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RESUMO 

A deficiência de nitrogênio (N) é um fator limitante para o crescimento e desenvolvimento 

das plantas, e os mecanismos envolvidos são pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar a dinâmica de deficiência de N e suas relações com alterações na assimilação de 

nitrato, fotossíntese e níveis de açúcar em plantas de algodoeiro. Para isso, as plantas foram 

germinadas em areia autoclavada, cultivadas em casa de vegetação e submetidas à solução 

nutritiva adaptada de Hoagland e Arnon com nitrato como única fonte de N. Após 22 dias, 

plantas previamente supridas com 10 mM NO3
- foram expostas a dois níveis de NO3

-: 0 mM e 

10 mM por 8 dias, visando induzir um contraste na taxa de assimilação de NO3
-. A deprivação 

progressiva de N (como nitrato) induziu uma diminuição na biomassa das raízes (15%) e na 

parte aérea (41%). A privação de nitrato induziu mudanças na seguinte ordem nos parâmetros 

relacionados à nutrição nitrogenada: conteúdo de NO3
-> atividade redutase de nitrato> 

concentração de frutose> teor de aminoácidos livres> teor de N-total> teor de clorofila total> 

concentração de glicose. Curiosamente, os parâmetros relacionados à eficiência da 

fotossíntese (assimilação de CO2 e eficiência fotoquímica), além da concentração de sacarose, 

foram menos afetados durante o período de deprivação de nitrato e deficiência de N no 

algodoeiro. Estes resultados mostram que plantas jovens de algodoeiro apresentam alta 

plasticidade fenotípica no uso de N ou eficiência para a fotossíntese, ou seja, são capazes de 

realizar altas taxas de fotossíntese com baixas concentrações de N. Entretanto, os melhores 

marcadores para indicar o status de N nas folhas (nitrato, aminoácidos, N total e clorofilas) 

não foram necessariamente os melhores para indicar distúrbios fisiológicos importantes, como 

na fotossíntese. Em conclusão, plantas de algodoeiro jovens previamente supridas com altos 

níveis de nitrato são capazes de mobilizar reservas de nitrogênio para atividade fotossintética. 

Nestas condições, o conteúdo de nitrato e a atividade de redutase de nitrato foram os 

indicadores mais sensíveis para indicar mobilização mais precoce de N das folhas, em 

comparação com os teores de N-total e de aminoácidos livres. 

 

Palavras-chave: Gossypium hirsutum L.; Metabolismo do nitrogênio; Deficiência de N; 

Fotossíntese; Açúcares.  

 



 
 

ABSTRACT 

Nitrogen deficiency (N) is a limiting factor to plant growth and development, and the 

mechanisms involved are few understood. The objective of this work was to evaluate the 

dynamics of N deficiency and its relationships with changes in nitrate assimilation, 

photosynthesis and sugar levels in cotton plants. For this, the plants were germinated in 

autoclaved sand, grown in a greenhouse and subjected to nutrient solution adapted from 

Hoagland & Arnon with nitrate as the only source of N. After 22 days, plants previously 

supplied with 10 mM NO3
-, were exposed to two levels of NO3

-: 0 mM and 10 mM for 8 

days, aiming to induce contrast in the assimilation rate of NO3
-. The progressive N 

deprivation (as nitrate) induced a decrease in biomass of roots (15%) and shoots (41%). 

Nitrate deprivation induced changes in the following order in the parameters related to 

nitrogen nutrition: NO3
- content > nitrate reductase activity > fructose concentration > free 

amino acid content > total N content > total chlorophyll content > glucose concentration. 

Interestingly, the parameters related to the efficiency of photosynthesis (CO2 assimilation and 

photochemical efficiency), in addition to the sucrose concentration, were less affected during 

the period of nitrate deprivation and N deficiency in cotton. These results show that young 

cotton plants display high phenotypic plasticity of N use or efficiency for photosynthesis, that 

is, they are able to perform high rates of photosynthesis with low N concentrations. However, 

the best markers for indicating the N status in the leaves (nitrate, amino acids, total N and 

chlorophylls) are not necessarily best to indicate important physiological disturbances such as 

in photosynthesis. In conclusion, young cotton plants previously supplied with high levels of 

nitrate are able to mobilize nitrogen reserves for photosynthetic activity. In these conditions 

nitrate content and nitrate reductase activity are most sensitive indicators to indicate earlier N 

mobilization from leaves, as compared to N-total and free amino acid contents.  

 

Keywords: Gossypium hirsutum L.; Nitrogen metabolism; N-deficiency; photosynthesis; 
Sugars. 
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1. INTRODUÇÃO 

Importância do algodoeiro 

O algodoeiro herbáceo (Gossypium hirsutum L.) é uma das plantas domesticadas mais 

importantes para a humanidade. As plantas de algodão são cultivadas em diversos países do 

mundo, distribuídos por todos os continentes, sendo considerado o mais importante das fibras 

têxteis, naturais ou artificiais (CORRÊA, 1998). Consome-se mais de 19 milhões de toneladas 

de fibra por ano, com produção quase igual ao consumo, e rendimento de 603 kg de fibra/ha 

(INTERNATIONAL COTTON ADVISORY COMMITTEE, 2002), com previsão de 

aumento do consumo em mais de 40% nos próximos vinte anos, tendo somente a fibra, o 

principal produto do algodoeiro, mais de 400 aplicações industriais (CORRÊA, 1998). Nos 

últimos anos, o Brasil tem se mantido entre os cinco maiores produtores mundiais (Figura 1), 

ao lado de países como China, Índia, EUA e Paquistão e ocupa o primeiro lugar em 

produtividade em condições de sequeiro. O rendimento e a qualidade do algodão são 

influenciados pelas condições genéticas e ambientais (RAMEY, 1986; REDDY et al., 1999). 

A deficiência de nitrogênio (N) ou potássio (K) diminui a produção de algodão limitando a 

expansão da área foliar e a capacidade de assimilação de CO2 (BRADOW & DAVIDONIS, 

2000; REDDY et al., 2004). 

 

Figura 1. Área plantada, produção e produtividade de algodoeiro no Brasil. 

 

Fonte: ABRAPA (2017) 
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Importância do nitrogênio nas plantas 

O nitrogênio (N) é o nutriente mineral mais importante para as plantas. Como as plantas 

requerem uma maior quantidade de N dentre todos os elementos minerais, sua deficiência é 

um fator limitante para o crescimento das plantas (CORUZZI & BUSH, 2001; CORUZZI, 

2003; MILLER et al., 2007; SCHACHTMAN & SHIN, 2007; KROUK et al., 2010). O 

nitrogênio é necessário para a síntese de aminoácidos, proteínas, clorofila, ácidos nucleicos, 

lipídios e uma variedade de outros metabólitos. O nitrato e o amônio são as fontes inorgânicas 

mais disponíveis para a aquisição de nitrogênio, sem considerar o dinitrogênio atmosférico 

que só pode ser usado por organismos procariotos (BLOOM J., 2015). A maioria das plantas 

agrícolas podem usar tanto o amônio quanto o nitrato. Em solos arejados, o nitrato é a forma 

predominante de N inorgânico, enquanto que nos solos alagados ou solos ácidos o amônio 

predomina. Isso ocorre devido à rápida oxidação biológica do ion NH4
+ para nitrito e nitrato. 

(XU et al., 2012). A abundância de nitrato nos solos pode variar de 0 a 10 mM e pode atingir 

100 mM em campos altamente adubados (LE DEUNFF & MALAGOLI, 2014).  

Durante o crescimento da planta, o nitrato é absorvido da solução do solo por processo de 

transporte ativo através da membrana plasmática das células das raízes. Devido a alta 

variabilidade espacial da concentração de nitrato no solo (Miller et al., 2007), dois sistemas de 

absorção de nitrato existem nas raízes, de alta e baixa afinidade. São conhecidas duas famílias 

de genes que codificam os transportadores responsáveis pela absorção de nitrato pelas raízes 

ou por sua translocação na planta (Tsay et al., 2007). A família NITRATE TRANSPORTER 

1 (NRT1) possui 53 membros, enquanto que a família NRT2 possui 7 membros em 

Arabidopsis thaliana. O primeiro gene isolado relacionado ao transporte de nitrato, AtNRT1.1 

codifica um transportador de afinidade dupla, que atua em baixas ou altas concentrações de 

nitrato na solução do solo (Liu et al., 2003).  

Além disso, a proteína NRT1.1 foi proposta de atuar como um sensor de NO3
-, necessário 

para a adaptação morfológica de raízes e consequentemente para exploração do solo visando 

uma maior eficiência da aquisição de N (Remans et al., 2006). Especificamente, em 

Arabidopsis NRT2.1 e NRT2.2 são responsáveis por até 80% do transporte de nitrato quando 

presente em concentrações a níveis micro molares (Li et al., 2007). Além da sua importância 

como fonte de nitrogênio para as plantas, o nitrato é uma molécula sinalizadora que modula a 

síntese de citocininas, que por sua vez controla processos de desenvolvimento, síntese de 

proteínas e aquisição de macro e micronutrientes (Hirose et al., 2008). 

A deficiência de nitrogênio afeta o crescimento e o desenvolvimento das culturas, com 

sintomas que incluem a clorose foliar, plantas de baixa estatura e rendimentos diminuídos 
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(CORUZZI & BUSH, 2001; KUSANO et al., 2011). Em muitas regiões agrícolas, os 

aumentos na produção de culturas dependem da fertilização química do nitrogênio. O 

consumo de fertilizantes nitrogenados em todo o mundo aumentou mais de nove vezes desde 

1960 (HINSINGER et al., 2011). No entanto, o uso excessivo de fertilizantes químicos 

causou sérios problemas ambientais, como a eutrofização e o aquecimento global (GRUBER 

& GALLOWAY, 2008; ZHANG et al., 2015). Compreender os mecanismos de adaptação da 

planta à deficiência de N é crucial para melhorar a eficiência de uso de N pela cultura e 

reduzir a fertilização química deste nutriente. Tem sido bem documentado que as plantas 

desenvolveram vários mecanismos para adaptação em solos com deficiência de N 

(HERMANS et al., 2006; SCHEIBLE et al., 2004), com respostas conhecidas incluindo 

aumento da absorção, translocação e remobilização de órgãos fonte para tecidos em 

crescimento e alteração da partição de carboidratos (FAN et al., 2009; KRAPP et al., 2011; 

PAUL & DRISCOLL, 1997). 

As plantas assimilam nitrato (NO3
-) ou amônio (NH4

+) como fonte primária de N (LAM et 

al., 1996; STITT et al., 2002; YAMAYA E OAKS, 2004; TABUCHI et al., 2007). 

Posteriormente, o N assimilado é utilizado para produzir aminoácidos (CORUZZI & ZHOU, 

2001; STITT et al., 2010). A absorção de nitrato é mediada por uma proteína transportadora 

de NO3
- induzida pelo próprio íon (CAMPBELL, 1999). Além de seu papel como nutriente, o 

nitrato também é um importante sinal para respostas moleculares, metabólicas e fisiológicas 

nos níveis locais e de planta inteira (ALVAREZ et al., 2012). De fato, o nitrato fornece sinais 

que modulam a expressão dos genes de assimilação de nitrato (KRAPP et al., 2014), regulam 

o desenvolvimento das raízes laterais, aliviam a dormência das sementes e modulam a 

morfogênese foliar (FORDE & WALCH-LIU 2009; ALBORESI et al., 2005). 

A redução assimilatória do nitrato pelas plantas é um processo biológico fundamental, no 

qual uma forma altamente oxidada de nitrogênio inorgânico é reduzida a amônia. Esta amônia 

se torna, por sua vez, combinada com esqueletos de carbono para formar os diferentes 

compostos nitrogenados biológicos (Figura 2) (LOSADA et al., 1979). A conversão de nitrato 

em amônia é um processo de redução de oito elétrons que ocorre em duas etapas. Dentro da 

célula, o primeiro passo é uma redução (2 elétrons) do nitrato em nitrito, catalisada pela 

enzima redutase de nitrato (NR, EC 1.6.6.1). O NAD(P)H serve como doador fisiológico de 

elétrons para essa reação em eucariotos. A redutase de nitrato catalisa a redução de NO3
- para 

NO2
- e sua atividade é induzível por nitrato. A atividade da NR é o passo limitante da 

conversão de N-NO3
- para a síntese de aminoácidos (CAMPBELL, 1999). Em folhas tal 

processo é amplamente dependente do fluxo de nitrato das raízes (FERRARIO-MÉRY et al., 
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1998). O nitrato é o principal regulador da taxa de indução e degradação da NR (KAISER & 

HUBER, 1994). 

O segundo passo é o transporte do nitrito para o cloroplasto, onde ocorre sua redução 

(seis elétrons) em amônia, catalisada pela enzima redutase de nitrito (NiR). Esta etapa é 

acoplada ao transporte de elétrons fotossintéticos em algas e plantas superiores através de 

ferredoxina reduzida, um produto das reações bioquímicas da fotossíntese, que serve como 

doador de elétrons para a redutase de nitrito (SOLOMONSON & BARBER, 1990). O amônio 

é incorporado aos esqueletos de carbono pela geração de glutamina através do ciclo da 

glutamina sintetase/glutamina oxoglutarato aminotransferase ou glutamato sintase 

(GS/GOGAT) (SANZ-LUQUE et al., 2015). Assim, a assimilação de nitrato parece ocorrer 

por uma via linear relativamente simples compreendendo dois transportes (transporte de 

nitrato e nitrito) e duas etapas de redução (envolvendo NR e NiR) (CHAMIZO-AMPUDI et 

al., 2017). 

 

Figura 2. Diagrama esquemático da captação e assimilação de NO3
- por células vegetais. 

Redutase de nitrato, NR; nitrito redutase, NiR; glutamina sintetase, GS; glutamato sintase, 

GOGAT. 

 

 Fonte: adaptado de Crawford et al. (2000). 

 

Importância da fotossíntese 

Embora o crescimento das plantas seja controlado por uma multiplicidade de processos 

fisiológicos, bioquímicos e moleculares, a fotossíntese é um fenômeno chave, que contribui 
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substancialmente para o crescimento e desenvolvimento das plantas. A energia química gasta 

em uma série de processos metabólicos é, de fato, derivada do processo de fotossíntese, que é 

capaz de converter a energia luminosa em uma forma química utilizável de energia (TAIZ & 

ZEIGER, 2010). No processo de fotossíntese, dois eventos principais ocorrem 

obrigatoriamente: reações fotoquímicas, em que a energia luminosa é convertida em ATP e 

NADPH e oxigênio é liberado, e reações redutoras referentes ao ciclo de Calvin-Benson, em 

que o CO2 é fixado em carboidratos, utilizando os produtos da fotoquímica, ATP e NADPH 

(Figura 3) (LAWLOR, 2001, TAIZ & ZEIGER, 2010; DULAI et al., 2011). Essas rotas 

metabólicas são cruciais para o provimento da energia necessária para suprir a demanda 

energética inerente ao crescimento da planta. 

 

Figura 3. Esquema simplificado da fotossíntese. As reações de luz (fotoquímica) e o ciclo de 

Calvin-Benson juntos convertem a energia luminosa em energia química, na forma de 

açúcares. As plantas podem exportar os açúcares para outras partes da planta na forma de 

sacarose ou armazena-los na forma de amido. 

 

Fonte: Adaptado de Designua/Shutterstock.com 

 

A capacidade fotossintética varia amplamente em diferentes folhas de uma mesma planta, 

sendo frequentemente limitada por restrições difusivas (estomática e mesofilica) e 

bioquímicas (KOZLOWSKI & PALLARDY, 1997). Diferenças existentes nas características 

bioquímicas e na estrutura física foliar exercem grande influência na capacidade 

fotossintética, resultando em várias limitações à fotossíntese (GUO et al., 2002). Além de 
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limitações difusivas, alterações na atividade das enzimas da fase bioquímica da fotossíntese, 

bem como das enzimas do metabolismo dos carboidratos e do nitrogênio (BOYER, 1995; 

FOYER et al., 1994; KANECHI et al., 1996; PAUL & DRISCOLL, 1997), podem afetar 

significativamente a magnitude das taxas fotossintéticas. Com efeito, sob condições de 

radiação saturante e temperatura moderada, a atividade catalítica da Rubisco (ribulose-1,5-

bisfosfato carboxilase oxigenase) limita, em última instância, a fixação do CO2 (SAGE, 

2002). 

A fim de atender à demanda da crescente população mundial, serão necessários aumentos 

significativos no rendimento das principais culturas cultivadas nos países em 

desenvolvimento. No arroz, por exemplo, um aumento estimado de 50% no rendimento é 

necessário até 2030 (KHUSH & PENG, 1996). Aumentar o potencial de rendimento máximo é 

visto como uma parte importante, se não vital, de qualquer estratégia para alcançar este 

aumento de produtividade (KHUSH & PENG, 1996). Como o índice de colheita para muitas 

culturas está se aproximando de um valor máximo, um aumento no potencial de produção terá 

que envolver ganho na biomassa de colheita, ou seja, será necessário um aumento da 

fotossíntese líquida (CASSMAN, 1994; YING & COLS. 1998a; MANN, 1999a, b). Isto pode 

ser alcançado por aumento no índice de área foliar (IAF) ou na fotossíntese líquida por 

unidade de área foliar. Como o IAF geralmente já é alto na maioria das culturas, o acréscimo 

da produção deve vir da fotossíntese melhorada. 

O aumento da produtividade é determinado pela capacidade das plantas em produzir 

fotoassimilados. Neste sentido, elevar a capacidade fotossintética tem sido intensivamente 

considerado uma vez que a fotossíntese é o processo inicial para a produção de biomassa 

(JIANG et al., 2000). Segundo Lawlor (1995), a produção de biomassa pode ser acrescida por 

meio de alterações da duração do crescimento da cultura, da sua taxa de crescimento ou 

ambos, uma vez que estes processos estão diretamente relacionados à fotossíntese e à 

eficiência de absorção da energia luminosa. Jiang e colaboradores (2002) evidenciaram uma 

associação entre a eficiência de absorção da energia luminosa, medida por meio da eficiência 

quântica da fluorescência da clorofila a e da capacidade de produção de grãos. 

 

Importância dos açúcares 

Os açúcares estão no centro do metabolismo primário nas plantas (Figura 4). Todo o 

carbono fixado durante a fotossíntese passa por açúcares e derivados de açúcares. A maior 

parte do carbono fixo é primeiro liberado dos cloroplastos na forma de triose fosfato, através 

de intermediários de ácidos orgânicos, no caso de plantas C4 e CAM, depois convertidos em 
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hexoses no citosol de células fotossintéticas (fonte). Este pool de açúcares está disponível 

para exportação imediata para órgãos heterotróficos (dreno) como raízes, frutos ou tubérculos, 

entre outros. A exportação é estendida para períodos de fotossíntese diminuída, esgotando as 

reservas de curto prazo de açúcares vacuolares ou amido cloroplástico (DENNIS & 

BLAKELEY, 2000; MALKIN & NIYOGI, 2000). Para a maioria das plantas, a sacarose é a 

principal forma na qual o carbono é transportado por longas distâncias, no floema. Cerca de 

80% do CO2 assimilado durante a fotossíntese é canalizado para a síntese de sacarose 

(KOCH, 2004). 

Tal açúcar é a principal forma de transporte de carbono orgânico exportado da fonte 

fotossintética para os órgãos e, portanto, esse metabólito é crucial para a sobrevivência e 

produtividade das plantas (WELFARE et al., 2002; KOCH, 2004; CHIOU & BUSH, 1998). 

Algumas espécies transportam outros derivados de açúcares, juntamente com a sacarose, 

nomeados de oligossacarídeos da família da rafinose (RO) ou álcoois de açúcares (ZIEGLER, 

1975). O conhecimento desses mecanismos não é importante apenas para entender o 

crescimento e o desenvolvimento das plantas, mas também é um pré-requisito para a 

manipulação genética das relações fonte-dreno nas plantas transgênicas para aumentar o 

rendimento das culturas (ROITSCH, 1999). 

 

Figura 4. O papel central dos açúcares no metabolismo vegetal. Processos chave são 

encaixados em azul; os metabólitos principais estão em preto. Linhas sólidas representam o 

fluxo de carbono e energia; linhas tracejadas representam mecanismos de controle. 

 

Fonte: Adaptado de W. Patrick et al. (2013) 
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Açúcares solúveis, que são comumente definidos como mono e dissacarídeos, 

desempenham um papel importante na estrutura e função de todas as células vivas 

(HIRABAYASHI, 1996). Assim, glicose e frutose são fontes onipresentes de carbono e 

energia para células eucarióticas. Em organismos fotossintéticos, especialmente plantas 

superiores, a sacarose e toda a matriz de enzimas e proteínas relacionadas ao seu 

processamento se desenvolveram em um papel central entre a fotossíntese, o transporte e a 

utilização heterotrófica (SALERNO & CURATTI, 2003). Variações em fatores ambientais, 

como luz, água ou temperatura, ataques por patógenos ou herbívoros e outros, podem levar a 

uma diminuição significativa na eficiência da fotossíntese nos tecidos fonte e, assim, reduzir o 

suprimento de açúcares solúveis para os tecidos. Sob condições de privação de açúcares, 

mudanças fisiológicas e bioquímicas ocorrem para sustentar a respiração e outros processos 

metabólicos (JOURNET, 1986; YU SM., 1999). 

 

Inter-relações entre assimilação de nitrato, fotossíntese e níveis de açúcares. 

O metabolismo do carbono (C) e N são fortemente coordenados por serem processos 

fundamentais que permitem o crescimento das plantas (Figura 5). Por exemplo, fotossíntese e 

absorção de N, tendo em vista que o metabolismo de N é considerado um dreno forte de 

esqueletos de C e de poder redutor (CORUZZI & BUSH, 2001; THUM et al., 2003; 

URBANCZYK-WOCHNIAK & FERNIE, 2005; GUTIERREZ et al., 2007). Em 

contrapartida, a Rubisco representa o maior dreno de N foliar, uma vez que esta enzima 

representa cerca de 50% da proteína solúvel total do vegetal (PARRY et al., 2013). Assim, sob 

condições de alta concentração de nitrato, a síntese de aminoácidos é estimulada, a qual pode 

favorecer a síntese de Rubisco e de outras proteínas, as quais promovem estímulo da 

fotossíntese e de produção de biomassa (TERCÉ-LAFORGUEA et al., 2004).  

Interações complexas entre redes bioquímicas de vias metabólicas existem em muitos 

aspectos do metabolismo do N envolvendo a captação e regulação de N, redução e sinalização 

de N, metabolismo e transporte de aminoácidos, interações entre o metabolismo de N e C e a 

translocação e remobilização de N (SCHEIBLE et al., 2004; DIAZ et al., 2008; MILLER et 

al., 2008; VIDAL & GUTIERREZ, 2008; KROUK et al., 2010). Os metabolitos primários 

(por exemplo, aminoácidos, açúcares, fosfatos de açúcares e ácidos orgânicos) bem como 

metabolitos secundários (por exemplo, fenilpropanóides) são componentes das redes 

complexas de vias bioquímicas no metabolismo das plantas. A assimilação de nitrato leva a 

mudanças marcantes no metabolismo do carbono, incluindo o aumento da síntese de ácidos 
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orgânicos (KAISER & FOSTER 1989; FOYER & FERRARIO 1994) e menor síntese de 

amido (WARING et al. 1985; HOFSTRA et al. 1985; FICHTNER & SCHULZE, 1992).  

 

Figura 5. Produção de metabólitos através do metabolismo de N e C em plantas. As plantas 

assimilam C e N inorgânicos a aminoácidos e açúcares via processos de assimilação de N e 

fotossíntese, respectivamente. As elipses verdes representam metabólitos contendo N, 

enquanto as elipses vermelhas indicam metabólitos fotossintéticos. 

 

Fonte: Adaptado de Kusano et al. (2011) 

 

O NO3
- assimilado pode ser armazenado nos vacúolos ou reduzido a nitrito no citosol pela 

enzima redutase de nitrato (RN), que reduz o NO3
- a NO2

- (nitrito) com consumo de NADH. 

Noctor e Foyer (1998) sugeriram que uma parte do NADH utilizado pela RN seja proveniente 

da redução citosólica do NAD+ pelo malato produzido nos cloroplastos a partir da redução do 

oxaloacetato utilizando o NADPH da fotossíntese como doador de elétrons (Figura 6). Dessa 

forma, apesar de estar localizada no citosol, a RN pode apresentar um papel importante como 

dreno de elétrons em condições de excesso de elétrons nos cloroplastos. Após a redução do 

nitrato a nitrito pela RN, o nitrito é rapidamente transportado para os cloroplastos em tecidos 

fotossintetizantes e para os plastídios em raízes, a fim de ser reduzido a amônio pela enzima 

redutase de nitrito (RNi), que consome seis elétrons por meio da ferredoxina reduzida (Fdxred) 

para cada molécula de amônio produzida. Nos cloroplastos, a Fdxred provém da fase 

fotoquímica da fotossíntese (LEA et al., 1999).  A partir da média da relação C/N das plantas, 
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pode-se estimar que cerca de 20% dos elétrons produzidos fotossinteticamente sejam 

consumidos para a redução de nitrato.  

 

Figura 6. Esquema sugerido por Noctor e Foyer (1998) mostrando que parte do NADH 

utilizado pela RN é proveniente da redução citosólica do NAD+ pelo malato produzido nos 

cloroplastos a partir da redução do oxaloacetato utilizando o NADPH da fotossíntese como 

doador de elétrons. 

 

Fonte: adaptado de Noctor e Foyer (1998) 

 

Por exemplo, em plantas de cevada (Hordeum vulgare) do tipo selvagem ou mutantes 

deficientes em NR recebendo amônio como sua única fonte de N, os fluxos fotossintéticos de 

oxigênio se igualaram aos do dióxido de carbono. Por outro lado, plantas do tipo selvagem 

expostas ao nitrato apresentaram fluxos desiguais de oxigênio e dióxido de carbono: a 

evolução do oxigênio em luz alta excedeu o consumo de dióxido de carbono em 26% 

(BLOOM et al. 1989). Estes resultados foram tomados para indicar que, na cevada, uma 

porção substancial do transporte fotossintético de elétrons gera um dreno para a assimilação 

do nitrato ao invés da fixação de carbono (CHAMPIGNY 1995). Também é necessário 

regular a taxa de assimilação de nitrato e a síntese de aminoácidos em resposta a mudanças na 

disponibilidade de carboidratos. 

Outro exemplo é a observação de que plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) 

transformado com baixa atividade de Rubisco têm baixos níveis de açúcares, baixa atividade 

de redutase de nitrato (NR), baixos níveis de aminoácidos e acumulam grandes quantidades 

de nitrato (STITT & SCHULZE 1994), o que fornece evidências de que a assimilação de 

nitrato é inibida quando o nível de carboidratos é baixo. Além disso, os níveis de transcritos 

para várias enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogênio mudam após a suplementação 
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de açúcares. Açúcares fornecidos exogenamente levam a um aumento do transcrito para a NR 

(CHENG et al. 1992; VINCENTZ et al. 1993; KRAPP & STITT 1995), um aumento do 

transcrito para a glutamina sintetase citosólica (GS1; LAM et al., 1996), e uma diminuição do 

transcrito para asparagina sintase (LAM et al., 1996). Os açúcares também estão implicados 

na ativação pós-traducional da NR (KAISER & SPILL, 1991; KAISER & HUBER, 1994). 

A síntese de sacarose em folhas destacadas e iluminadas de trigo (Triticum spp.) foi 

limitada pela exposição em curto prazo ao nitrato. Uma redução linear na síntese líquida de 

sacarose foi observada quando a concentração de nitrato na solução aumentou de 0 a 10 mM 

NO3
- com um coeficiente de correlação próximo a um (VAN QUY et al., 1991b). Durante os 

primeiros 20 minutos de alta concentração de NO3
- nas folhas de trigo iluminadas na presença 

de 14CO2, a diminuição na síntese de (14C) - sacarose foi compensada por um aumento da 

incorporação de (14C) no malato e nos aminoácidos aspartato, glutamato, serina, glicina 

(CHAMPIGNY et al. 1995). Houve um grande aumento enorme nos pools de asparagina e 

glutamina e a relação glutamina/glutamato aumentou 300 vezes. 

Recentemente, Sun, Ye, Peng e Li (2016) demonstraram que o suprimento elevado de N 

mitigou os efeitos adversos induzidos pela alta luz oscilante na fotossíntese de plantas de 

arroz. Em paralelo, Jin, Yang, Tan e Zhao (2015) relataram que o N elevado favoreceu o 

desempenho fotossintético de plantas de milho em condições de campo. Infelizmente, nesses 

estudos, os autores não foram capazes de explicar quais mecanismos relacionados ao 

metabolismo do nitrogênio estavam envolvidos com a melhora da fotossíntese. Em outros 

termos, essas respostas poderiam ser devidas a diferenças no status N da folha, mudanças na 

via assimilatória de nitrato, alterações no metabolismo fotorrespiratório ou devido a uma 

combinação de todos esses processos.  

De fato, a maioria dos trabalhos publicados envolvendo assimilação de nitrogênio, 

fotossíntese e nivéis de açúcares não são capazes de explicar quais mecanismos estão 

relacionados e como os metabolismos do nitrogênio e carbono se comportam em relação à 

dinamica de deficiencia em nitrogênio. Portanto, é cada vez mais importante encontrar 

soluções amplamente aplicáveis para reduzir a fertilização química de N, sem diminuir a 

produção das culturas. Além disso, buscar novos marcadores de deficiência em N em campo 

são necessários e inovadores. Neste estudo, mudanças na dinâmica da assimilação de nitrato, 

assimilação de CO2 e níveis de açúcares em plantas de algodoeiro com deficiência em N 

foram avaliados.  

 

 



25 
 

2. OBJETIVOS 

Geral 

 Avaliar a dinâmica de deficiência em nitrogênio (refletida pelo metabolismo foliar e 

caracterização fisiológica) em plantas de algodoeiro. 

Especificos: 

 Avaliar as relações entre a assimilação do nitrato, fotossíntese e níveis de açúcares em 

plantas deficientes em nitrogênio através de parâmetros bioquímicos, trocas gasosas, 

eficiência fotoquímica e correlações de Pearson. 

 Fornecer informações fundamentais para identificar as estratégias empregadas pelas 

plantas para lidar com a deficiência de nitrogênio. 
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3. METODOLOGIA 

Material vegetal e condições experimentais 

Sementes de algodão (Gossypium hirsutum L.) transgênico FM 954 GLT foram cedidas 

pela empresa BAYER e selecionadas pelo seu tamanho. Inicialmente, foi realizada a 

desinfecção das sementes com NaClO 0,5% (v/v) por 5 minutos e posteriormente foram 

lavadas por 3 vezes com água destilada e embebidas em água destilada por 4 horas. Após o 

período de embebição, as sementes foram postas em areia autoclavada para germinar. Cinco 

dias após a germinação, as plântulas foram transferidas para vasos de plástico (2,5 L) 

contendo solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), adaptada com nitrato como única 

fonte de N, suprida com 2,5 mM de NO3
- (pH 5,5 ± 0,5) na primeira semana e nas semanas 

seguintes as concentrações foram aumentadas gradativamente até alcançar a 10 mM NO3
-.  

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, do Laboratório de Metabolismo de 

Plantas (LABPLANT) do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal do Ceará (UFC), em Fortaleza-CE cuja localização é 3°44’ sul; 38°33’ 

oeste (nível do mar), e as condições ambientais foram as seguintes: temperatura média de 

32°C/25°C (dia/noite), fotoperíodo de 12/12h (luz/escuro), umidade relativa média do ar de 

60% e ‘Photosynthetic Photon Flux Density (PPFD)’ médio de 400 μmol m-2 s-1.  

 

Experimento de dinâmica da deficiência de nitrogênio durante oito dias 

Vinte e dois dias após a germinação deu-se inicio a deprivação de NO3
-. As plantas foram 

divididas em dois grupos e supridas com solução nutritiva adaptada de Hoagland & Arnon 

tendo o nitrato como única fonte de N: com 0 mM NO3
-, representando a deprivação de NO3

-, 

ou 10 mM NO3
-, representando o controle ou referência, por 8 dias. Plantas supridas com 10 

mM NO3
- receberam 5 mM de Ca(NO3)2.4H2O. Todos os macronutrientes e micronutrientes 

foram suplementados da mesma forma nos dois tratamentos. As concentrações de NO3
- foram 

ajustadas a cada dois dias. As mensurações da fotossíntese in vivo foram realizadas a partir 

das 10:00 h em uma terceira folha totalmente expandida, sem contar as folhas cotiledonares. 

Folhas similares foram utilizadas para determinar a atividade de redutase de nitrato e 

coletadas para as analises bioquímicas, também a cada dois dias. 

 

Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

A assimilação de CO2 (A) foi mensurada em folhas maduras totalmente expandidas 

utilizando um analisador de gás infravermelho portátil (IRGA) (LI-6400XT, LI-COR, 

Lincoln, NE, USA). As condições dentro da câmara do IRGA durante as medições foram: 
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PPFD de 1500 μmol fótons m-2 s-1, 28 ° C, deficit de pressão do valor do ar 1,0 ± 0,2 kPa e 

pressão parcial de CO2 de 40 Pa. A quantidade de luz azul utilizada foi ajustada para 10% do 

PPFD para maximizar a abertura estomática (Flexas et al., 2008). 

A fluorescência da clorofila a in vivo foi medida utilizando um Dual-PAM 100 (Walz, 

Alemanha). Para a medida pontual, utilizou-se 2000 μmol m-2 s-1 de PPFD por 5 min 

(indução, seguido de 5 min de escuro (recuperação) e, posteriormente, 5 min a 2000 μmol m-2 

s-1 (reindução). Os parâmetros de fluorescência foram medidos usando o método de pulso de 

saturação (Schreiber et al., 1994) e as folhas foram previamente aclimatadas ao escuro por 30 

min. A intensidade e a duração do pulso de saturação foram 8000 μmol m-2 s-1 e 0,6 s, 

respectivamente. Os seguintes parâmetros foram avaliados: rendimento quântico efetivo do 

PSII [ΦPSII = (Fm - Fs) / Fm’]; e o rendimento quântico fotoquímico do PSI [ΦPSI = 1 - Φ 

(ND) - Φ (NA)].  

 

Concentração de nitrato, aminoácidos livres totais e N-total. 

Para a determinação da concentração de nitrato e aminoácidos livres totais, utilizou-se 20 

mg da amostra para a extração com 1 mL de água deionizada a 65ºC por 1 hora. Em seguidas, 

o extrato foi centrifugado a 20000 g por 30 minutos e o sobrenadante foi coletado e 

armazenado a -80 °C. 

A concentração de nitrato no tecido foi realizada segundo Cataldo et al. (1975). Alíquotas 

de 0,1 mL de extrato foram misturadas a 0,2 mL da solução de ácido salicílico 5% (m/v) e 

adicionado a 4,7 mL de NaOH 2 N, agitado e levado para leitura de absorbância em 

espectrofotômetro a 410 nm. A concentração foi obtida a partir da curva padrão de KNO3 e os 

resultados foram expressos em μmol NO3
- g-1 MS do tecido. 

A concentração de aminoácidos livres foi realizada segundo Peoples et al. (1989). 

Alíquotas de 0,1 mL de extrato (completadas até 0,5 mL com água destilada q.s.p) foram 

misturadas com 0,25 mL de tampão citrato 0,2 M (pH 5,0) + 0,25 mL solução de ninhidrina 

5% (m/v) e KCN 0,2 mM. O material foi agitado em vórtex e levado ao banho-maria (100 °C 

por 15 minutos) para o desenvolvimento da cor característica (azul-violeta). Ao final deste 

período, os tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo e então foram 

adicionados 1,5 mL de etanol 60% (v/v). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 

570 nm. A concentração foi obtida a partir da curva padrão de glutamina e os resultados foram 

expressos em μmol AA g-1 MS do tecido. 

A determinação do nitrogênio total foi realizada de acordo com Baethgen e Alley (1989). 

A digestão das amostras ocorreu da seguinte maneira, 30 mg das amostras de folhas 
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liofilizadas foram adicionadas a 1,1 g de catalizador (sulfato de potássio, sulfato de cobre e 

selênio) e 1,5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado em tubos de ensaio. Posteriormente, 

esses tubos devem foram acondicionados em um bloco digestor para que o processo de 

mineralização pudesse ocorrer. A temperatura do bloco digestor foi aumentada gradualmente, 

da seguinte forma: 

 100º C e manter por 15 min; 

 150º C e manter por 15 min; 

 250º C e manter por 15 min; 

 350º C e manter por 30 min; 

Terminada a mineralização, o mineralizado foi dissolvido com água destilada, agitado e 

transferido para um balão volumétrico de 25 mL e o volume completado para tal. Foram 

coletadas alíquotas de 2 mL que foram armazenadas a -80 °C. 

Alíquotas de 0,2 mL do mineralizado foram misturadas com 1,1 mL da solução I (fosfato 

de sódio dibásico 188,79 mM, tartarato de sódio e potássio 177,17 mM; e NaOH), 0,8 mL da 

solução II (solução de salicilato de sódio 15% + nitroprussiato de sódio 0,03%) e 0,4 mL da 

solução III (dicloisocianurato de sódio 0,31%). O material foi agitado em vórtex e levado ao 

banho-maria (37 °C por 15 minutos). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 650 

nm. A concentração foi obtida a partir da curva padrão da solução padrão de N (2500 µg/10 

mL) e os resultados foram expressos em (mg N/100 mg MS) do tecido. 

 

Determinação de glicose, frutose e sacarose 

Para a determinação da concentração de glicose, frutose e sacarose, utilizou-se 20 mg da 

amostra para a extração com 1mL de água deionizada a 65ºC por 1 hora. Em seguidas, o 

extrato foi centrifugado a 20000 g por 30 minutos e o sobrenadante foi coletado e armazenado 

a -80 °C. 

Glicose e frutose foram quantificadas através de um método enzimático acoplado à 

monitoração da produção de NADH com um espectrofotômetro a 340 nm (kits de teste da 

Sigma, Sigma-Aldrich). Todos os reagente (químicos e enzimas) utilizados na determinação 

foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. Para a glicose, foram utilizadas alíquotas de 10 μL do 

extrato com 1 mL do reagente de ensaio da glicose (HK), agitados e levados ao termo-shaker 

a 30° por 50 minutos. Para a frutose, foram utilizadas aliquotas de 25 μL do extrato com 5 μL 

do reagente PGI (fosfoglicose isomerase) e 0,5 mL do reagente de ensaio da glicose (HK). A 

mistura foi agitada e levada ao termo-shaker a 30 °C por 50 minutos. As leituras foram 
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realizadas em espectrofotômetro a 340 nm. O teor desses açúcares foi expresso em μmol g−1 

MS. 

A concentração de sacarose foi realizada segundo Van Handel et al. (1968). Alíquotas de 

0,1 mL do extrato foram misturas com 0,1 mL de KOH 30% (m/v), agitadas e levadas a 

banho-maria (100 °C por 10 minutos). Após o resfriamento, foi adicionado 3 mL de solução 

de antrona 0,2% (p/v) e, novamente, agitado e levado a banho-maria (40 °C por 20 minutos). 

Após o resfriamento, as amostras foram agitadas e as leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro a 620 nm. O teor de sacarose foi expresso em μmol g−1 MS. 

 

Teor de clorofilas 

A extração de clorofilas foi feita segundo Porra et al. (1989), 25 mg da amostra liofilizada 

foi congelada e macerada com nitrogênio líquido, em seguida, foi adicionado 1 mL da solução 

de extração acetona 80% contendo tampão fosfato de sódio 2.5 mM pH 7.8 para minimizar a 

coversão da clorofila em feofitina. O extrato foi centrifugado a 16000 g por 5 minutos a 4°C. 

O sobrenadante foi coletado e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 663 nm e 

646 nm. O teor de clorofila total foi calculado e expresso em μmol g−1 MS. 

 

Eficiência da assimilação de CO2 (A/clorofilas), eficiência da atividade de redutase de 

nitrato (RN/clorofilas) e eficiência fotossíntetica no uso do nitrogênio (A/N-total) 

A eficiência de assimilação de CO2 foi calculada a partir da relação de A (μmol CO2 m
-2 s-

1) dividida pelo teor de clorofilas totais (mg MS). A eficiência da atividade de redutase de 

nitrato foi calculada pela relação de RN (μmol NO2
- h-1 g-1 MF) dividida pelo teor de 

clorofilas totais (mg MS). A eficiência fotossintetica no uso do nitrogênio foi calculada pela 

relação de A (μmol CO2 m
-2 s-1) dividida pelo teor de nitrogênio total (mol N m-2). 

 

Biomassa da parte aérea e raiz  

As partes aéreas e as raizes das plantas de algodão foram coletadas em sacos de papel, 

levadas para a estufa a 50° C e ficaram lá até a massa seca se estabilizar. A massa seca foi 

pesada e utilizada para o cálculo do incremento de biomassa da parte aérea e da raiz durante o 

periodo de tratamento de deprivação de N. 

 

Análises estatísticas e delineamento experimental 

O experimento foi arranjado em um experimento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 2x5 (2 níveis de nitrato x 5 tempos de coletas) e três repetições. Cada uma das 
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repetições representa uma planta. As médias dos resultados foram comparadas pelo teste t a 

5% de probabilidade (p ≤ 0,05). Para estimar as relações entre alguns parâmetros fisiológicos, 

as variáveis selecionadas foram correlacionadas pelo coeficiente de correlação de Pearson (r). 
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4. RESULTADOS 

A partir do quarto dia após a retirada do nitrato da solução nutritiva, pode ser observados 

níveis de N abaixo de 2,5% em base de massa seca de folhas de algodoeiro, caracterizando o 

início de deficiência nutricional de nitrogênio (READ et al., 2006). Como ilustrado na Figura 

7A, o incremento de biomassa de raiz foi reduzida significativamente em 15% em relação ao 

controle no oitavo dia de deprivação de N. A Figura 7B, mostra que o incremento de biomassa 

de parte aérea foi mais afetado do que na raiz, com reduções significativas, em comparação ao 

controle, de 26% e 41% no sexto e oitavo dia de deprivação de nitrato, respectivamente.  

A assimilação de CO2 e atividade de RN mostraram dinâmicas distintas ao longo da 

deprivação, seguida da deficiência de N (Fig. 8). Como mostrado na Figura 8A, à atividade de 

redutase de nitrato foi reduzida a 50% da sua atividade inicial após três dias de deprivação de 

N e no oitavo dia as plantas apresentavam apenas 20% do seu valor inicial. A Figura 8B 

mostra que a assimilação de CO2 apresentou uma resposta tardia a suspensão de NO3
-, 

respondendo somente após o quarto dia e decrescendo em 39% do seu valor inicial no oitavo 

dia da suspensão da fonte de N.  

A eficiência da atividade de redutase de nitrato no uso de clorofilas (RN/clorofilas) 

apresentou uma dinâmica diferenciada da eficiência da assimilação de CO2 no uso de 

clorofilas (A/clorofilas) e da eficiência fotossintética no uso de nitrogênio (A/N-total) durante 

a deprivação de N. A eficiência de RN/clorofilas caiu de forma linear, perdendo mais de 50% 

no oitavo dia da retirada do nitrato da solução nutritiva (Fig. 9B). A eficiência de A/clorofilas 

aumentou de forma progressiva, atingindo seu máximo no quarto dia de deprivação de nitrato 

com 185% do seu valor inicial. Após esse período, a eficiência sofre uma queda e termina em 

155% do seu valor inicial no oitavo de fome de N (Fig. 9A). Uma dinâmica semelhante à 

eficiência de A/clorofilas pode ser observada em A/N-total, porém com um decaimento mais 

acentuado. A eficiência de A/N-total cresce ao longo dos dias, atingindo seu máximo no sexto 

dia de deprivação de nitrato com 190% da sua eficiência inicial e sofre uma queda após esse 

período, decaindo para 128% do seu valor inicial no oitavo dia de suspensão da fonte de N 

(Fig. 9C). 

A figura 10 mostra que a eficiência do PSII e a eficiência do PSI apresentam uma 

dinâmica semelhante à da assimilação de CO2 durante a deprivação de nitrato. A eficiência do 

PSII decaiu de forma suave a partir do segundo dia, atingindo 73% do seu valor inicial no 

oitavo dia de deprivação de N (Fig. 10A). A eficiência do PSI somente após o quarto dia de 

deprivação de N, a 80% e 66% do valor inicial no sexto e oitavo dia da deprivação da fonte de 

N, respectivamente (Fig. 10B). Já o teor de clorofilas totais mostrou mudanças precoces à 
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retirada da fonte de N da solução nutritiva, apresentando uma dinâmica de decaimento bem 

acentuada; 50% do teor inicial de clorofilas foram perdidos após sete dias e apenas 38% do 

teor ainda estavam presentes no oitavo dia de deprivação de N (Fig. 10C).  

A concentração de nitrato foliar mostrou respostas rápidas à retirada do NO3
-, decaindo 

rapidamente e atingindo 50% da concentração inicial durante os dois primeiros dias após a 

retirada do nitrato e apenas 14% da concentração inicial de nitrato foi mantida até o oitavo dia 

de deprivação de N (Fig. 11A). O conteúdo de aminoácidos livres nas folhas decaiu de 

progressivamente até cinco dias de deprivação, atingindo 50% do seu conteúdo inicial e 

estabilizando em seguida, com 46% do conteúdo inicial de aminoácidos no oitavo dia após a 

retirada da fonte de N da solução (Fig. 11B). O conteúdo de N-total apresentou uma dinâmica 

semelhante a do conteúdo de aminoácidos livres durante a deprivação de nitrato, o N-total 

decaiu de forma progressiva até cinco dias de deprivação, atingindo 50% do seu conteúdo 

inicial e estabilizando em seguida, com 49% do valor inicial de N-total no oitavo dia de 

deprivação de N (Fig. 11C).  

A concentração de glicose aumentou atingindo 200% do seu valor inicial após seis dias de 

deprivação do nitrato, atingindo 203,4% da concentração inicial no oitavo dia após a retirada 

da fonte de N (Fig. 12A). Em contrapartida, a concentração de frutose caiu progressivamente, 

atingindo 50% da concentração inicial após o quarto de deprivação de nitrato e apenas 37% 

do valor inicial de frutose no oitavo dia de deprivação da fonte de N (Fig. 12B). Já a 

concentração de sacarose decaiu até 70% no quarto dia de deprivação de nitrato e em seguida, 

apresentou um suave aumento para 76% da concentração inicial de sacarose no oitavo dia de 

deprivação de N (Fig. 12C).  

Para investigar as correlações entre variáveis medidas neste estudo, quando expostas a 

deprivação de nitrato, foi utilizada a correlação de Pearson (Fig. 13-14). Como resultado, 

podemos observar que a assimilação de CO2 de plantas deficientes de N, está correlacionada 

positivamente de forma significativa apenas com a eficiência do PSII (r = 0,975) (Fig. 13B) e 

com o conteúdo de clorofila total (r = 0,931) (Fig. 13C). De maneira não esperada, não houve 

uma correlação significativa (ao nível de p ≤ 0.05) entre a assimilação de CO2 e atividade de 

redutase de nitrato, porém essa correlação apresentou um alto r (r = 0,71) e a eficiência do PSI 

(r = 0,78), assim como com a glicose (r = 0,79) e a frutose (r = 0,8) (Fig. 13).  

Já no caso da atividade de redutase de nitrato, houve correlações positivas e significativas 

com as diversas formas de nitrogênio: aminoácidos livres (r = 0,938) (Fig. 14A), N-total (r = 

0,985) (Fig. 14B) e nitrato (r = 0,932) (Fig. 14C). E houve também uma correlação negativa e 

significativa com a glicose (r = -0,951) (Fig. 14D). Sacarose (r = 0,88), clorofilas totais (r = 
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0,85) e eficiência do PSII (0,79) apresentaram um alto valor se r, porém esses valores não 

foram significativos ao nível de p ≤ 0.05 (Fig. 14). 
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Figura 7. Variação na biomassa de (A) raiz e (B) parte aérea de algodoeiro cultivado na 

presença de alto nível de nitrato (10 mM, +N) e deprivação de nitrato (0 mM, -N) entre os 

períodos de 0-6, 0-8 e 6-8 dias. Os valores representam médias (n = 3) ± desvio padrão (DP) e 

* representa diferenças significativas entre os tratamentos pelo teste t (p <0,05). 
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Figura 8. Mudanças na (A) atividade de redutase de nitrato e (B) assimilação de CO2 em 

folhas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) durante 8 dias. Os valores 

relativos são em relação ao seu respectivo controle (10 mM NO3
-). O valor absoluto (VA100%) 

representa a média ± DP das médias dos cinco períodos de avaliação do controle. T50% 

representa o tempo necessário para que o valor da variável dobre ou caia pela metade em 

relação ao controle. Os * representam diferenças significativas entre as médias de 3 repetições 

dos valores relativos entre os dias subsequentes pelo teste t (p <0,05). 
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Figura 9. Mudanças na (A) eficiência da assimilação de CO2 – A/clorofilas, (B) eficiência da 

atividade de redutase de nitrato – RN/clorofilas e (C) eficiência fotossintética no uso de 

nitrogênio – A/N-total em folhas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) 

durante 8 dias. Os valores relativos são em relação ao seu respectivo controle (10 mM NO3
-). 

O valor absoluto (VA100%) representa a média ± DP das médias dos cinco períodos de 

avaliação do controle. T50% representa o tempo necessário para que o valor da variável dobre 

ou caia pela metade em relação ao controle. Os * representam diferenças significativas entre 

as médias de 3 repetições dos valores relativos entre os dias subsequentes pelo teste t (p 

<0,05). 
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Figura 10. Mudanças na (A) eficiência do PSII, (B) eficiência do PSI e (C) clorofilas totais 

em folhas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) durante 8 dias. Os 

valores relativos são em relação ao seu respectivo controle (10 mM NO3
-). O valor absoluto 

(VA100%) representa a média ± DP das médias dos cinco períodos de avaliação do controle. 

T50% representa o tempo necessário para que o valor da variável dobre ou caia pela metade em 

relação ao controle. Os * representam diferenças significativas entre as médias de 3 repetições 

dos valores relativos entre os dias subsequentes pelo teste t (p <0,05). 



38 
 

 

Figura 11. Mudanças na concentração de (A) nitrato, (B) N-amino solúvel e (C) nitrogênio 

total em folhas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) durante 8 dias. Os 

valores relativos são em relação ao seu respectivo controle (10 mM NO3
-). O valor absoluto 

(VA100%) representa a média ± DP das médias dos cinco períodos de avaliação do controle. 

T50% representa o tempo necessário para que o valor da variável dobre ou caia pela metade em 

relação ao controle. Os * representam diferenças significativas entre as médias de 3 repetições 

dos valores relativos entre os dias subsequentes pelo teste t (p <0,05). 
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Figura 12. Mudanças na concentração de (A) glicose, (B) frutose e (C) sacarose em folhas de 

algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) durante 8 dias. Os valores relativos 

são em relação ao seu respectivo controle (10 mM NO3
-). O valor absoluto (VA100%) 

representa a média ± DP das médias dos cinco períodos de avaliação do controle. T50% 

representa o tempo necessário para que o valor da variável dobre ou caia pela metade em 

relação ao controle. Os * representam diferenças significativas entre as médias de 3 repetições 

dos valores relativos entre os dias subsequentes pelo teste t (p <0,05). 
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Figura 13. Correlação entre (A) Assimilação de CO2 – A e atividade da redutase de nitrato - 

NR, (B) A e eficiência do PSII, (C) A e clorofila total, (D) A e nitrogênio total, (E) A e PSI, 

(F) A e aminoácidos livres, (G) A e glicose, (H) A e frutose e (I) A e sacarose em folhas de 

plantas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (0 mM NO3

-) durante 8 dias. O valor de r 

indica o coeficiente de correlação de Pearson enquanto que * indica que existe significância 

para p ≤ 0.05.  
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Figura 14. Correlação entre (A) Atividade de redutase de nitrato – NR e aminoácidos livres, 

(B) NR e nitrogênio total, (C) NR e nitrato, (D) NR e glicose, (E) NR e frutose, (F) NR e 

sacarose, (G) NR e clorofila total, (H) NR e eficiência do PSII e (I) eficiência do PSI em 

folhas de plantas de algodoeiro expostas a deprivação de NO3
- (DN – 0 mM NO3

-) durante 8 

dias. O valor de r indica o coeficiente de correlação de Pearson enquanto que * indica que 

existe significância p ≤ 0.05. 
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5. DISCUSSÃO  

Neste estudo, demonstrou-se, inicialmente, que a imposição progressiva de deprivação de 

N (na forma de nitrato) no meio radicular de plantas jovens de algodoeiro, durante oito dias, 

induziu um paulatino decréscimo no ganho de biomassa em raízes e parte aérea (Fig. 7). Após 

esse período, as raízes e parte aérea das plantas supridas com elevado nível de N (NO3
- 10 

mM) – controle, apresentaram um incremento na massa seca de aproximadamente 4 e 6 vezes, 

respectivamente, comparadas o valor inicial (tempo zero). Nesse mesmo intervalo, as plantas 

cultivadas na ausência de nitrato apresentaram reduções de 15% e 41%, respectivamente, 

comparadas com o controle. É importante frisar que as plantas com deprivação de nitrato 

foram previamente cultivadas com nível elevado de nitrato por 8 dias, como pode ser atestado 

pelo elevado conteúdo de N-total nas folhas no tempo zero (%N = 3,4 %).  

As plantas sob supressão de N iniciaram o tratamento com níveis elevados desse nutriente 

em seus tecidos (“alimentação de luxo”), indicada pelos valores elevados de N-total nas 

folhas os quais estão acima do nível crítico sugerido para algodoeiro (READ et al., 2006). De 

fato, essa espécie vegetal apresenta grande capacidade para acumular N nas suas folhas como 

pode ser indicadas pelas elevadas concentrações em plantas supridas com excesso de 

nitrogênio (MELLO et al., 1958). Outros estudos indicam que o inicio da deficiência de N 

inicia com concentrações de N-total nas folhas próximas a 2.5% (READ et al., 2006). 

Portanto, neste estudo foi imposto uma deprivação progressiva de N, iniciando com excesso 

até o estabelecimento da deficiência de N aos 8 dias (%N = 2,0 %). Dessa forma, foi possível 

monitorar ao longo do estabelecimento da deficiência mudanças fisiológicas importantes tais 

como assimilação de nitrato, fotossíntese e metabolismo de açúcares. 

Como reportado na literatura (CORUZZI E BUSH, 2001; KUSANO et al., 2011; FAN et 

al., 2009; KRAPP et al., 2011; PAUL E DRISCOLL, 1997), a deprivação de N seguida pela 

sua deficiência, induz diversas alterações metabólicas e fisiológicas nas plantas, acarretando 

vários distúrbios e redução no crescimento. Entretanto, pouco é conhecido sobre quais 

processos fisiológicos são mais precocemente afetados pela carência desse nutriente. Neste 

estudo, a deprivação de nitrato induziu alterações de perca ou ganho de 50% do valor em 

relação ao controle na seguinte ordem nos parâmetros relacionados com a nutrição 

nitrogenada: conteúdo de NO3
- > atividade de RN > concentração de frutose > conteúdo de 

aminoácidos livres > conteúdo de N-total > conteúdo de clorofilas totais > concentração de 

glicose. Interessantemente, os parâmetros relacionados com a eficiência da fotossíntese 

(assimilação de CO2 e eficiência fotoquímica), além da concentração de sacarose, foram os 

menos afetados durante o período de deprivação de nitrato e de deficiência de N em 
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algodoeiro. 

Os resultados deste trabalho reforçam que o status de N na planta é fortemente dependente 

do suprimento de NO3
- externo o qual repercute diretamente na atividade de redutase de 

nitrato (SILVEIRA et al., 2001a; SILVEIRA et al., 2001b).  Por sua vez, a interrupção nesse 

suprimento acarreta distúrbios generalizados, afetando a fotossíntese (ARAGÃO et al., 2012). 

Interessante que neste estudo a eficiência fotossintética foi pouco afetada pela deprivação de 

nitrato, decrescendo somente após 6 dias quando a deficiência de N foi estabelecida. Uma 

provável explicação seria que as plantas iniciaram a deprivação com alto nível de reserva de 

N representado por proteínas de armazenamento em órgãos vegetativos tais como Rubisco e 

nitrato em vacúolos (CURATTI et al., 2006; FEIJÃO et al., 2013). Portanto, os indicadores 

que decresceram mais precocemente e intensamente foram aqueles diretamente relacionados 

com o suprimento de nitrato: atividade de RN, nitrato, aminoácidos livres e N-total. 

A redutase de nitrato é a enzima limitante para a conversão de nitrato até aminoácidos e 

ela é fortemente dependente do fluxo de NO3
- o qual é essencial para sua expressão e 

atividade (FERRARIO-MÉRY et al., 1998; KAISER E HUBER, 1994). Assim, fica explicado 

a intensa queda nesses três indicadores assim como a forte correlação positiva entre os mesmo 

e com o N-total nas folhas (Figura 14). Como largamente reportado na literatura (CORUZZI 

E BUSH, 2001; KUSANO et al., 2011), a deficiência de N afetou a morfo-fisiologia das 

plantas, induzindo aumento na relação raiz/parte aérea devido a mudanças na partição de 

biomassa, no sexto dia de deprivação.  Nesse ponto, o conteúdo de N-total nas folhas foi de 

2.12%; portanto, indicando uma deficiência instalada já com redução na eficiência 

fotossintética. Interessante, a eficiência fotossintética de uso do N se manteve inalterada até 

este período (Figura 9C), sugerindo ser um período inicial de deficiência.  

Esses resultados evidenciam que plantas jovens de algodoeiro possuem alta plasticidade 

fenotípica de uso de N ou eficiência para a fotossíntese, isto é, são capazes de realizar taxas 

elevadas de assimilação de CO2 com concentrações baixas. Essa alta eficiência também existe 

para o uso das clorofilas (Figura 9A) diferentemente da atividade de RN a qual foi fortemente 

dependente dos níveis de clorofilas (Figura 9B). Esses resultados não são esperados haja vista 

a forte dependência funcional da fotossíntese em relação às clorofilas (ASHRAF & HARRIS, 

2013; WITTENBACH et al., 1979, CAMP et al.1982). Essas respostas corroboram que, de 

fato, o alto suprimento inicial de nitrato induziu aumento nas reservas e produtos originados 

da assimilação de nitrato, incluindo metabólitos tais como alguns aminoácidos que são 

precursores da síntese de clorofilas (ECCLES e HONIG, 1983; KAISER E FOSTER 1989; 

FOYER E FERRARIO 1994) repercutindo em altos níveis desses pigmentos.       
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Os resultados deste trabalho evidenciam que os melhores marcadores para indicar o 

“status” de N nas folhas (nitrato, aminoácidos, N-total e clorofilas) não foram 

necessariamente os melhores para indicar distúrbios fisiológicos importantes tais como na 

fotossíntese. Em outras palavras, esses compostos respondem positivamente ao suprimento de 

nitrato, mas suas acumulações nos tecidos foliares não induzem linearmente modificações na 

fotossíntese e crescimento. Portanto, esse descompasso dificulta encontrar marcadores mais 

efetivos para indicar o estado nutricional de N, mais precisamente o nível critico desse 

nutriente – concentração acima da qual o crescimento permanece inalterado (READ et al., 

2006). Além disso, o conteúdo de N-total – o indicador comumente utilizado na agronomia se 

mostrou pouco sensível para indicar precocemente distúrbios na fotossíntese. 

A limitação deste estudo é que inicialmente as plantas foram supridas com nível elevado 

de N, gerando alto nível de reservas nitrogenadas nos seus tecidos. Seria necessário associar o 

estudo tempo-dependente com um dose-dependente para estabelecer relações mais seguras 

entre indicadores precoces de deficiência e distúrbios fisiológicos relevantes. De qualquer 

maneira, na literatura existem poucos ou talvez nenhum relato mostrando uma independência 

entre nutrição nitrogenada e fotossíntese. O mesmo deve ser verdade para as relações entre 

“status” de N, nível de clorofilas e fotossíntese em plantas cultivadas. Portanto, estudos desse 

tipo são importantes para compreender melhor a dinâmica da deficiência de N, passando pelas 

fases de deprivação de nitrato no meio externo, fase de mobilização de reservas, deficiência 

incipiente, deficiência instalada e deficiência aguda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

6. CONCLUSÕES 

Plantas jovens de algodoeiro, previamente supridas com nível elevado de nitrato, são 

capazes de mobilizar reservas nitrogenadas preferencialmente para o crescimento de 

raízes em detrimento da parte aérea durante uma deprivação de N. Nessa fase, existe uma 

positiva e significativa correlação entre assimilação de nitrato pela RN, acumulação de N-

total, clorofilas e glicose nas folhas. Entretanto, não existe uma correlação significativa 

entre esses indicadores e a eficiência fotossintética representada pela assimilação de CO2 e 

atividade fotoquímica. Esse descompasso é causado pelo alto acumulo de N nos tecidos e 

armazenamento de reservas de compostos nitrogenados nas fases iniciais da deprivação de 

N. Postula-se que uma forte correlação entre assimilação de nitrato, fotossíntese e 

clorofilas deve ocorrer somente na fase de deficiência aguda de N, quando todos esses 

parâmetros se encontram em níveis críticos. Esse estudo também sugere que as clorofilas, 

assim como algumas proteínas, são acumuladas em excesso na fase de suprimento de alto 

nível de nitrato para serem mobilizadas durante a fase de deficiência aguda de N. 
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APÊNDICE A 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

         
 
Figura 1. Características morfológicas de plantas de algodão cultivadas em condições de casa 
de vegetação com 22 dias de idade sob (A) vista superior e (B) vista lateral. 
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Figura 2. Características morfológicas de plantas de algodoeiro cultivadas em casa de 
vegetação expostas ao tratamento de alto nível de nitrato (10 mM NO3

-, +N) ou deprivação de 
nitrato (0 mM NO3

-, -N) durante 8 dias. 
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