
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carbono dos rizéforos (fig. 2), requerido pela demanda do crescimento dos novos ramos
aéreos, foi relativamente mais intenso nas plantas que receberam maior suprimento de nitrato.

A maior TAL verificada no verfo do primeiro e do segundo ciclos de crescimento, em
plantas submetidas ao N-enriquecido, mostra que o saldo de carbono ganho na fotossintese em
relagiio ao consumido na respiragio foi maior do que o de plantas sob restri¢io de nitrato. Por
outro lado, no inicio da fase de rebrota, a TAL atingiu valores negativos, com destaque para
plantas que receberam N-enriquecido, indicando que no inicio do segundo ciclo de
crescimento as plantas consumiram mais e produziram menos. Com efeito, essa caracteristica
ja foi observada por Carvalho et al. (1997) em plantas de V. herbacea cultivadas em condigdes
naturais.

A baixa TCR verificada do outono até a primavera pode ser associada 4 menor TAL,
mas nfo a RAF, que foi maior em plantas sob N-limitado (tabela 3). Em suma, a limita¢3o do
crescimento sob restricio de nitrogénio foi decorrente da menor eficiéncia fotossintética
(TAL) e ndo da producdo de 4rea fotossintetizante em relagdio 2 massa total da planta (RAF).
Em junho, més que antecede a senescéncia dos 6rgdos aéreos, a RAF decresceu, sinalizando
alteracdes metabdlicas que iro se refletir nas taxas de crescimento ¢ na fenologia da planta.
Esse declinio pode ser devido as reducdes na AFE e na alocacio de biomassa em folhas,
componentes da RAF.

Por tratar-se de um componente morfo-anatdmico da RAF, a AFE se correlaciona
significativamente com essa razio e, por isso, é uma variavel fortemente associada com a TCR
(Lambers & Poorter, 1992), como observado em V. herbacea (tabela 3). As diferencas na
AFE, em resposta as concentragdes de nitrato, concordam com Hunt (1982) quando afirma
que a AFE é muito sensivel as mudancas ambientais. Essa medida é inversamente relacionada
4 constituicio da parede celular (MFE) e indicativa do escleromorfismo, do tamanho do

parénquima palicadico e do contetido de lignina (Lambers & Poorter, 1992; Lambers et al.,
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1998). Sob intensa deficiéneia de nitrogénio, as células sio menores e possuem parede celular
mais espessa, sintomas conhecidos como peinomorfismo ou esclerose por deficiéncia de
nitrogénio (Larcher, 2000). No entanto, a MFE foi maior em plantas de V. herbacea tratadas
com N-enriquecido. Isso pode ser atribuido ao maior contetdo de clorofila e de agticares
soliveis encontrados em folhas de V. herbacea sob esse tratamento e, presumivelmente, ao
aumento em espessura da camada do parénquima palicadico e ao contetido dos cloroplastos,
considerados os maiores componentes da massa do citoplasma das células do mesofilo
(Lambers et al., 1998).

Apesar das variagbes fenoldgicas que apresenta no decorrer do ano, V. herbacea
respondeu ao N-enriquecido com aumento de matéria seca, mimero de folhas e 4rea foliar,
elevando a taxa de crescimento relativo. A principal raziio para isso foi a maior taxa de
fotossintese liquida (TAL). Segundo Grime & Hunt (1975), valores de TCR inferiores a 0,150
g/g/d sao considerados baixos e as taxas mais elevadas, da ordem de 0,300 g/g/d, tem sido
encontradas em herbaceas. O valor méximo de TCR (23,6 mg/g/d) em V. herbacea confirma
sua caracteristica de espécie de crescimento lento ou Tipo I Os valores de RAF em V.
herbacea (1,5 a 4,8 cmz/g) encontram-se muito abaixo daqueles relatados para outras
herbaceas (75 a 280 cmz/g) conforme relatado por Lambers ef al. (1998) e devem ter
contribuido, tambem, para sua baixa taxa de crescimento. Baixa TCR ¢ considerada por Grime
& Hunt (1975) como uma estratégia de sobrevivéncia de plantas em ambientes menos férteis.
Essas plantas s30 menos passiveis de exaurir as reservas do ambiente, o que lhes possibilita,
quando sob maior suprimento de nutrientes, armazena-los ao invés de aproveitd-los para o
rapido crescimento, vindo a utilizd-los mais tarde quando as condi¢des nutricionais forem

deficitarias (Chapin, 1980).
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Carboidratos soluveis. Além de limitar o crescimento, a deficiéncia nutricional altera a
alocac#o de fotossintatos (Rufty et al., 1984; Bastow-Wilson, 1988). Nesse contexto, plantas
de V. herbacea sob N-limitado apresentaram maior contetido de frutanos em rizéforos nos
meses de junho e dezembro, quando as plantas se encontravam em estidio mais avangado do
crescimento (fig. 2). Améziane et al. (1997a) também mostraram que as maiores diferencas do
efeito do nitrato sobre os carboidratos de reserva ocorreram em plantas adultas de C. intybus
caracterizadas pela fase de maior acimulo de frutanos. Nessa fase do desenvolvimento, a
deficiéncia do nitrogénio reduziu a razio parte aérea:raiz, ¢ aumentou a proporcio de *C
translocado para as raizes tuberosas de C. intybus (Améziane ef al., 1995) e para tubérculos de
Solanum tuberosum (Oparka et al., 1987).

De acordo com a hipdtese de Miinch, o carregamento e o descarregamento do floema €
dependente do gradiente de turgor entre a fonte e o dreno (Farrar, 1996). Sendo assim, o
aumento no conteudo de fotossintatos em folhas (forca da fonte) exerceria o impulso
necessario para a exportacio dos carboidratos em direcfio 2o dreno. Ao invés disso, em plantas
de V. herbacea sob N-enriquecido, a for¢a da fonte nos meses de junho e de dezembro foi
maior do que no outro tratamento sem ser acompanhada de aumento na atividade metabdlica
do dreno, evidenciada pela menor concentracio de frutanos nos rizéforos (fig. 2). Embora a
taxa de exportagdo de fotossintatos possa ser controlada pela forca da fonte, o fluxo de massa
pode variar independente da forca da fonte (Améziane et al., 1995), sugerindo que o dreno
seja o fator intrinseco limitante no transporte de carbono no sistema fonte-dreno (Ho, 1988;
Marcelis 1996), € que o carregamento e o descarregamento do floema, em V. herbacea,
estariam mais relacionados ao dreno, e esse influenciado pelas condigBes nutricionais.

Considerando-se que a sintese de frutanos € dependente da acio conjunta das enzimas
SST e FFT, Améziane et al. (1997a, b) ressaltaram que a capacidade em atrair e acumular

fotossintatos em dreno esteja sob o controle das enzimas relacionadas i sintese de frutanos
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cujas atividades podem aumentar quando os niveis de nitrogénio sio baixos. Assim, um
aumento na atividade de SST e FFT também pode ter ocorrido em plantas de V. herbacea que
apresentaram maior concentrago de frutanos sob N-limitado, confirmando o conceito de que
o dreno € o fator limitante no fluxo de fotossintatos (Ho, 1988; Marcelis, 1996).

Alem dos fatores externos, o nivel endégeno de carboidratos pode também influir na
atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo de sacarose (Farrar, 1996). Nesse sentido,
concentracdes eclevadas de sacarose estimulam a sintese e a atividade da SST e FFT,
aumentando a capacidade do dreno em atrair e armazenar fotossintatos (Pollock & Cairns,
1991; Ameziane er al., 1997a; Van den Ende ef al., 1999). No entanto, comparando as duas
condi¢Bes nutricionais aplicadas em V. herbacea, a maior concentracio de frutanos encontrada
sob N-limitado (fig. 2) néo pode ser relacionada ao contetido de sacarose que foi menor nesse
tratamento (fig. 8). Os resultados sugerem que a maior sintese de frutanos sob deficiéncia de
nitrogénio poderia levar a rapida remog@o da sacarose do meio, assegurando, dessa maneira, o
gradiente de concentragdo de sacarose entre o floema e o dreno (Améziane ef al., 1995),
necessario para o descarregamento do floema.

O suprimento diferencial de nitrogénio alterou as fracbes de frutanos em V. herbacea
(fig.- 5). Resultado similar foi constatado em C. infybus (Van den Ende et al., 19993}, V.
herbacea (Teixeira et al., 1997) e Polymnia Sonchifolia (Tsukinhashi er al., 1991). Para essas
espécies, condigdes favoraveis ao crescimento levaram & diminuicio na proporcgo de frutanos
de cadeia longa, indicando que a degradagio dos fruto-polissacarideos ocorre para atender 2
demanda da parte aérea. Da mesma forma, Carvalho et al. (1998) notaram uma diminuico
nos fruto-polissacarideos de GP>8 em relagio aos fruto-oligofrutanos (GP 3-8) em plantas de
V. herbacea com dois anos de cultivo sob adubacfio mineral. Tais resultados confirmam a
hipétese de que fatores externos modificam a distribui¢io das classes moleculares de frutanos

(Pollock, 1986).
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O declinio no conteado de frutanos ocorrido em setembro (fig. 2) fo1 acompanhada de
aumento na concentragio de agticares redutores que foi maior em N-enriquecido (fig. 6). Essas
alteracdes indicam a ocorréncia de hidrélise de frutanos pela enzima frutano exohidrolase
(FEH) cuja atividade é estimulada por ocasiio da rebrota dos ramos aéreos (Asega &
Carvalho, 1999). O aumento dos acticares redutores, entretanto, ndo foi tdo acentuado quanto a
diminuigﬁq ocorrida no conteudo de frutanos, evidenciando a translocagiio dos aglcares
liberados para a parte aérea da planta na fase de brotag@o e floragio (Carvalho & Dietrich,
1993).

A forca do dreno aparente ¢ a atividade do dreno foram influenciadas pelas
concentracdes de nitrato em V. herbacea (fig. 7). A atividade do dreno mostrou-se um
componente determinante da forca do dreno aparente, em ambos os tratamentos. Um outro
fator associado 2 forca do dreno pode ser atribuido & particiio de biomassa para os rizéforos,
que foi maior sob N-enriquecido sustentando a afirmagdo de que a forga do dreno pode
aumentar em tratamentos que promovam ganho da massa seca do dreno (=tamanho do dreno,
conforme definido por Wardlaw, 1990). Portanto, em V. herbacea os resultados mostraram
que a forga do dreno aparente refletiu na biomassa seca, corroborando Marcelis (1996) ao
afirmar que quando a forga do dreno de um 6rglio é maior, sua taxa de crescimento sera maior,
resultando em aumento do tamanho do dreno.

Considerando-se que a for¢a do dreno mostra a capacidade do orglo de reserva em
importar e armazenar assimilados (Farrar, 1993), tem sido proposto que o tamanho do dreno
pode ser determinado pelo volume do vaciolo, tamanho da célula ¢ nimero de células (Ho,
1988). Esses paradmetros foram intimamente relacionados ao niimero, comprimento e didmetro
dos tubérculos de H. fuberosus (Schubert & Feuerle, 1997). Logo, a divisdo celular e a

expansio celular sdo eventos que caracterizam a capacidade de sintese de frutanos em células
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de orgdo-dreno. No entanto, sob N-enriquecido, a forca do dreno aparente em plantas de V.
herbacea foi maior, mas a concentragiio de frutanos foi menor.

Para explicar esse comportamento, tem sido demonstrado que a restrigio de nitrogénio
pode reduzir a fonte de auxinas da parte aérea para os orgfios de armazenamento (Sachs, 1993;
Cline, 1994), e que baixas concentragdes desse horménio diminuem o volume do vactiolo, a
expansdo celular e a taxa de crescimento, conforme descrito para os tubérculos de batata
(Marschner et al., 1984). Contudo, embora o maior suprimento do nitrogénio possa ter elevado
o nivel endogeno de auxina, promotora da divisdo e expansiio celular, eventos relacionados
capacidade do dreno (Schubert & Feuerle, 1997), o que se verificou foi uma menor
concentraglo de frutanos em V. kerbacea sob N-enriquecido. Ou seja, se por um lado o N-
enriquecido, possa ter elevado a capacidade do dreno (divisdo e expansio celular) ¢ a forga do
dreno aparente em V. herbacea, por outro lado, essa condigdo favoravel ao crescimento pode
ter restringido a atividade da SST e FFT, resultando numa menor concentracio de frutanos.

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que, embora o maior
suprimento de nitrogénio tenha estimulado o crescimento de érgdos aéreos e rizéforos, a
eficiéncia fotossintética e a forca do dreno aparente em V. herbacea, este tratamento levou ao
menor acumulo de frutanos, confirmando o conceito de que condicdes favoraveis ao
crescimento levam a reducdo da concentragio de frutanos (Pollock, 1986). Os resultados
sugerem ainda que, a atividade da SST e da FFT, enzimas relacionadas na sintese de frutanos,
possa ser estimulada quando os niveis de nitrogénio sio baixos, especialmente em plantas de
idade mais avan¢adas caracterizadas pela fase de maior estocagem de frutanos. Sob essa
deficiéncia nutricional, V. herbacea acumulou, preferencialmente, mais fruto-polissacarideos

em relagdio aos fruto-oligossacarideos, independente da forca da fonte.
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Figura 1. Efeito de nitrato na particdo de biomassa seca e na relagdo parte aérea e 0rgdos
subterraneos em plantas de V. herbacea. Tratamentos: 1,3 mmol/L (O), 10,7 mmol/L (®) de
N-NOs". Diferengas significativas entre os tratamentos ao nivel de *P = 5%, **P = 1%. A

época de senescéncia dos orgdos aéreos ¢ indicada pela seta.
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Figura 2. Efeito de nitrato na concentragio dos carboidratos sokiveis em rizéforos, caule e
folhas de V. herbacea. Tratamentos: 1,3 mmol/L (A frutose total: O agucares totais), 10,7

mmol/L. (A frutose total; @agicares totais) de N-NOs Diferencas significativas entre os
tratamentos ao nivel de *P = 5%, **P = 1%,
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Figura 3. Efeito de nitrato na alocagdo de massa seca em rizoforo, folha, caule e raiz em

plantas de V. herbacea aos 360 dias de cultivo. Tratamentos: 1,3 mmol/L (), 10,7 mmol/L
(W) de N-NOs".
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Tabela 1. Efeito de nitrato no crescimento e na floragio em plantas de V. herbacea tratadas
com N-limitado (N-NO;™ 1,3 mmol/L) e N-enriquecido (N-NO;™ 10,7 mmol/L). Diferencas

significativas entre os tratamentos ao nivel de *P = 5%, **P = 1%,

Tempo N-NO3" 1,3 mmo/L N-NO;™ 10,7 mmol/L
Dias) Altura  Floragio No. Area Faliar {cm®) No. Altra Floragio No.  Area Foliar {em®
Ramos {crm) (%) Folhas Planta Folha Ramos  {cm) (%) Folhas Planta  Folha
0 {Dez) 1 13,4 0 5,3 0,78 0,14 1 13,4 0 53 0,78 ¢14
96 (Mar) 1 *13,5 0 *6,8 **6,38 *0,93 1 19,8 0 11,0 14,88 1,35
180 (Jun) A S ] 0 *10,8 **1083 *1,60 i 26,3 G 14,6 21,25 145
270 (Set) 15 21,3 0 *3 *10,1 **1,26 23 18,3 50 120 7.39 0,62
360 (Dez) *=*1,4 *27.5 Q  *¥]1 323 *2,03 4 32,8 0 47,6 60,86 1,27
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Figura 4. Efeito de nitrato na concentracdo de clorofila a, b, total e na razio clorofila a:b em
folhas de plantas de V. herbacea. Tratamentos: 1,3 mmol/L (0), 10,7 mmol/L () de N-NO;y".

Diferencas significativas entre os tratamentos ao nivel de *P = 5%, **P = 1%.
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Tabela 2. Efeito de nitrato na taxa de crescimento relativo (TCR) e na taxa assimilatéria
liquida (TAL) em plantas de V. herbacea tratadas com N-limitado (N-NO;™ 1,3 mmol/L) ¢ N-

enriquecido (N-NOs" 10,7 mmol/L). Diferengas significativas entre os tratamentos a0 nivel de
*P = 5%, ¥*P = 1%.

B N-NO, 1,3 mmol/L N-NO;™ 10,7 mmol/L
Periodo
i TCR TAL TF TCR TAL TF
(Dias) g/g/d giemd  mgCO%cm*h gg/d  gem¥d mgCO¥em*h

0-90 (verdo) *0,013  *0,0038 0,6 0,024 0,0073 1,0
90-180 (outono) 0,011 0,0028 0,5 0,011  0,0035 0,6
180-270 (inv/pnim)  *0,005  *0,0002 *0,03 -0,007  -0,0036 -0,04
270-360 (prim/ver) 0,010  0,0031 0,4 0,013  0,0047 0,7
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Tabela 3. Efeito de nitrato na razéo de area foliar (RAF), area foliar especifica (AFE) e massa
foliar especifica (MFE) em plantas de V. herbacea tratadas com N-limitado (N-NOs™ 1,3
mmol/L) e N-enriquecido (N-NO; 10,7 mmoVL). Diferencas significativas entre os

tratamentos ao nivel de *P = 5%, **P = 1%.

Tempo N-NO;3 1,3 mmol/L N-NOs 10,7 mmol/L
Dias RAF AFE MFE RAF AFE MFE
em’/g  cm’/lg  glom’ em¥/g  cmig  glem®
0 (Dez) 1,84 124 0,080 1,84 124 0,080
90 (Mar) 4,79 14,1 0,072 4,17 12,4 0,079
180 (Jun) 3,14 12,4 *0,075 2,31 10,6 0,102
270 (Set) *2,92  *15,1 *0,061 1,51 11,0 0,090
360 (Dez) *2,87 12,2 0,084 3,87 10,3 0,096
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Figura 5. Efeito de nitrato na concentragio de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos
em rizéforos de V. herbacea apés 360 dias de cultivo. Tratamentos: 1,3 mmol/L (o), 10,7
mmol/L (w) de N-NOs". As letras comparam as médias entre os tratamentos em cada fracdo de
frutanos (P = 5%).
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Figura 9. Anilise por cromatografia de troca anidnica de alta resolucio dos extratos de
aglcares totais soluveis de rizéforos, caule e folhas de plantas de Vernonia herbacea apds 360
dias de cultivo em duas concentragGes de nitrato. G = glicose, F = frutose, S = sacarose, 1-C =

1-cestose; Nis = nistose. Os niimeros 5 e 6 referem-se a fruto-oligossacarideos de grau de
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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de investigar o comportamento de
V. herbacea a restricBo de nitrogénio. Para tanto, foi avaliado o efeito da maior
disponibilidade de nitrogénio (N-NQs™ 10,7 mmol/L) seguido de sua redugio (N-NOs 1.3
mmol/L) no crescimento e no contetido de carboidratos e proteinas soluveis de V. herbacea.
Apés doze meses de cultivo em solugio N-enriquecido (N-NOj™ 10,7 mmol/L) composta de
Ca(NO;s)2.4H>0 2,5 mmol/L, KNO; 2,3 mmol/L, KH;P040,52 mmol/L, Mg(NO;);.6H,0 1,7
mmol/L e Na;SO4 1,3 mmol/L., metade das plantas continuou a receber solucdo com 10,7
mmol/L. de N-NOj™ (controle; N-enriquecido), e a outra metade passou a ser tratada com N-
limitado (1,3 mmol/L de N-NOy5) contendo KNO;1,3 mmol/L, KH;PO, 5,2 mmol/L, KC1 0,9
mmol/L, CaClz.2H;0 2,17 mmol/L. e MgS0,4.7H,0 1,5 mmol/L. As analises foram realizadas
aos 0, 30, 60, 90 e 180 dias, utilizando-se seis plantas por tratamento. Os resultados mostraram
que o estresse de nitrogénio provocou um rapido incremento na biomassa da parte aérea em
fungio da emissdo de novos ramos e folhas 30 dias apés o inicio do tratamento. Esse efeito
ocorreu simultaneamente a diminui¢do (33%) das reservas de frutanos dos rizdforos. Na fase
de maior acimulo de frutanos (90 e 180 dias) a concentragio desses compostos em plantas sob
N-limitado foi maior em relagfio ao controle, confirmando a existéncia da relacdo inversa entre
o contetido de frutanos e a disponibilidade de nitrogénio. O conteudo foliar de proteinas totais
soluveis diminuiu, gradativamente, 4 medida que se aproximou a fase de senescéncia e, de
forma mais acentuada, nas plantas sob estresse nutricional. Esses resultados sugerem maior
mobilizacdo de nitrogénio orginico para os riz6foros onde ocorreu, simultaneamente, aumento
no conteudo de proteinas e actmulo de frutanos. Aos 30 dias, a menor fotossintese e

condutdncia estomatica em plantas sob estresse nutricional foi relacionada ao maior contetido
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de sacarose ¢ menor de proteinas soliiveis sustentando a hipétese de que a fotossintese ¢

regulada pelo contetdo dos carboidratos soliveis.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the behavior of ¥. herbacea in response
to nitrogen restriction. The effect of a higher nitrogen availability (10.7 mmol/L. N-NOy)
followed by a period of nitrogen restriction (1.3 mmol/L. N-NOs") on plant growth and on
soluble carbohydrate and protein contents was analysed. Plants were cultivated during one
year, receiving N-enriched (10.7 mmolL N-NOs) nutrient solution consisting of
Ca(NO;),.4H,0 2.5 mmol/L, KNO; 2.3 mmol/L, KH,P040.52 mmol/L, Mg(NO;),. 6H,0 1.7
mmol/L and Na;S04 1.3 mmol/L. After this period half of the plants continued to receive the
same solution (N-enriched, control plants) while the second half received a N-limited solution
(1.3 mmol/L N-NGy) consisting of KNO; 1.3 mmol/L, KH,PO4 5.2 mmol/L, KCI 0.9 mmol/L,
CaClz.2H;0 2.17 mmol/L and MgS04.7H,0 1.5 mmol/L. Samplings were made on days 0, 30,
60, 90 and 180, using 6 plants per treatment. N-limited treatment caused a rapid increase in the
biomass of the aerial organs due to bud sprouting and growth of new shoots and leaves 30
days after the transfer of plants. At the same time there was a 33% decrease of fructan contents
in the rhizophores. Between 90 and 180 days, fructan accumulation occurred more intensively,
when compared to plants growing under N-enriched solution. This result substantiates the
existence of an inverse relationship between fructan content and nitrogen supply. Total soluble
leaf protein decreased slowly close to the senescence phase and this decrease was more
intense in plants under nutritional stress. These results suggest the occurrence of mobilization
of organic nitrogen towards the rhizophores, reflected by the increase in protein and fructans.
Photosynthesis was reduced at day 30 in plants cultivated in both nitrate solutions and this
reduction could be related to an increase of leaf carbohydrate concentration. This fact points to

the hypothesis that photosynthesis is regulated by soluble carbohydrate content.
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INTRODUCAQO

O estresse em plantas € definido como qualquer condigiio desfavoravel que afeta ou
reduz o metabolismo, o crescimento ou o desenvolvimento vegetal, podendo ser induzido por
variagdes maturais ou agdes antropogénicas (Lichtenthaler, 1996). A deficiéncia hidrica e
nutricional, elevada salinidade e temperaturas extremas sfo alguns dos estressores mais
abordados em estudos de ecofisiologia vegetal (Lambers er al., 1998).

Depois da disponibilidade da 4gua, o estado nutricional do solo é o fator de maior
impacto no metabolismo e desenvolvimento vegetal (Marschner, 1995; Lambers et al., 1998;
Larcher, 2000). O déficit nutricional, em especial o do nitrogénio, desencadeia um complexo
de respostas que se manifestam na razio parte aérea:parte subterrinea e no metabolismo em
folhas e em orglos de reserva. Diminui¢io da divisio e expansio celular, producio de folhas e
taxa de fotossintese sdo outros efeitos mais evidentes em resposta & deficiéncia de nitrogénio
(Chapin, 1980; Chapin ef al., 1988). Em algumas espécies das familias Asteraceae e Poaceae,
a restricio do nitrogénio elevou o contetido de carboidratos soldveis do tipo frutanos (Farrar,
1993; Améziane ef al., 1995, 1997a; Wang & Tilberg, 1996; Van den Ende ef al., 1999).

Os trabalhos mais recentes sobre a deficiéncia nutricional em ecossistema de cerrado
salientam os aspectos de baixa disponibilidade de nutrientes no solo e sua relagio com a
parti¢@o de carbono e o escleromorfismo. Paulilo & Felippe (1995) e Sassaki & Felippe (1998)
alegaram que a vegetacdo de cerrado acumula maior teor de carboidratos em detrimento de
proteinas devido a baixa disponibilidade de nutrientes no solo. Essa elevada razio C:N em
folhas € apontada como causa da esclerofilia de plantas nativas sob deficiéncia de nutrientes
minerais (Chapin, 1980; Chapin et al., 1988), como diagnosticado no bioma cerrado cuja

vegetaglo € predominantemente esclerofila (Felippe & Dale, 1990).
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Para compensar o efeito deletério ao estresse, as plantas recorrem a diversos
mecanismos 0s quais operam sob diferentes escalas de tempo dependendo da natureza do
estresse € do processo fisioldgico afetado (Lambers ef al., 1998).

Uma seqii€ncia de fases caracteristicas ocorre na planta em resposta a agfo prolongada
de um estimulo estressor. Na fase de alarme, manifestada no inicio do estresse, ocorre reducio
generalizada das fungles que mantém as atividades vitais, onde o catabolismo predomina em
relagio ao anabolismo. Se a intensidade do estimulo externo for continua, a restituicdo do
processo fisioldgico (fase de resisténcia) serd rapidamente iniciada em poucos dias. Esse
ajustamento morfologico e fisiolégico compensa os danos causados na fase de alarme, € pode
permanecer elevado por algum tempo apds o distlirbio ter ocorrido (Lichtenthaler, 1996;
Lamnbers et al., 1998; Larcher, 2000). Caso a planta continue exposta ao estresse agudo ou
crbnico, ocorrerdo injurias irreversiveis (fase de exaustdo).

Essas reagdes frente ao estresse sdo extensamente documentadas em plantas cultivadas,
porém sdio escassas as informacgBes sobre as estratégias adaptativas de espécies nativas de
cerrado em relagio a deficiéncia nutricional (Haridasan er al., 1997).

O solo de cerrado € deficiente em nutrientes cuja disponibilidade tende a diminuir nos
meses frios do ano, quando a precipitagdo e a temperatura diminuem. Em virtude das
condigdes desfavoraveis ao crescimento, a vegetacdo de cerrado apresenta crescimento
reduzido, maior alocagdo de biomassa para os érgdos subterrneos (Felippe & Dale, 1990) ¢
baixa capacidade fotossintética (Prado & Moraes, 1997). Além dessas particularidades,
algumas espécies acumulam elevados teores de carboidratos n3o-estruturais do tipo frutanos
(Figueiredo-Ribeiro ef al., 1986, 1991; Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro, 1993).

Frutanos sdo oligo- e polissacarideos soltveis armazenados nos vaciolos quando o
produto da fotossintese excede a demanda da planta (Pollock & Caims, 1991). Esses

polimeros de frutose estartam relacionados a tolerancia a deficiéneia hidrica, baixa
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temperatura e deficiéncia nutricional (Vijn & Smeekens, 1999). O longo periodo de exposicio
a lmitagdo do nitrogénio estimula o actimulo de frutanos (Pollock, 1986). As espécies
acumuladoras dessa classe de carboidratos pertencem, especialmente, as familias Asteraceae e
Poaceae, principalmente de regides temperadas, como anteriormente mencionado.

Vernonia herbacea € uma Asteraceae de cerrado, que acumula frutanos do tipo inulina
(Figueiredo-Ribeiro e al., 1986; Carvalho & Dietrich, 1993) em seus orgfios subterrineos
denominados rizéforos. No inverno, quando as partes aéreas das plantas de V. herbacea
senescem, o conteudo de inulina nos rizéforos alcanca elevados valores, chegando a
representar 80% de sua massa seca (Carvalho & Dietrich, 1993).

Em estudos de ecofisiologia, o efeito do estresse em uma determinada situagio,
somente pode ser determinado tendo como referéncia o comportamento da planta em
condigdes ideais de crescimento (Larcher, 2000). A abordagem de um fator especifico de
estresse e os mecanismos de respostas correspondentes sio de importincia especial para o
estudo da ecofisiologia de espécies herbiceas de cerrado. Resultados anteriores obtidos com V.
herbacea (Capitulo 2), mostraram que a concentragio ideal de nitrogénio para o crescimento
dessa especie € de N-NO;™ 10,7 mmol/L e a condi¢io sub-6tima, de N-NO;™ 1,3 mmol/L o que
satisfaz o critério de estabelecimento de uma determinada condigio ambiental para o estudo de
um fator especifico de estresse.

Visto que ocorréncia de estiagem no outono e inverno em areas de cerrado ¢ fator
limitante na disponibilidade de nutrientes e do crescimento vegetal, o presente trabalho foi
desenvolvido com o propésito de investigar o comportamento de V. herbacea em resposta a
restri¢do de nitrogénio. Para tanto, foi avaliado o efeito da maior disponibilidade de nitrogénio
seguido de sua subseqiiente redugdio nas respostas de crescimento e no metabolismo em

plantas dessa espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e condicdes de crescimento - Plantas de Vernonia herbacea (Vell) Rusby
foram cultivadas, individualmente, em vasos com areia lavada, em casa de vegetagio, onde
receberam, semanalmente, 100 ml da solugdo nutntiva de N-enriquecido (10,7 mmol/L de
N-NO;") composta de Ca(NOQ;AHzO 2,5 mmol/L, KNO3 2,3 mmol/L, KH,PO, 0,52 mmol/L,
Mg(NO1);.6H0 1,7 mmol/L e Na,SO4 1,3 mmol/L. suplementada com os sais de
micronutrientes da solu¢io de Hoagland & Arnon (1938); o pH foi ajustado para 5,5-6,0 com
KOH IN.

Ap6s doze meses de cultivo, um lote de plantas continuou a receber a mesma solugfo
(controle; N-enriquecido), e outro lote passou a ser tratado com solugiio contendo 1,3 mmol'L
de N-NO;" (N-limitado) composta por 1,3 mmol/L de N-NO3") contendo KNO; 1,3 mmol/L,
KH;PQ, 5,2 mmoV/L, KC1 0,9 mmol/L, CaCl;.2H,0 2,17 mmol/L e MgS04.7H,0 1,5 mmol/L.
Para evitar a salinizag3o e a dessecagdo, as plantas foram irrigadas, abundantemente, com agua
destilada no dia anterior a aplica¢io da solugo. As plantas foram submetidas as condigdes de
luz, temperatura e fotoperiodo natural em casa de vegetacio onde a média da temperatura
minima e maxima anual foi de 18°C e 29°C, respectivamente. O experimento foi iniciado em
dezembro de 2000 e concluido em junho de 2001. O delineamento experimental adotado foi o

inteiramente casualizado com 6 repeticdes e 2 tratamentos.

Andlise de crescimento - As analises de crescimento foram realizadas aos 0, 30, 60, 90 € 180
dias apds a instalagdo do experimento, utilizando-se seis plantas por tratamento. Os
pardmetros de crescimento utilizados foram: altura do maior ramo de cada planta, massa de
matéria fresca e seca dos Orgdos aéreos e subterraneos, niimero de folhas e area foliar unitaria

e total da planta. A massa seca foi determinada apés a secagem do material em estufa a 60°C
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ate obter massa constante. A 4rea foliar foi calculada através do programa “Area Leaf &

Analysis” da Skye Instruments Ltd. (1993).

Extragdo dos carboidratos soliveis - Amostras de 2 g de rizéforos e 1 g de folha foram
submetidas a extrag8o de oligo- e polissacarideos soliiveis, seguindo-se o método descrito por
Pollock & Jones (1979) e adaptado por Carvalho et al. (1998). Para padronizacdo das
amostras, foram utilizados fragmentos de rizéforos da regifio mediana das ramificacdes e fotha
apical completamente expandida (Capitulo 2). As amostras foram fervidas por 5 minutos para
desnaturagdo enzimatica e o material foi macerado em almofariz, aquecido em banho-maria a
80°C por 15 minutos e centrifugado a 1000 g por 10 minutos. O residuo foi re-extraido mais
duas vezes como descrito anteriormente ¢ entfio submetido duas vezes a extraciio aquosa por
30 minutos a 60°C, homogenizados e filtrados & vacuo, em tecido algoddo. Os sobrenadantes
da fracio etandlica ¢ aquosa foram reunidos, constituindo o extrato de carboidratos totais
soliiveis, o qual foi concentrado em rotoevaporador, a 40°C. Os extratos concentrados foram

armazenados a —20°C para posterior anélise quantitativa e qualitativa.
q

Andlise dos carboidratos — A frutose total foi estimada pela reacio de antrona, modificada
especialmente para cetoses (Jermyn, 1956) usando frutose (Sigma) como padriio. As
determinagbes foram feitas em duplicata e as leituras a 620nm em espectrofotdmetro
(Coleman). Glicose, frutose livre e sacarose do extrato total de folha e rizéforos foram
quantificados por cromatografia liquida de alta resolucio (HPAEC/PAD) onde as 4reas dos
picos foram comparadas com padrdes externos.

Apbs a deioniza¢io em resina catibnica (Dowex-50W; Na”) e anidnica (Dowex-1, Ch)
segundo Carvalho & Dietrich (1993), os carboidratos soliveis neutros foram analisados em

coluna de troca anibnica 4x250 mm CarboPac PA-1 usando o cromatégrafo de fons Dionex
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DX-300 acoplado a um detector amperométrico pulsado (HPAEC/PAD). O gradiente foi
estabelecido de acordo com Shiomi (1993). O eluente A (NaOH 150 mM) e o eluente B
(acetato de s6dio500 mM em NaOH 150 mM) foram combinados da seguinte forma: 0-2 min,
25 mM; 2-8 min, 25 a 150 mM; 8-28 min, 150 a 500 mM e 28 —30 min, 25 mM. O fluxo
através da coluna foi de 1,0 cm’/min. Os potenciais aplicados ao T1(480 ms), T2 (120 ms) e

T3 (60 ms) foram de +0,05, +0,60 e —0,60 V, respectivamente.

Proteinas totais soliveis — Amostras de 1g de matéria fresca de rizoforos da regido mediana
das ramificagdes e de folha apical completamente expandida foram maceradas em almofariz,
sob baixa temperatura, em NaCl 0,5 M adicionado em solugdo tamp#o de acetato de sédio 50
mM e pH 5,0 conforme Silva (2000). Apds 30 minutos em repouso, o macerado foi filtrado
centrifugado a 12.000 g por 20 minutos. O contetido de proteina do sobrenadante foi analisado
pelo método de Bradford (1976) a 592 nm em espectrofotometro (UV-160A/Schimadzu)

usando-se albumina do soro bovino (BSA) como padrio (1ug/ul).

Medidas de fotossintese - Medidas de fotossintese liquida, condutincia estomatica,
transpiragdc e concentragio interna de CO foram feitas na primeira folha apical
completamente expandida. As medidas foram tomadas no horario das 9:00 as 11:00 quando o
aparato fotossintético desta espécie alcanga maxima atividade, conforme avaliagdo preliminar.
As analises foram realizadas em sistema fechado, com analisador de gases infravermelho
portatil (IRGA), modelo LI-6400 (LI-COR, Inc.) equipado com camara de luz (LI-6400-02B)
fixando a radiagdo em 500 umol/m®/s, temperatura da folha em 25°C e concentragdo de CO;

natural, em casa de vegetagdo.
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Andlise estatistica — Os Dados obtidos foram analisados por ANOVA e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 1% e 5% no programa Sanest (Zonta et al., 1984).
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RESULTADOS

Em ambos os tratamentos de NOyj', as plantas cresceram em altura até o final do verdo
(90 dias), vindo a perder os orgdos aéreos, por senescéncia, no final do outono (180 dias) {fig.
1). A deficiéncia de nitrogénio proporcionou maior incremento no ntimero de ramos (fig. 1),
mumero de folhas e area foliar total (fig. 2) 30 dias apés o inicio do tratamento. No entanto,
logo apds a esse periodo, as plantas apresentaram decréscimo nas medidas foliares, mantendo
valores bem abaixo do controle até o final do verfio (margo).

Esses resultados refletiram na particio de massa seca da parte aérea (fig. 3),
apresentando comportamento andlogo as medidas foliares, com rapido mncremento de massa
seca da parte aérea aos 30 dias, seguido de posterior declinio de sua biomassa. Mais uma vez,
os valores de massa seca da parte aérea aos 60 e 90 dias foram menores em relagio ao
controle.

Quanto aos rizoforos, observou-se uma pequena diminuicio na massa seca 30 dias
ap6s o inicio do tratamento de restricdo do nitrogénio (fig. 3); em seguida, a massa seca
passou a apresentar valores semelhantes ao inicial (6,1 g) até 180 dias. Nessa mesma ocasido,
a massa dos rizéforos das plantas em N-enriquecido dobrou em relagdo & massa inicial. A
massa foliar especifica (fig. 2) ficou em torno de 90 mg/cm, sem apresentar diferencas
significativas entre as duas condigdes nutricionais. Em fungdo do répido crescimento
vegetativo observado aos 30 dias apés a transferéncia das plantas da condigfo étima para sub-
otima de nitrogénio, a TCR média nessas plantas (10 mg/g/d) dobrou em comparagiio ac
controle.

A concentrag@o de frutose total dos rizoéforos foi 30% menor em relag8o ao inicial aos
30 dias em plantas sob N-limitado (fig. 4), aumentando durante o ver3o atingindo valor

maximo aos 180 dias (final do outono) quando chegou a representar 80% da massa seca dos
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rizoforos. Nas plantas controle, esse valor foi de cerca de 60%, na mesma época. De maneira
geral, a concentragio de frutanos no controle nfo variou até aos 90 dias de cultivo, vindo a
apresentar pequeno aumento no més de junho. Apesar de N-limitado ter promovido aumento
da concentragdo de frutanos aos 180 dias, a produgio de frutanos por planta foi sempre maior
no N-enriquecido, alcangando a marca de 8 g, enquanto nas plantas transferidas para N-
limitado esse valor ficou em torno de 5 g (fig. 4).

As anélises de glicose, frutose e sacarose em folhas e em rizéforos das plantas controle
¢ daquelas que foram transferidas para baixa disponibilidade de mitrogénio podem ser
verificadas na fig. 5. Em relag@o as folhas, a concentragiio dos carboidratos soltiveis foi menor
que nos rizéforos em todas as fases de crescimento, principalmente nas plantas cultivadas em
N-limitado. Os resultados mostraram também, que nfo houve diferencas significativas no
conteldo das hexoses ¢ da sacarose foliares entre N-limitado e N-enriquecido.

Nos rizoforos, houve aumento na concentragio de glicose e principalmente da frutose
aos 30 dias, em especial nas plantas transferidas para restricio de nitrogénio, declinando em
seguida (fig. 5). Aos 90 ¢ 180 dias, a concentragfo de glicose volta a aumentar, chegando ao
valor maximo de 20 mg/g MMS em plantas sob N-limitado; enquanto a frutose continuou a
diminuir at¢ os 180 dias. Quanto & sacarose, verificou-se uma diminuigéio progressiva, em
ambas as concentragdes de nitrato, e um pequeno aumento aos 180 dias em plantas sob
deficiéncia de nitrogénio.

As hexoses e a sacarose das folhas aumentaram aos 30 dias, em ambas as condigBes
nutricionais, vindo a decrescer logo em seguida ¢ mantendo valores baixos até a completa
senescéncia da parte acrea, aos 180 dias (fig. 5).

Variagbes no conteudo de proteinas ocorreram em fun¢do do tratamento (fig. 6). O
conteido de proteinas totais soliveis declinou nas folhas, em ambas condi¢des nutricionais

ainda na fase vegetativa (Janeiro), diminuindo, gradativamente, 3 medida que se aproximava a
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fase de senescéncia, onde a redug@o no contetido de proteinas foi maior. Em comparacgio ao
controle, o declinio das proteinas foliares foi mais acentuado em plantas sob estresse
nutricional, sendo estimado um valor de 25% menor em relagiio ao controle. Com relagdo aos
rizoforos, o conteudo de proteinas totais diminuiu aos 30 dias, sendo maior no tratamento
controle ¢ mantendo-se depois estavel até os 90 dias. Aos 180 dias, maior teor de proteinas
totais foi observado nas plantas do controle. Apesar dessas diferencas entre as condigdes
nutricionais, o contelido de proteinas totais soliveis em folha de V. herbacea correspondeu a
cerca de 1,73% de sua massa seca ¢ 0,75% da massa seca de rizoforos, mostrando que,
independente da disponibilidade de nitrato, o conteido de proteina nas folhas é maior do que
em rizoforos.

Os resultados da analise de fotossintese em resposta as concentra¢des de NO;™ sdo
apresentados na fig. 7. VariagBes sazonais podem ser observadas nas diferentes fases de
crescimento € épocas do ano. As taxas de fotossintese, conduténcia estomatica, transpiragio e
concentragido interna de CQO, declinaram aos 30 dias nos dois tratamentos, apresentando
aumento aos 60 dias, e posterior reducéio aos 90 dias. Diferencas significativas ocorreram aos
60 dias, com maiores taxas de fotossintese, condutincia e transpiragio em plantas sob N-
-enriquecido, e maior concentragdo interna de CO, em N-limitado. Uma correlagio positiva
entre fotossintese e condutancia (r* = 0,657) e fotossintese e transpiracdo (* = 0,843) foram

constatadas.
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DISCUSSAO

Andlise de crescimento - O estresse de nitrogénio provocou um ripido incremento na
biomassa da parte aérea em fun¢fio da emiss@o de novos ramos e fothas (fig:s 1, 2 e 3), 30 dias
ap6s o inicio do tratamento. A antecipagdio de processos de crescimento que garantem a
sobrevivéncia da planta ¢ comum em certas espécies quando passam por deficiéncia
nutricional (Lambers ef al., 1998; Lichtenthaler, 1996; Larcher, 2000). Embora ha referéncias
de que o estresse ambiental causado por déficit hidrico e nuiricional estimule a floracio
prematura (Marschner, 1995; Larcher, 2000), isso nfio ocorreu em V. herbacea quando
submetidas ao estresse nutricional. Entretanto, vale ressaltar, que nessa espécie a reprodugio
vegetativa por meio de rizéforos predomina em relagéio & reprodugiio sexuada (Carvalho ef al.,
1997; Sassaki et al., 1999).

O pequeno aumento de crescimento pela emissdo de ramos e novas folhas observado
nas plantas transferidas para N-limitado é caracteristico da fase que antecede a floracfio em V.
herbacea (Carvalho & Dietrich, 1993). Estes resultados sugerem que o estresse nutricional
possa ser considerado um fator promotor da brotagio dos rizéforos. O aumento no crescimento
da parte aérea 30 dias apds a transferéncia das plantas para N-limitado refletiu também na
TCR que foi de 11,8 mg/g/d contra 2,3 mg/g/d em N-enriquecido.

Levando-se em conta as fases definidas por Lichtenthaler (1996), Lambers et al. {1998)
e Larcher (2000) em plantas sob estresse ambiental, pode-se sugerir que esse ajuste no
crescimento caracteriza-se como a fase de resisténeia, e configura-se como uma estratégia para
garantir a sobrevivéncia e compensar os possiveis danos causados na fase de alarme em
decorréncia da restri¢do nutricional. Porém, o sucesso da restituigio dos processos fisioldgicos
em V. herbacea foi parcial, uma vez que o ciclo de vida nfo foi completado antes de serem

manifestados os sintomas de deficiéncia nutricional.
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De acordo com Chapin (1980, 1988), em situacio de maior fertilidade, espécies nativas
de crescimento lento acumulam os nutrientes nos vacuolos, podendo vir a utilizd-los mais
tarde quando as condi¢des nutricionais forem limitantes (“luxury consuption”™). Nesse caso,
deveria ocorrer uma reducéo na massa foliar especifica nas plantas de V. herbacea submetidas
a deficiéncia de nitrogénio. Porém, a MFE das plantas sob N-limitado n3o sofreu alteracio
quando comparada ao controle. Isto sugere que se os nutrientes tenham participacio
inexpressiva na massa celular foliar de V. herbacea.

O rapido crescimento da parte aérea na fase de resisténcia (30 dias) em plantas sob
déficit nutricional, ocorreu em detrimento das reservas de frutanos dos rizoforos. De fato,
ocorreu uma diminui¢io de 13% na massa desses orgios e de 33% na concentragio de
frutanos (fig. 4). E bem conhecido que os carboidratos em 6rgios de reserva sio requisitados
para atender a parte aérea nas fases de maior demanda (Chapin et al., 1990), como ocorre em
V. herbacea quando os frutanos sdo mobilizados na fase de rebrota e de floragio (Carvalho &
Dietrich, 1993). Essa diminui¢fo no contetido de frutanos indica a ocorréncia de hidrdlise
desses carboidratos pela enzima frutano exohidrolase (FEH) cuja atividade é estimulada por
ocasifo da rebrota dos ramos aéreos (Asega & Carvalho, 1999).

As variagdes sazonals na massa de rizéforos refletiram na producio de frutanos por
planta que foi crescente nos dois regimes nutricionais, porém, significativamente maior em N-
enriquecido cuja producHo final foi cerca de 8 g de frutanos por planta. Trabalhando em
condicdes de campo, Carvalho et al. (1998) mostraram que resultado semelhante foi obtido sé

apos 2 anos de cultivo aplicando-se fertilizagio mineral.

Metabolismo de carboidratos e proteinas soliiveis - O aumento expressivo no contetido das
hexoses, e diminuigdo da sacarose nos rizoforos, na fase de resisténcia, em plantas sob

deficiéncia de nitrogénio (fig. 5), pode ser resultante da maior atividade de invertase (Paul &
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Stitt, 1993), liberando compostos ricos em energia requeridos na fase de restituicio,
caracterizada pela emissio de novos ramos e novas folhas e diminuigio dos frutanos aos 30
dias em plantas sob N-limitado. A elevagiio no teor de frutose pode ser devido a maior
atividade da FEH (Asega & Carvalho, 1999). Quanto a0 aumento da glicose, ela pode ser
produto da invertase ou da SST.

A fase de maior aciumulo de frutanos em plantas sob deficiéncia de nitrogénio comegou
aos 90 dias, aumentando essa diferenca aos 180 dias (fig. 4) quando a concentracfio de
frutanos foi 21% superior em relacdio ao controle. Esses resultados sfio consistentes com os
obtidos em outros trabalhos, mostrando que hd uma relacio inversa entre o contetido de
frutanos e nitrogénio, principalmente na fase de maior acimulo de frutanos (Améziane ef al.,
1997a,b; Wang & Tilberg, 1997; McGrath et al., 1997; Van den Ende et al., 1999).
Considerando-se que a sintese de frutanos € dependente da agfio conjunta das enzimas SST e
FFT, Ameéziane ef al. (1997a,b) ressaltaram que as atividades dessas enzimas podem aumentar
quando os nivels exdgenos de nitrogénio sio baixos.

Ainda no periodo de maior sintese de frutanos em V. herbacea (90 e 180 dias), ocorreu
aumento no contetido de glicose, e redugdo de frutose nos rizéforos em ambas as condicdes
nutricionais, porém, de forma mais expressiva em plantas sob N-limitado. Tais resultados
indicam que na fase de maior acimulo de frutanos, em particular nas plantas sob estresse
nutricional, deva ter ocorrido maior atividade da SST, que utiliza a sacarose como substrato
liberando glicose (Pollock, 1986). |

Como salientado acima, o metabolismo de frutanos est4 intimamente relacionado 3
concentragdo de sacarose uma vez que esse composto é substrato para a sintese de frutanos
(Pollock, 1986), além de induzir a sintese ou ativagio de SST (Wagner & Wiemken, 1986).
Portanto, quando a sacarose excede a demanda, a maior concentragio de sacarose pode elevar

a capacidade de sintese de frutanos em orgios de reserva (Pollock & Cairns, 1991; Améziane
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et al., 1997a). Essas rea¢Bes parecem ter sido mais intensas aos 180 dias em plantas de V.
herbacea cultivadas sob N-limitado, onde a maior concentrac@o de sacarose nos rizoforos (fig.
5) parece ter estimulado a sintese de frutanos (fig. 4).

Nas plantas tratadas com N-enriquecido, a concentracio de sacarose nos rizoforos foi
sempre menor e decresceu gradativamente até os 180 dias. Essa diferenca pode ser devida ao
maior consumo de fotossintatos para reducfio e assimilacdo do nitrato em condigdes de maior
fertilidade (Ameéziane ef al., 1995, 1997a, 1997b). A utilizagdo de carbono para assimilagéo e
redugdo de nitrato € grande, sendo estimada em aproximadamente 15% da energia disponivel
quando essas reacdes ocorrem na raiz (Lambers ef al., 1998).

Embora a exportacio de fotossintatos possa ser controlada pela propria concentragéo
de sacarose da folha (Chapin e al., 1988), o fluxo da sacarose pode variar independente da
forca da fonte (Améziane ef al., 1995) como sugerem os resultados obtidos em V. herbacea.
Mesmo nZo havendo diferencas na concentraciio de sacarose foliar nessa espécie entre as
condi¢des nutricionais experimentadas, o teor de sacarose em rizéforos foi maior em N-
limitado, indicando que a atividade do dreno ¢ fator determinante na importaco de carbono,
independente da concentragdo de sacarose foliar (Ho, 1988; Marcelis, 1996).

O decréscimo na concentracio dos carboidratos soliveis em folhas apds 30 dias da
instalacdo do experimento indica maior fluxo dos compostos ricos em carbono para os
rizéforos onde ocorre a sintese ¢ armazenamento de frutanos. Resultados similares foram
obtidos por Ameziane ef al., (1995} ao reportarem aumento na proporcio de ¢ translocado
das folhas para as raizes tuberosas de Cichorium intybus, simultaneamente a0 aumento na
capacidade de sintese de frutanos. Portanto, condigdes nas quais o crescimento da parte aérea €
afetado, mais carbono estd disponivel para armazenamento em &rgfos de reserva,
principalmente, nas fases mais adiantadas de senescéncia dos drgéos acreos e de actmulo de

frutanos (Améziane et al., 1997a,b).
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Além das alteragbes no crescimento e no metabolismo de carboidratos nio-estruturais,
o estresse nutricional também interferiu no metabolismo de proteinas (fig. 6). O periodo de
maior decréscimo no contetdo de proteinas totais soliveis em folhas de V. herbacea (90 — 180
dias) coincidiu com o periodo de incremento de protefnas e de frutanos nos érgios de reserva.
Esses resultados sugerem que o acréscimo de protefnas nos rizéforos na fase de maior
acumulo de frutanos, pode ter ocorrido em fungio da remobilizac@io das proteinas foliares em
diregio aos orgldos de armazenamento, principalmente na fase de senescéncia, como
verificaram Améziane ef al. (1997b) em plantas de C. intybus. Segundo Limami et al. (1996) e
Ameéziane et al. (1997c), na fase de senescéncia, ocorre a degradaciio de proteinas e,
conseqiientemente, um acimulo de aminoécidos soliveis, os quais sio desviadas para locais
de maior atividade celular, como os érgdos de actimulo de frutanos. Os resultados permitem
ainda inferir que, a deficiéncia de nitrogénio seja promotora na mobilizagio de compostos
nitrogenados das folhas para os 6rgéos de reserva (Guitman ef al., 1991; Limami et al., 1996;
Améziane ef al., 1997c; Louahlia et al., 1999). Desse modo, a relagio entre os orgios reflete a
habilidade de compensar o crescimento limitado pelo baixo suprimento de nitrogénio por
ciclagem do mesmo para os érgéos de maior atividade (Marschner ef al., 1996; Vouillot &
Devienne-Barret, 1599).

A possibilidade da maior mobilizagdo dos compostos nitrogenados da parte aérea para
os rizéforos, no outono, coincide com a fase de maior acimulo de frutanos (fig. 4). Assim, os
compostos nitrogenados da parte aérea seriam utilizados, preferencialmente, para a sintese das
enzimas relacionadas ao metabolismo de frutanos (Améziane er al., 1997a,b) e para o
crescimento dos rizoforos de V. herbacea. Portanto, a capacidade de V. herbacea em ajustar o
nitrogénio estocado na forma de proteina, dependendo da disponibilidade de nitrato, revela
uma estratégia eficiente no uso do nitrogériio durante o periodo de maior actiimulo de frutanos.

Alguns estudos sugerem que para plantas bianuais, as proteinas de reserva sdio
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qualitativamente mais importantes do que os carboidratos de reserva, vindo a desempenhar
papel chave no processo de rebrotamento (Fouldrin & Limami, 1993; Améziane ef al., 1997c;

Limami et al., 1996).

Atividade Fotossintética — Mais de 75% do nitrogénio foliar esta localizado nos cloroplastos
(Evans, 1989a), compondo a enzima Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco,
EC 4.1.1.39), os pigmentos fotossintetizantes e os compostos da cadeia transportadora de
elétrons (Warren et al., 2000; Broadley ef al., 2001). Isso pode explicar a menor eficiéncia
fotossintética verificada em plantas de V. herbacea cultivadas sob baixa concentragio de
nitrogénio, principalmente aos 60 dias (fig. 7).

Todavia, embora a relagfo entre a capacidade fotossintética e o conteiddo de nitrogénio
foliar seja amplamente documentada (Evans, 1989a,b; Anten et al., 1996; Alt ef al., 2000), nio
se observou uma correlagio entre as medidas fotossintéticas e o contetdo de proteinas foliares
em V. herbacea (r2 = 0,005). Warren et al. (2000) também n&o encontraram correlacdo similar
em arboreas nativas da Austrilia. Evidentemente, fatores como a resisténcia estomatica
limitam a atividade fotossintética. Diversos autores (Chapin et al., 1988; Broadiey et al.,
2000, 2001) argumentaram que a restri¢io de nitrogénio deprime a fotossintese mais pelo seu
efeito direto na resisténcia estomatica do que na cinética das enzimas relacionadas 4 fixac#o
do carbono. Essa hipotese parece verdadeira para V. herbacea devido a maior concentragéo
interna de CO, constatada em N-limitado (fig. 7), indicativa da menor atividade de
carboxilagfo (Larcher, 2000; Broadley et ai., 2001).

Uma hipétese sobre o mecanismo de aco do nitrogénio na fotossintese foi apresentada
por Chapin ef al. (1988). De acordo com o modelo idealizado por esses autores, a restricdo do
nitrogénio eleva o contetido de acido abscisico (ABA), causando o fechamento dos estdmatos

e conseqiientemente, a redugio da fotossintese. Além do seu efeito no movimento estomatico,
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o ABA também promove a hidrdlise de proteinas (Chapin er al., 1998), desempenhando
importante papel na mobilizagio de nitrogénio organico. Desse modo, a menor taxa de
fotossintese observada em plantas de V. herbacea sob estresse de nitrogénio poderia ser
resultado da menor condutincia estomatica e conteudo de proteinas, refletindo na menor
atividade da Rubisco e no transporte de elétrons (Evans, 1983).

Considerando que as medidas de fotossintese foram feitas nas mesmas folhas das
quais em seguida foram extraidas os agicares soluveis, a reduciio da fotossintese aos 30 dias
em plantas cultivadas nas duas concentragdes de nitrato, parece estar relacionada ao aumento
na concentragao desses carboidratos foliares (fig. 5). Nestas, o contetido da sacarose aumentou
em torno de 314% aos 30 dias, sustentando a hipdtese de que a fotossintese é regulada pelo
conteudo dos carboidratos soliveis (Farrar ef al., 2000). A sacarose, além de representar a
maior forma de carbono transportada na planta, atua também, como importante sinalizador
molecular, ativando ou reprimindo genes especificos (Koch, 1996; Farrar er al., 2000:
Hellmann et al., 2000), como aqueles relacionados & fotossintese os quais s3o inibidos quando

os niveis de carboidratos soldveis sfo elevados (Koch, 1996).
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RESUMO

Vernonia herbacea acumula altas concentragdes de frutanos do tipo inulina, em seus
6rgdos subrerréneos de reserva, denominados rizéforos. Foi estudada a influéncia da adubacéio
nitrogenada no crescimento dessa espécie ¢ na produgio de frutanos. Plantas obtidas a partir
de fragmentos de rizéforos foram cultivadas em area de cerrado onde receberam trés doses de
nitrogénio: 6, 12 € 24 kg N/ha na forma de (NH;),SO.. Plantas jovens, com seis meses de
idade mostraram aumento em altura, 4rea foliar e massa seca da parte aérea e dos rizéforos em
resposta ao aumento da dose de nitrogénio. Por outro lado, o teor de frutanos decrescen com o
aumento da concentragdo do nitrogénio. Apds doze meses de cultivo, o crescimento das
plantas foi estimulado apenas nas doses entre 6 ¢ 12kg/ha de nitrogénio. Os resultados
mostraram, também, que o teor de frutanos em plantas jovens estd correlacionado
negativamente tanto ao crescimento quanto as concentragdes crescentes de nitrogénio. J4 as
plantas tratadas com 24 kg N/ha chegaram a acumular 6,0 g de frutanos por planta, enquanto
nas plantas controle, que nfo receberam N suplementar, esse valor foi de 3.5 g. Assim,
aplicagdo de 24 kg N/ha ¢ recomendada para uma colheita antecipada (12 meses), visando a

produgio de frutanos.
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ABSTRACT

Plants of V. herbacea accumulate high amounts of fructans of the inulin type in the
underground organs named rhizophores. The effect of different concentrations of nitrogen, 6,
12 and 24 kg N/ha supplied as (NH4)2SO; on plant growth and fructan accumulation was
investigated in plants obtained from rhizophore fragments and cultivated in a cerrado area.
Young, six-month-old plants, showed lower amounts of fructans and increases in height, leaf
area, dry mass of the aerial organs and rhizophores with increasing concentrations of nitrogen.
After 12 months, growth was estimulated only in plants receiving 6 to 12 kg N/ha. The data
showed that in young plants fructan content is negatively correlated to growﬁh and to
increasing mitrogen concentrations. On the contrary, plants with 12 months treated with 24 kg
N/ha accumulated 6.0 g fructan per plant while in control plants, not treated with
supplementary N, this value was only 3.5 g. These results indicate that the 24 kg N/ha

concentration is recommended for fructan production in plants with 12 months.
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INTRODUCAO

A baixa fertilidade e a deficiéncia hidrica do solo encontram-se entre os principais
fatores limitantes da produtividade vegetal (Haridasan e al., 1997). Estudos sobre fertilidade
sdo amplamente documentados para espécies cultivadas (Marschner, 1995) porém sdo escassas
as informagdes a respeito das exigéncias nutricionais de espécies nativas, em especial as do
cerrado.

Os trabalhos sobre fertilizagdo mineral em espécies nativas do cerrado foram realizados,
principalmente, com arbdreas e em algumas espécies do estrato herbaceo. De modo geral, esses
estudos mostraram que a maioria_ das espécies responderam & aplicaciio de calcio e de
adubag@o, aumentando a absorgdo dos nutrientes (Moraes, 1994; Vilela & Haridasan, 1994;
Haridasan et al., 1997). Testando diferentes macronutrientes, Melo (1999) demonstrou que o
fosforo foi o nutriente mais limitante para algumas arbéreas na fase de muda, proporcionando
maior crescimento e producio de matéria seca. Esse mesmo autor concluin ainda que, apesar de
adaptadas a baixa fertilidade, as espécies nativas s3o capazes de absorver mais nutrientes desde
que haja maior disponibilidade destes no solo, mostrando que a escassez de nutrientes no solo &
um fator limitante para as espécies nativas do cerrado.

O comportamento nutricional de gramineas e outras herbaceas do cerrado sensu stricio
mostraram que estas também sfo bem adaptadas aos solos oligotréficos e 4cidos do cerrado
(Vilela & Haridasan, 1994). No entanto, o fato dessa vegetaciio ser tolerante 4 baixa fertilidade
ndo elimina a possibilidade de se obter respostas & maior disponibilidade de nutrientes do solo
(Vilela & Haridasan, 1994). Esta hipétese foi confirmada por Haridasan et al. (1997) ao
demonstrarem que herbiceas do cerrado das familias Asteraceae, Poaceae, Euphorbiacea,
Proteaceae e Sapindaceae absorvem mais Ca, N, P e K em resposta ao aumento da aplicaco

de calcio e da adubac¢do no solo. Contudo, nenhuma analise de crescimento foi realizada com
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os membros dessas familias. Teixeira et al. (1997), estudando Vernowia herbacea, uma
Asteraceae perene, nativa do estrato herbaceo do cerrado, mostraram que sob condigdes
controladas em casa de vegetacdo, solugdo nutritiva de Hoagland promoveu o crescimento dos
orgaos aéreos.

Plantas de V. herbacea possuem 6rgios-dreno subterrdneos, denominados rizéforos,
que acumulam frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich, 1993) que s3o polimeros de
frutose originados da sacarose e que apresentam ligagdes E-2,1 entre os residuos de frutose
(Pollock, 1986). Essa classe de carboidratos parece estar relacionada a mecanismos de
osmorregulagio em plantas que passam por periodos de restricdo de agua e/ou baixas
temperaturas em determinadas épocas do ano (Pollock, 1986).

Variagbes sazonais no contetdo € na composi¢io de frutanos tém sido relatadas para
diversas espécies, incluindo Helianthus tuberosus (Bacon & Loxley, 1952), Cichorium intybus
(Van den Ende e al., 1996), Polymnia sonchifolia (Fukai et al., 1997) e forrageiras e cereais
(Pollock & Cairns, 1991) de regides temperadas e para algumas espécies tropicais do cerrado,
como Viguiera discolor (Isejima & Figueiredo-Ribeiro, 1993), Gomphrena macrocephala
(Vieira & Figueiredo-Ribeiro, 1993) e Vernonia herbacea (Carvalho & Dietrich, 1993). No
inverno, quando as partes aéreas das plantas de V. herbacea senescem, o contetido de inulina
aumenta, chegando a representar 80% da massa seca dos seus rizéforos. O ciclo fenoldgico
dessa espécie € caracterizado por uma fase de crescimento vegetativo que se imicia na
primavera e se estende até o final do outono, quando os 6rgios aéreos entram em senescéncia
e os rizoforos, em dorméncia. Na primavera do segundo ciclo de vida, ocorre a brotagio das
gemas vegetativas dos rizéforos dando inicio a fase de crescimento répido seguido de floragdo
(Carvalho & Dietrich, 1993).

Além da importincia ecoldgica, os frutanos sio de grande interesse econémico, devido

as suas propriedades benéficas a saude (Tomomatsu, 1994) que despertaram a atengio da
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industria mundial de alimentos. Essa classe de carboidratos tem sido empregada com sucesso
nos casos de constipagdo, prevengdo de doengas do intestino, por estimular a proliferacéio das
bifidobactérias, e no controle da osteoporose, por estimular a absorcio de calcio (Coussement
& Franck, 1998). O fato dos frutanos ndo serem absorvidos pelo organismo humano (Nilsson
et al., 1988; Hidaka & Hirayama, 1991) fez desses polimeros de frutose uma potente fonte
alternativa de agucar de baixa caloria.

As maiores fontes comerciais de inulina sio raizes de Dhalia sp. ¢ de C. intybus e
tubérculos de H. ruberosus, todas da familia Asteraceae e de regides temperadas. Dentre essas
espécies, C. intybus ¢ a mais produtiva, podendo atingir 12/t/ha de inulina (Meijer et al., 1993).
A produgo de frutanos em V. herbacea foi estimada em 0,522 t/ha apds dois anos de cultivo
(Carvalho ef al., 1998). Esses autores verificaram que a aplicagdo de N, P ¢ K no promoveu o
aumento da biomassa de rizéforos, nem da producéo de frutanos.

Considerando que essa espécie acumula elevadas concentragdes de frutanos em seus
orgaos de reserva e em vista do crescente interesse por novas fontes de frutanos para uso na
industria alimenticia ¢ farmacéutica, V. herbacea figura como alternativa para o uso sustentavel
do cerrado. Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de estimular a

produtividade de inulina com o fornecimento diferencial de nitrogénio para as plantas.
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MATERIAIS E METODOS

Material biolégico e delineamento experimental - Plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
(Asteraceae) obtidas por multiplicagdo vegetativa, a partir de fragmentos de rizéforos medindo
aproximadamente 4 cm de comprimento, foram cultivas entre abril de 1997 e abril de 1998 na
Reserva Biologica e Estagiio Experimental de Moji Guacu (22°35’S e 47° 44°W), uma 4rea de
cerrado do estado de Sdo Paulo.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos a0 acaso, com 6 repeticdes, 4
tratamentos e 54 plantas por parcela, no espacamento de 25 cm entre plantas e 50 cm entre
linhas. Os dados da analise quimica da camada de 20 ¢m do solo do local do experimento s&o
apresentados na tabela 1. Os resultados da andlise quimica do solo indicaram baixa acidez (pH
= 5,8), alto teor de Ca e baixo de Mg, muito baixo para P e K ¢ alto para o Al trocavel. O solo
apresentou baixa capacidade de troca catidnica (CTC), baixo teor de matéria organica (M.O.) e
extremamente baixa de saturag3o de bases (V).

Para a corre¢dio da acidez do solo, foi feita calagem com 0,918 t/ha de calcario
dolomitico, antes do plantio. No momento do plantio, a aduba¢io basica para todos os
tratamentos foi de 20 kg/ha de nitrogénio na forma de sulfato de aménia ((NH3).S0.), 40 kg/
ha de fésforo (P>Os) na forma de termofosfato e 120 kg/ha de potdssio (K,0) na forma de
cloreto de potassio. Também foram aplicados trés niveis de nitrogénio: 6, 12 € 24 kg/N/ha na
forma de (NH3)4SO4 em setembro e dezembro de 1997. Os fertilizantes foram aplicados a uma
distancia de 5 cm do sulco de plantio e a uma profundidade de 7 cm. A irrigagfo artificial foi
acionada quando necessario. As avaliages para analise de crescimento e do contetido de

frutanos foram realizadas apés 6 meses (avaliagdo preliminar) e 12 meses de cultivo.
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Andlise de crescimento — As medidas de crescimento utilizadas foram altura do maior ramo de
cada planta, area foliar ¢ massa seca da parte aérea (caules e folhas) e subterranea (rizoforos).
A massa seca foi determinada apds secagem em estufa a temperatura de 60°C até obter massa
constante; para os rizoforos, foram utilizadas quatro amostras de 3 g de massa fresca
estimando-se o valor da massa total dos rizéforos de cada planta. A 4rea de folhas maiores que
cinco cm de comprimento foi calculada através do programa “Area Leaf & Analysis” da Skye

Instruments Ltd. (1993).

Extracdo de carboidratos soliveis - Os carboidratos soliveis foram extraidos segundo o©
método utilizado por Carvalho er al. (1998) a partir de seis amostras de rizéforos (1,5 g). As
amostras foram fragmentadas, fervidas em etanol 80% por 3 minutos para desnaturacfio
enzimatica. Em seguida, foram maceradas em gral e almofariz, aquecidas em banho-maria a
80°C por 15 minutos e centrifugadas a 800 g por 10 minutos & temperatura ambiente. O
residuo foi re-extraido mais duas vezes como descrito anteriormente e entio submetido duas
vezes a extracdo aquosa por 30 minutos a 60°C, homogenizados e filtrados & vacuo, em tecido
algoddo. Os sobrenadantes da fragio etanélica e aquosa foram reunidos, constituindo o extrato
de frutanos totais, o qual foi concentrado em rotoevaporador, a 40°C. Os extratos foram

mantidos a —20°C para posterior analise quantitativa e qualitativa,

Andlise dos carboidratos - O contelido de frutose livre e combinada presente nos extratos foi
estimado pela reagdo de antrona, modificada para cetoses (Jermyn 1956), usando-se frutose
(Sigma) como padro.

Apds deionizagdo em resina catidnica (Dowex-50W, Na*) e aniénica (Dowex-1, C1),
os carboidratos soliiveis neutros foram analisados em coluna de troca anidnica 4x250 mm

CarboPac PA-100, utilizando o cromatégrafo de fons Dionex DX-300 acoplado a um detector
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de pulso amperométrico (HPAEC/PAD). Foi utilizado o gradiente estabelecido por Shiomi
(1993). O eluente A (NaOH 150 mM) e o eluente B (acetato de sddio 500 mM em NaOH150
mM) foram misturados conforme a seguinte programacgio: 0-4 min, 25 mM; 4-25 min, 225
mM; 25-35 min, 320 mM; 35-39 min, 500 mM; 39-41 min, 25 mM. O fluxo através da coluna
foi de 1 cm’/min e os potenciais aplicados a0 T1(480 ms), T2 (120 ms) e T3 (60 ms) foram de
+0,05, +0,60 e —0,60 V, respectivamente. Os padrdes de elui¢io dos componentes das
amostras foram comparados com os padrdes de fruto-oligo e possacarideos de tubérculos de

Helianthus tuberosus.
Andlise estatistica — Foi aplicada a regressdo de polindmios para o estudo da relagio dos

parametros analisados com as concentragdes de (NH3)sSO, ¢ da relagdo entre crescimento e

concentragdo de frutanos. O erro padrio da média também foi calculado.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos mostraram que a adubagdo nitrogenada influenciou,
significativamente, o crescimento de plantas de V. herbacea cultivadas em érea de cerrado
(fig- 1). Em plantas jovens, colhidas aos 6 meses, ocorren aumento na altura, 4rea foliar, massa
seca da parte acrea e dos rizoforos em resposta ao aumento da dose de nitrogénio. A dose de
24 kg N ha' causou aumento em 50% na area foliar e na massa seca da parte acrea ¢ dos
rizoforos quando comparada as plantas ndo adubadas (controle). Quanto a altura, essa
diferenca foi de cerca de 20%. Apdés doze meses de cultivo, as plantas responderam
positivamente as doses entre 6 e 12 kg/ha de nitrogénio.

Houve diferengas entre as curvas de regressdo obtidas para plantas jovens e aos 12
meses (fig. 1). Para as primeiras, as curvas foram ascendentes, enquanto para as outras,
obteve-se uma regresso quadratica, com um méximo entre 6 € 12/kg/ha de nitrogénio.

Como esperado para plantas em fase de crescimento, a fig. 1 mostra, ainda, que aos 12
meses de cultivo, plantas controle e tratadas apresentaram aumento de todas as medidas de
crescimento, com valores superiores aos das plantas colhidas aos 6 meses..

A razio parte acrea:rizéforos também foi influenciada pela adubacio nitrogenada em
plantas com 12 meses de idade. Em plantas tratadas com 6 kg/ha de nitrogénio, essa razio foi
de 0,75 enquanto no controle foi de 0,65 indicando, portanto, promogio de actmulo de
biomassa aérea.

A concentragdo de frutanos decresceu com o aumento das doses de nitrogénio em
plantas jovens (fig. 2). Assim, enquanto a concentragio de frutanos em plantas que receberam
24 kg/N/ha fot de apenas 330 mg/g de massa seca, esse valor foi de 650 mg/g de massa seca
nas plantas que nao receberam a adubagio de cobertura, representando uma diferenga de 97%.

Em plantas com 12 meses, as diferengas entre os tratamentos também foram acompanhadas
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por alteragdes no contetido de frutanos. Doses que promoveram maior crescimento (6 a 12
kg/ha, fig. 1) levaram a um menor acumulo desses carboidratos de reserva. Por outro lado, a
aplicagfio de 24 kg/ha de nitrogénio, promoveu actimulo de frutanos (450 mg/g de massa seca)
representando ganho de 11% em relagfio ao valor obtido nas plantas controle (370 mg/g
MMS).

Fol observada uma correlagdo entre os parmetros de crescimento € a concentragdo de
frutanos (fig. 3) em plantas com 6 meses de cultivo. As condicdes nutricionais favoraveis ac
crescimento (24 kg/N/ha, fig.1) levaram ao menor acumulo de frutanos nos rizéforos (fig. 2 e
3). Para plantas colhidas aos 12 meses, nenhuma correlagéio significativa foi encontrada entre
a concentracdo de frutanos e o crescimento (.ﬁg. 3). Plantas colhidas com 6 meses
apresentaram concentracdes de frutanos préximas de 80% da massa seca dos rizéforos, exceto
quando tratadas com 24 kg/N/ha.

Os tratamentos de adubacio e o tempo de colheita alteraram, também, a produtividade
de frutanos (fig. 4). Para plantas colhidas aos 6 meses, a dose de 6 kg/N/ha foi a que promoveu
maior produgio com valor estimado de 700 mg de frutanos por planta, correspondendo a um
aumento de 40% em relagdo ao controle, enquanto em plantas colhidas com 12 meses, a
produgdo de frutanos por planta foi superior, obtendo-se rendimento méximo de 6 g por planta
com a dose de 24 kg/N/ha. Esse valor corresponde a um aumento de 100% em relagio as
plantas nfo tratadas. A produco de frutanos estimada por area foi de 0,5 t/ha para plantas
colhidas com um ano e tratadas com 24 kg/N/ha.

As analises dos frutanos por HPAEC/PAD mostraram que a adubacfo nitrogenada nio
alterou o padrio dos componentes da série homoéloga de frutanos em plantas cothidas aos 6
meses de idade (fig. 5), mesmo no tratamento que proporcionou melhor ganho de biomassa
(24 kg/N/ha). J4 aos 12 meses de cultivo, diferengas ocorreram quando foram adicionados 6

kg/ha de nitrogénio, podendo ser observada maior proporgio de 1-cestose (C), nistose (Nis) e
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dos fruto-oligossacarideos de GP 5-8. Em comparagdio as plantas jovens, plantas com 12
meses apresentaram maior proporgio de frutanos com menor grau de polimerizacio (GP 5-8)
e menor propor¢do de fruto-polissacarideos de cadeias longas (GP>25). Numa andlise mais
detalhada dos cromatogramas, foram identificados componentes da série de inulo-n-ose em
maiores propor¢des nos rizéforos de plantas com 12 meses de cultivo, principalmente quando
tratadas com 6 a 24 kg/N/ha. Os picos, sempre muitos baixos dessa segunda série de frutanos
podem ser visualizados em posigio alternada com os picos dos componentes da série principal

de frutanos.

152



DISCUSSAO

De maneira geral, a adubag3o nitrogenada em plantas de V. herbacea cultivadas em
area de cerrado resultou em beneficio para o crescimento. Resultados semelhantes foram
obtidos por Rend ef al. (1997) em espécies arbéreas do cerrado sensu stricto. Haridasan et al.
(1997), analisando seis especies do estrato herbaceo desse bioma, constataram que N, P, K e
Ca sdo fatores limitantes para o crescimento desse tipo de vegetacdo. Assim, embora as
espécies herbaceas do cerrado estejam bem adaptadas aos solos oligotroficos (Vilela &
Haridasan, 1994), estas podem responder ao aumento da aplicagdo de calcio e da adubagio no
solo, elevando a concentraciio dos nutrientes na biomassa de seus ¢rgios aéreos. Por outro
lado, Carvalho ef al. {1998) notaram um possivel efeito negativo da adubacio com N, P e K na
biomassa de V. herbacea, porém, nio tendo encontrado diferencas significativas dadas o
elevado coeficiente de variacdo das medidas de crescimento.

Trabalhando com Achyrocline alata, outra Asteraceae do cerrado, Haridasan er al.
(1997) verificaram que a adi¢io crescente de calcio no solo causou um aumento de até 87% na
concentracio de Ca na parte aérea das plantas. No entanto, outras espécies de cerrado ndo
mostraram nenhuma resposta ao nitrogénio, mas sim ao P e K. Nesse aspecto, Felippe & Dale
(1990) constataram aumento na area foliar e biomassa seca de Bidens gardneri, uma composta
do cerrado, em resposta as doses crescentes do P até o valor méximo em 6 mg de P por planta,
nivel esse considerado superior ac observado em solos do cerrados.

Em ambientes similares ao cerrado ja foram constatadas algumas limitaces do
crescimento causadas por deficiéncia nutricional do solo. Miragaya ef al. (1983), trabathando
com gramineas das savanas da Venezuela, verificaram que a adigdio de N, P ¢ K aumentou
significativamente a produgdo de matéria seca da parte aérea e concluiram que o baixo nivel

de nutrientes no solo era fator limitante para o crescimento das espécies estudadas.
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Em algumas situages, os elementos fornecidos isoladamente nio s3o capazes de
promover qualquer acréscimo de biomassa, sendo necesséaria a combinaciio dos elementos para
manifestar uma resposta satisfatoria de crescimento. Nicoloso ef al. (1999) verificaram que o N
s6 apresentou efeito positivo sobre o crescimento quando combinado a outros elementos
quimicos. As interagbes entre os nutrientes sdo complexas e encontram-se bem documentadas
para espécies cultivadas (Marschner, 1995), mas sio pouco estudadas em espécies selvagens.
Portanto, estudos sobre o efeito da combinaco de nutrientes podem otimizar a produgio de
biomassa em plantas de V. herbacea e, consequentemente, a produgio de frutanos.

A adubacdo nitrogenada em V. herbacea alterou a particio de biomassa entre parte
aérea e subterr@nea. Adicio d_e 6 kg/N/ha em plantas com 12 meses causou diminui¢io da
produgdo da parte subterrénea em relago 4 parte aérea, quando comparada ao controle. Efeito
similar foi observado por René et al. (1997), Melo (1999) e Oliveira (1999) em espécies
arbdreas de Cerrado adubadas com nitrogénio, mostrando que, de modo geral, a maior
disponibilidade de N estimula a parti¢do de biomassa para os 6rgdos aéreos, aumentando a
raz3o parte aérea:parte subterranea. No entanto, essa razdo pode variar muito entre as espécies e
nas diferentes fases do seu ciclo de vida (Oliveira, 1999). Em V. herbacea, a razio parte
aérea:parte subterranea aumenta na primavera e veréo, coincidindo com a fase de florescimento
€ crescimento vegetativo e, no final do outono, quando as plantas entram na fase de
senescéncia, essa razio diminui (Carvalho er al., 1997).

Em estudos do comportamento nutricional, a fase do desenvolvimento vegetal pode
interferir efetivamente nas respostas aos tratamentos, uma vez que as exigéncias nutricionais
podem variar com a idade da planta (Marschner, 1995). Conforme os resultados apresentados
na fig. 1, plantas jovens responderam progressivamente as doses crescentes de adubagdio
nitrogenada, enquanto em plantas com 12 meses de idade, respostas positivas ocorreram apenas

nas doses entre 6 ¢ 12 kg/ha de nitrogénio. Tais resultados sdo consistentes com aqueles obtidos
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por Collins & McCoy (1997) que constataram diferentes respostas quanto & producio de raizes
tuberosas de C. infybus em funcfo da idade das plantas. Nesse estudo, plantas com 1 ano de C.
intybus mostraram fesposta linear crescente ao aumento das doses do nitrogénio, e que plantas
com 2 anos apresentaram dois tipos de respostas: linear crescente e quadratica crescente, com
um ponto méaximo na dose de 150 kg/ha de nitrogénio. No caso do cerrado, esta maior
exigéncia em plantas jovens pode ter importante papel ecoldgico no sentido de limitar a
populagio de plantas adultas evitando que o cerrado se transforrne em uma vegetaciio mais
densa (Melo, 1999).

A adubagio nitrogenada em plantas com 6 e 12 meses de idade resultou em respostas
diferentes ndo apenas no crescimento, mas também no contetdo de frutanos. Doses crescentes
de adubac@o nitrogenada causaram decréscimo na concentra¢io de frutanos em plantas jovens,
ao passo que efeito contrario ocorren em plantas com 12 meses de idade (fig. 2). No entanto,
esses resultados nio permitem afirmar que a sintese de frutanos ésteja sob controle direto da
fertilidade do solo, uma vez que diferentes respostas ocorreram em func¢fio da idade das
plantas e das épocas de avaliagdo (outubro e abril). Correlagiio negativa entre crescimento e
concentracdo de frutanos foi constatada em plantas jovens, mas n&o em plantas com 12 meses
de idade (fig. 3). Outros estudos realizados com espécies acumuladoras de frutanos da familia
Asteraceae como em H. tuberosus (Schittenhelm, 1999), C. intybus (Van den Ende et al.,
1999), Polysmnia sanchifolia (Tsukihashi ef al., 1991) e V. herbacea (Teixeira et al., 1997,
Carvalho et al., 1998), também mostraram que o nitrogénio promoveu o crescimento vegetal
em detrimento da concentragfio de carboidratos. Esses resultados reforgam a hipdtese de que
tratamentos que lmmitam o crescimento da planta proporcionam aumento no contetido de
carboidratos de reserva (Pollock, 1986).

Quanto 4 epoca do ano, esperava-se que plantas colhidas em abril (12 meses de

cultivo) mostrassem maior concentracio de frutanos em relagdo as colhidas em outubro (6
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meses de cultivo), uma vez que o contetido em frutanos de V. herbacea alcang¢a valores mais
elevados no outono (Carvalho & Dietrich, 1993). No entanto, isso niio ocorreu, sugerindo que
outros fatores, como a idade da planta, tenham influenciado a concentracdo de frutanos.

Excluindo a maior dose de nitrogénio, a capacidade de sintese de frutanos parece ter
sido influenciada pela idade da planta, visto que plantas jovens mostraram maior concentragio
de frutanos em relag@o &s plantas colhidas aos 12 meses de cultivo (fig. 2). Analisando duas
épocas de colheita, Carvalho ef al. (1998) constataram comportamento similar em V. herbacea
tendo as plantas com 2 anos apresentado menor concentragio de frutanos do que plantas com
1 ano. Portanto, parece que a capacidade de sintese de frutanos em V. herbacea esteja sob
forte controle da idade das plantas, visto que rizéforos de plantas mais jovens desta espécie
acumulam maior contetido de frutanos.

As propor¢des dos componentes da série homodloga de frutanos foram alteradas em
resposta a adubagdo nitrogenada aos 12 meses de cultivo. Em relacfio as outras doses, foi
observado aumento de I-cestose, nistose e oligdmeros de GP 5-8 em rizéforos de plantas
adubadas com 6 kg/N/ha. Quando comparadas 4s plantas com 6 meses, plantas com 12 meses
de idade mostraram diminui¢3o nos fruto-polissacarideos de GP>25 e aumento nos fruto-
oligossacarideos (fig. 5), sugerindo maior atividade de hidrélise de frutanos em plantas mais
desenvolvidas, caracterizadas pelas maiores medidas de crescimento (fig. 1). A maior
propor¢do dos componentes da série de inulo-n-ose em plantas com 12 meses, especialmente
no tratamento de 6 kg/N/ha, confirmam essa hipdtese, uma vez que essa série de frutanos é
considerada produto de hidrolise de frutanos (Emst ef al., 1996). Em H. tuberosus ¢ C. intybus
também se verificou que o crescimento induzido por condicBes ambientais satisfatérias foi
acompanhado pela diminuicdo na propor¢do de frutanos de cadeia longa em relacdo aos
frutanos de cadeia curta, indicando que a degradagio dos fruto-polissacarideos ocorre durante

a mobilizagdo das reservas para atender a demanda da parte aérea (Jefford & Edelman, 1963;
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Van den Ende er a/., 1999). Da mesma forma, Carvalho ef al. (1998) notaram uma diminui¢io
nos fruto-polissacarideos de GP>8 em relacfo aos fruto-oligossacarideos (GP 3-8) em plantas
de V. herbacea com 2 anos de cultivo sob adubacfio mineral. Tais resultados confirmam a
hipétese de que fatores limitantes do crescimento modificam também a distribuigo das
classes moleculares de frutanos (Pollock, 1986).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que plantas adubadas com 24
kg N/ha chegaram a acumular 6,0 g de frutanos por planta, enquanto em plantas nfo adubadas
esse valor foi de 3,5 g (fig. 4) o que representa um acréscimo de 70% na produtividade. Dados
obtidos anteriormente mostraram que plantas de 1 ano de idade acumularam 1,9 g por planta,
chegando ao valor de 6,9 g apenas aos 2 anos de idade (Carvatho ef al., 1998). Portanto, a
aplicacio de 24 kg/N/ha foi eficiente para promover a producio de frutanos, com redugio do
tempo de cultivo.

Concluindo, a adubacio nitrogenada € eficiente para aumentar a produtividade em uma

colheita antecipada (12 meses), sem alterar de forma expressiva a composicéo dos frutanos.
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Tabela 1. Composicio quimica do solo do cerrado da Reserva Bioldgica da Estagdo
Experimental de Moji Guacu onde foi realizado o experimento. As andlises foram realizadas
no Laboratorio de Fertilidade do Solo, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (UNESP), em
Botucatu, SP

Presine M.O. pH K Ca Mg H+Al SB CIC V
mg/dm®  g/dm® CaCl, mmoly/dm’ %
1.6 10 58 02 15 8 21 25 46 54

M.O. = matéria orginica; H+Al = potencial de acidez; SB = soma das bases; CTC =

capacidade de troca catidnica (SB + (H+Al)); V = saturacdo de bases: (SB/CTC)x100.
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Figura 5. Analise por cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do dos frutanos de
rizoforos de plantas de Vernomia herbacea cultivadas com diferentes niveis de adubagio
nitrogenada apds 6 meses e 12 meses em condi¢des de uma area de cerrado. 1-C = 1-cestose;
Nis = nistose. Os ndmeros 5 a 8 referem-se a fruto-oligossacarideos de grau de polimerizacio
5-8. Os picos menores alternados com os picos da série principal de frutanos correspondem
aos componentes da série inulo-n-ose. A concentragio das aliquotas aplicadas no
HPAEC/PAD foi equivalente, aproximadamente, de 400 ug frutose/ml.



8. CONSIDERACOES FINAIS

O cerrado abriga espécies vegetais ricas em polissacarideos de potencial tecnolégico
consideravel. Dentre as espécies ja estudadas, V. herbacea destaca-se pelo seu elevado
conteiido de frutanos. Esses compostos possuem propriedades funcionais e fisioldgicas com
aplicagdo na industria alimenticia e medicinal, respectivamente. Portanto, estudos relacionados
a otimizacfio da produc@o dos frutanos sfo desejaveis sob o ponto de vista econdmico. A
compreensdo dos mecanismos fisiologicos e das estratégias adaptativas de V. herbacea
também pode subsidiar dados valiosos para estudos relacionados 4 otimizagio da producéo
vegetal dessa herbacea de cerrado.

Com a presente tese de doutorado e terceiro estudo sobre a nutricio mineral em V.
herbacea, algumas importantes informagdes foram obtidas, que contribuiram para uma melhor
compreensdo das relagBes nutricionais e os mecanismos de adaptagio dessa Asteraceae de
cerrado.

Embora seja uma espécie que se desenvolva naturalmente em ambiente oligotréfico, V.
herbacea tem seu crescimento limitado pelo nitrogénio. Porém, a sua exigéncia nutricional ¢
baixa, uma vez que responde de forma insatisfatoria nos niveis nutricionais considerados
eficientes para o crescimento de cultivares agricolas.

Mesmo com o aumento da disponibilidade de nutrientes, a taxa de crescimento
continuou baixa, confirmando dados da literatura que afirmam que em espécies nativas de
crescimento lento a TCR permanece inalterada mesmo sob melhores condi¢Ses nutricionais.
(Chapin, 1980, 1988; Lambers & Poorter, 1992; Lambers ef al., 1998)

De maneira geral, a maior fertilidade do substrato proporcionou ganhos em termos de
biomassa, mas reduziu a concentracio de frutanos, sustentando a hipétese de que condicdes

promotoras do ¢rescimento reduzem o contetido de carboidratos (Pollock, 1986).
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Os mecanismos fisiolégicos em plantas de V. herbacea sob estresse nutricional
sdo bastante complexos (fig. 3). A limitacdo de nitrato alterou a razio parte aérea:parte
subterrinea e particBo de carboidratos, bem como a atividade fotossintética. Quando a
disponibilidade de nitrato foi restringida, ocorreu aumento na razio C:N mais em fungdio da
reducdo de proteinas do que ao aumento de carboidratos. Mesmo nio havendo diferencas na
concentragdo de sacarose foliar entre as condigdes nutricionais experimentadas, o contetido de
sacarose em rizoforos foi maior sob deficiéncia de nitrato, indicando que a atividade do dreno
¢ fator determinante na importagio de carbono, independente da concentragio de sacarose
foliar (Ho, 1988; Marcelis, 1996). No entanto, cabe ressaltar que o intervalo de tempo adotado
entre as avaliagbes talvez ndo tenha sido o satisfatério para mostrar possiveis diferencas no
conteudo de sacarose foliar nos tratamentos testados. Desse modo, avaliagbes semanais ou
menor que isso possibilitem detectar a diferenca de sacarose foliar niio encontrada no presente
trabalho.

De acordo com Chapin (1980), sob estresse nutricional, a parte aérea da planta cresce
menos aumentando a demanda de aclicares que sdo transportados para a parte subterrinea,
proporcionando mais energia para o crescimento de raizes e outros érgéios subterrineos,
aumentando assim a razdo parte subterrinea:parte aérea, como verificado em V. herbacea.
Todavia, € preciso ressaltar que estudos sobre o efeito da nutrigiio no contetido de carboidrato
em folhas poderia fornecer outros dados caso as plantas fossem monitoradas em intervalos de

tempo menores do que aqueles utilizados no presente trabalho.
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Figura 3. Hipdteses sobre os mecanismos de agdo do nitrogénio (NOs") no crescimento, no
metabolismo de carboidratos e na fotossintese em V. herbacea. As setas indicam (%)
diminuigdo ou e (4) aumento. Linhas tracejadas referem-se as hipotese ainda nio testadas em

plantas produtoras de frutanos como V. herbacea.
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De qualquer modo, as avaliagdes forneceram importantes elementos que auxiliaram na
interpretaciio das respostas de V. herbacea ao estresse nutricional. Nesse aspecto, o0s
carboidratos soltveis influenciaram na atividade fotossintética agindo diretamente nas reagdes
de fixag3o do carbono. Desse modo, a sacarose ¢ seus derivados poderiam funcionar como
sinalizadores moleculares, ativando ou reprimindo genes especificos (Koch, 1996; Farrar er
al., 2000; Hellmann et al., 2000), como aqueles relacionados a fotossintese, os quais sfo
inibidos quando os niveis de carboidratos soltveis sfo elevados (Koch, 1996).

Além dos carboidratos, o nitrogénio também tem influéncia marcante na fotossintese.
O menor conteudo de proteinas em folhas de plantas sob deficiéncia de nitrogénio poderia
explicar a menor eficiéncia fotossintética de plantas sob estresse nutricional. Embora a relagio
entre a capacidade fotossintética ¢ o contetido de nitrogénio foliar seja basica no metabolismo
de carbono e de nitrogénio (Evans, 1989a,b; Evans & Seemann, 1989; Anten ef ol., 1996; Alt
et al., 2000), ndo se observou uma correlacio entre as medidas fotossintéticas e o conteddo de
proteinas foliares em V. herbacea. Nesse caso particular, fatores como a resisténcia estomatica
controlando a atividade fotossintética podem ocorrer. Diversos autores (Chapin er al., 1988;
Broadley er al., 2000, 2001) argumentaram que a restricio de nitrogénio deprime a
fotossintese mais pelo seu efeito direto na resisténcia estomatica do que na cinética das
enzimas relacionadas a fixagfo do carbono. Essa hipétese parece verdadeira para V. herbacea
devido & maior concentragéo interna de CO; (indicativa da menor atividade de carboxilagiio)
constatada em plantas sob deficiéncia de nitrogénio.

Cabe lembrar que a fotossintese pode ser controlada, também, pelo ABA. A deficiéncia
nutricional parece atuar como wm sinal estimulando a sintese de ABA na raiz. Ao ser
translocado para as folhas, o ABA poderia controlar o movimento das células-guarda
reduzindo a condutividade estomatica e, conseqiientemente, a fotossintese (Chapin et dl.,

1988).
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Quanto ao efeito da nutricio no metabolismo de carboidratos, a baixa concentragio de
nitrato poderia operar indiretamente na sintese desses compostos, elevando a razio C:N nas
folhas. Como a sacarose seria pouco utilizada em vista do crescimento limitado da parte
aérea, haveria a translocagdio preferencial desse composto para os Orgios-dreno onde a
sacarose exerceria influéncia na atividade das sintetases de frutanos, uma vez que a sacarose €
o substrato da SST (Edelman & Jefford, 1968). Outra possivel via de agio do nitrato no
metabolismo de frutanos foi proposta (Améziane et al., 1997a,b,c) na qual o nitrato agiria
indiretamente sobre as sintetases de frutanos. A atividade dessas enzimas poderia aumentar
sob baixa concenfracdo de nitrato, refletindo no aumento da concentracio de frutanos,
especialmente na fase de maior sintese desses compostos, que no caso de V. herbacea ocorre
10 OUtono € No Mverno.

Embora a menor disponibilidade de nitrogénio possibilite o aumento da concentracio
de frutanos, a maior disponibilidade de nitrogénio proporcionou melhores resultados em
termos de produgdo de frutanos. No presente estudo, obteve-se 4,1 g de frutanos por planta em
12 meses aplicando-se soluc@o nutritiva contendo 10,7 mmol/L de N-NO;". Em condicdes de
campo, 6 g de frutanos por planta foi obtido no mesmo tempo aplicando-se 24 kg/ha de
nitrogénio na forma de sulfato de amodnia, demonstrando a viabilidade do cultivo de V.
herbacea em éareas de cerrado, visando a producio de frutanos

A aplicaco 1solada de nitrogé€nio proporcionou acréscimo moderado na biomassa de V.
herbacea, sugerindo que a combinagio de elementos seja capaz de proporcionar respostas
mais satisfatorias do que aquelas apresentadas nesse estudo. Com essa estratégia poderia-se

otimizar a producio de rizéforos de V. herbacea e, conseqiientemente, a de frutanos.
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