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RESUMO

SPERANDIO, Marcus Vinicius Loss. Expressio génica de transportadores de nitrato e
amonio, proteinas reguladoras NAR e bombas de prétons em arroz (Oryza sativa L.) e
seus efeitos na eficiéncia de absorcao de nitrogénio. 2011. 54 f. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2011.

Neste trabalho a principal meta foi avaliar a eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) de plantas
para uma agricultura de baixos insumos, um passo fundamental no desenvolvimento da
agricultura tropical. O objetivo foi avaliar os efeitos de deficiéncia e ressuprimento de
nitrogénio na expressdo de dez isoformas PM H'-ATPases em arroz e dos transportadores de
NO;™ e NH4". Dois experimentos foram feitos: um com a variedade Nipponbare para avaliar a
expressio das PM H'-ATPases e outro com as variedades IAC-47 (melhorada) e Piaui
(tradicional) para estudar os efeitos das PM H'-ATPases em variedades contrastantes no uso
de N, assim como transportadores de nitrato. A absor¢c@o aparente de ambas as formas de N-
NO;™ e N-NH," foi maior com seu ressuprimento. O ressuprimento de NO3™ ap6s trés dias de
deficiéncia de N resultou na inducdo das isoformas de PM H"-ATPases OsAl, OsA2, OsA5 e
OsA7 na parte aérea e OsA2, OsA5, OsA7 e OsAS8 nas raizes. O ressuprimento de NH,"
resultou na indug¢do das isoformas OsAl, OsA3 e OsA7 nas raizes, enquanto OsAl foi
induzida na parte aérea. O aumento observado na absor¢do de NO3;™ e NH," resultou em maior
atividade das PM H'-ATPases. Nas raizes, os transportadores de NO3” OsNRT2.1 e OsNRT2.2
foram induzidos pelo ressuprimento com NOj, enquanto os transportadores de NH,"
OsAMTI.1 e OsAMT]I.2 foram induzidos pela deficiéncia de NH,;*. Os resultados mostram
que a expressdo das isoformas de PM H'-ATPases estd relacionada aos transportadores de
NO; e NH;" e em qual parte da planta é considerada. O conhecimento da interacdo entre
transportadores de N e expressdo de isoformas especificas de PM H'-ATPases é relevante
para o entendimento da eficiéncia de absor¢do de N em plantas. As isoformas de PM H'-
ATPases OsA2 e OsA7 por terem sido as mais induzidas com o ressuprimento de N podem ser
consideradas como genes candidatos a afetar a eficiéncia de absor¢cdo de N em arroz. No
segundo experimento conduzido com as variedades de arroz IAC-47 (melhorada) e Piaui
(local) mostrou que essas duas variedades diferem quanto ao uso de N. A variedade Piaui
apresentou maiores teores de NOs™ e N-amino livre e menores de NH,". Ainda, essa variedade
apresentou maior atividade da PM H'-ATPase no tempo de 24 horas apds o ressuprimento
com 0,2 mM de N-NOs’, assim como maior expressdo das isoformas de PM H*-ATPase OsA2
e OsA7. A variedade Piaui apresentou maior influxo de NO3™ no ressuprimento (0,2 e 5,0 mM
de N-NOj’), assim como maior expressao dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1
nesses tratamentos. Esses resultados sugerem que a maior absorcdo de NOs3 com o
ressuprimento na variedade Piaui pode estar relacionada a maior expressao de genes que
codificam para transportadores de NO; e PM H*-ATPases.

Palavras-chave: PM H™-ATPase. Nutri¢io mineral. PCR em tempo real.
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ABSTRACT

SPERANDIO, Marcus Vinicius Loss. Expression of nitrate and ammonium transporters,
NAR protein regulator and proton pumps in rice (Oryza sativa L.), and the effect on
nitrogen uptake efficiency. 2011. 54p. Dissertation (Master Science in Agromomy - Soil
Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2011.

The main goal of this study was to evaluate the nitrogen usage efficiency (NUE) of plants for
a low input agriculture, as a fundamental step for tropical agriculture development. The
objective was to evaluate the effect of N deficiency and resupply on expression of ten PM H-
ATPase isoforms, and NO; and NH," transporters in rice. Two experiments were set, one
with the Nipponbare variety, to evaluate expression of PM H'-ATPase; and the other with
IAC47 (improved) and Piaui (traditional) varieties, to study how PM H"-ATPase and NO5’
transporters behaved in varieties with contrasting N-use efficiency. The NO;  and NH,"
uptake were highest under N-resupply. The NOs3-N resupply after 3 days of N-deficiency
resulted in induction of OsAl, OsA2, OsAS5 and OsA7 PM-H'-ATPases in the shoot, and of
OsA2, OsA5, OsA7 and OsA8 in the roots. NH4*-N resupply resulted in induction of the OsA1,
OsA3, and OsA7 isoforms in roots and OsAl in the shoots. A correlation was observed
between nitrate and ammonium uptake, and an increase in the PM H™-ATPases. In the roots,
the NOj5™ transporters OsNRT2.1 and OsNRT2.2 had higher induction under NOs resupply,
while the NHy" transporter OSAMTI.1 and OsAMTI.2 were induced by NH,"-N starvation.
These results showed that the expression of PM H'-ATPases isoforms is related to both NO3’
and NH," transporters and in which plant part it takes place. The knowledge of the interaction
between N-transporters and PM H*-ATPases specific isoforms is important for understanding
NUE in plants. Two H™-ATPases isofoms OsA2 e OsA7 that were most induced under N-
ressuply can be thought as the most probable genes to affect N-uptake efficiency in rice. The
second experiment showed that the varieties IAC-47 and Piaui differ widely about the N
usage. The Piaui variety showed the highest level of nitrate and free Amino-N, and the lowest
levels of NH4". Also, this variety had the highest PM H*-ATPase activity 24 hs after resupply
with 0.2 mM NO;-N, as well as the highest expression of the PM H'-ATPase OsA2 and
OsA7. The Piaui variety showed the highest nitrate influx under N-resupply (0.2 and 5.0 mM
NO5™-N) as well as higher expression of OsNRT2.1, OsNRT2.2 and OsNAR2.I under those
treatments. These results suggest that the highest NO;  uptake of Piaui variety under N-
resupply may be related to the highest expression of genes that code for nitrate transporters
and PM H'-ATPases.

Keywords: PM H-ATPase. Mineral nutrition. Real time PCR.
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1. INTRODUCAO

O arroz € um dos cereais mais utilizados na alimentacao humana em diversas partes do
mundo, principalmente pela polugdo de baixa renda. A producio no Brasil na safra 2010/2011
foi de 12.628,2 mil toneladas em uma area plantada de 2.746,7 mil hectares (CONAB 2011).
Arroz ¢ uma planta estratégica para estudos de absorcdo de N por ter seu genoma
seqiienciado, sendo uma planta modelo entre as monocotiledoneas para estudos moleculares e
pela importancia s6cio-econdmica (ARAKI & HASEGAWA, 2006; DUAN et al., 2007).

O nitrogénio (N) é um nutriente requerido em grandes quantidades pelas plantas, no
entanto, sua disponibilidade € reduzida por ser facilmente perdido por lixiviacdo, volatilizagdao
para a atmosfera ou desnitrificacdo por microrganismos (ZHAN & FORDE, 2000). Isso leva o
N a estar em baixas concentragdes no solo, levando a aplicagdes sucessivas de fertilizantes
nitrogenados ano ap6s ano (GLASS, 2003).

Para suprir a necessidade de N nos cultivos ao redor do mundo sdo gastos
aproximadamente 80 x 10'* g de N anualmente (MILLER ¢ CRAMER, 2004), sendo que
somente 30 — 40% do N aplicado sdo absorvidos pelas plantas. Contudo, a dependéncia de
energia fossil para a fabricagdo de fertilizantes tem onerado os custos de aplicagdo. Em
2007/2008 foram aplicados aproximadamente 128 milhdes de toneladas de adubos
nitrogenados, sendo 65% na produgdo de cereais (GARNETT et al., 2009). Os custos e a
perda de N do solo levam a busca dos mecanismos da eficiéncia de absorcdo e uso de NO;3™ e
NH," pelas plantas.

Diversos estudos tém abordado caracteristicas fisioldgicas e moleculares relevantes
para a eficiéncia de absor¢do de N. Tem sido relatado que os transportadores de nitrato e os
transportadores de amonio de alta afinidade sdo um dos principais fatores envolvidos na
eficiéncia de absorcao de N da soluc@o do solo (ARAKI & HASEGAWA, 2006; SONODA et
al., 2003). A H"-ATPase de plasmalema (PM) também foi revelada ser um elemento chave na
absor¢do de N, além de outros nutrientes, por energizar o transporte através da criagao de um
gradiente de H" entre o apoplasto e o citossol (GLASS et al., 2003; SONDERGAARD et al.,
2004).

O gendtipo e o ambiente influenciam a eficiéncia de absor¢do de N do solo, onde as
caracteristicas fisioldgicas e moleculares estdo em associacao direta com clima, solo e manejo
(SAMBROSKI et al., 2008). Nesse aspecto, plantas que foram selecionadas em ambientes
com baixa disponibilidade de nutrientes apresentariam adaptacdes que lhes permitiriam
absorver nutrientes da soluc@o do solo em baixas concentragdes. Anélises de expressao génica
em larga escala (Microarray, microarranjo) indicam que plantas sob baixa disponibilidade de
N aumentam a expressdo de fatores de transcri¢do envolvidos na regulacio de genes do
metabolismo de C e N, mostrando a importancia da regulacdo transcricional das plantas para
sobreviver em baixa disponibilidade de N (LIAN et al., 2006). A adaptacdo de plantas de
Arabidopsis sob baixa disponibilidade de N estd relacionada com a capacidade de acumular
nitrato nos vacuolos mantendo baixa atividade da enzima nitrato redutase, regulada a nivel
transcricional e pos-traducional (NORTH et al., 2009).

Foi demonstrado que plantas mais eficientes no uso de N possuem maior absor¢do de
NOjs™ na fase vegetativa, que posteriormente pode ser remobilizado para outras partes da
planta (HIREL et al., 2001). A maior eficiéncia de absor¢dao de N pode estar relacionada com
a maior expressdo dos transportadores de NOs’, assim como maior atividade da PM H*-
ATPase necessdria para a criagdo do gradiente de H" entre o citossol e o apoplasto. Em trigo
(Triticum aestivum), 60-95% do N armazenado no grao € proveniente da remobiliza¢do do N



estocado nas raizes e parte aérea (HIREL et al., 2007), mostrando a importancia da absorcao
de N na fase vegetativa.

A principio, hd duas maneiras de favorecer a absorcdo de nutrientes pela planta: a
primeira seria a elevacdo das concentragdes externas através da pritica da adubacgdo; a
segunda € tornando o potencial de membrana mais negativo para os cdtions ou aumentando o
gradiente de H" (AuH") para os anions. Esta tltima envolve diretamente a participagdo das
PM H'-ATPases. Assim, é de interesse da nutricio de plantas identificar quais isoformas de
PM H'-ATPases estio relacionadas com a absor¢io de nutrientes como NO3 e NH,".

Apesar da arquitetura da raiz ser uma importante caracteristica para sobrevivéncia das
plantas, deve-se também selecionar plantas com raizes adaptadas para condi¢des apropriadas
de crescimento (HERDER et al., 2010). Os mecanismos regulatérios da aquisicdo de N do
solo necessitam estar coordenados com o ambiente para garantir a maior absor¢dao de N, como
por exemplo, detectar o nivel de N e transmitir essa informagdo para expressao de genes
relacionados com a absor¢do de N em baixa ou em alta concentracdo (KRAISER et al., 2011).

As variedades de arroz IAC-47 (melhorada) e Piaui (local) foram anteriormente
avaliadas quanto a efici€éncia de uso de N. A variedade Piaui apresentou maior remobilizagcdo
de N para o grao e maior teor de proteina bruta no grao (SOUZA et al., 1998). Quando IAC-
47 e Piauf foram cultivadas durante 28 dias em solucdo de Hoagland modificada com 2 mM
de N-NOjs e submetidas a deficiéncia de N, a variedade Piaui acumulou mais nitrato nas
raizes e bainha, e durante a deficiéncia de NOs™ mostrou-se mais adaptada a ambientes pobres
em nutrientes (SANTOS et al., 2009). A variedade Piaui apresentou maior expressdo de
OsGlIn2 (Glutamina Sintetase plastidial) quando cultivada sob baixo suprimento de NOs’
(BUCHER, 2007). A maior atividade de Glutamina Sintetase (GS) contribui para o melhor
desenvolvimento em condic¢des de baixo suprimento de N (YI-BO et al., 2010).

A variedade Piaui apresentou menor Ky, € maior Vmax com ressuprimento de 0,2 mM
de N-NOj3 em relacdo a variedade IAC-47, indicando que sob baixa disponibilidade de NO3™ a
variedade Piaui apresenta maior afinidade pelo NOj3; e maior velocidade de absorcdo
(SANTOS et al., 2011). Isto pode ser reflexo de mais sitios de absor¢ao de NOs™ na variedade
Piaui, visto que o influxo de NOj3 estd relacionado positivamente com o actimulo de
transcritos de NRT2.1 (principal transportador envolvido na absorcao de NOj3') (LI et al.,
2007).

Dessa forma, a hipétese cientifica deste trabalho é que a absor¢do do NO;3™ disponivel
no meio pode estar relacionada com a maior eficiéncia do sistema de transporte, composto
pelos transportadores de nitrato e bombas de prétons. Os estudos de expressao génica irdao
elucidar como duas variedades de arroz contrastantes quanto a eficiéncia de uso de nitrogénio
se comportam na presenga do NO;'.

Este trabalho teve por objetivo estudar entre as isoformas de PM H'-ATPases quais
sdo induzidas pelo ressuprimento de NOs™ ou NH,*, identificando genes chave para a absorc¢do
de N em arroz. Posteriormente, foi avaliada a eficiéncia de absor¢ao de nitrato por variedades
de arroz contrastantes quando ao uso de N através das isoformas da proteina reguladora NAR
(OsNAR2.1), transportadores de nitrato (OsNRT2.1, OsNRT2.2) e PM H'-ATPases,
relacionando-os com as fracdes nitrogenadas (N-amino livre, N-NH;* e N-NO3") e aclicares
soluveis em condicdes de disponibilidade diferencial de nitrato.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transportadores de Nitrato (NRT) e Transportadores de Amoénio (AMT)

A absor¢do de nutrientes pelas células é mediada por proteinas transportadoras
especificas localizadas na membrana plasmatica. O NOs™ é absorvido por transportadores da
familia génica NRT (Nitrate Transporter), enquanto para o NH," atua a familia génica AMT
(Ammonium Transporter) (MAATHUIS, 2009). Ambos operam em alta e baixa afinidade,
dependendo das concentracdes do fon no meio (FERNANDES & SOUZA, 2006). As
isoformas AMTI.1 e AMT]I.2 (alta afinidade) sdo expressas somente nas raizes (LOQUE et al.,
2007), enquanto na familia NRT todas as isoformas sdo expressas nas raizes, sendo NRT2.1 e
NRT2.2 (alta afinidade) induzidas por NOj3 e as outras isoformas (OsNRT2.3 ¢ OsNRT2.4)
constitutivas (ARAKI e HASEGAWA, 2006).

A absor¢do de NOs3 nas células ocorre através de transportadores presentes na
membrana plasmadtica, que podem ser classificados de acordo com sua afinidade pelo
substrato. Ha transportadores de alta afinidade (HATS - “High Affinity Transport System™)
que operam sob baixas concentracdes de NOs', podendo ser divididos em constitutivos
(cHATS) que operam a concentragdes de aproximadamente 0,2 mM e os induzidos (iHATS)
que operam a concentragdes menores que 0,2 mM. H4 ainda os transportadores de baixa
afinidade (LATS - “Low Affinity Transport System”) que operam em concentracdes acima de
1 mM (SIDDIQI et al., 1990; ASLAM et al., 1992; ASLAM et al., 1993). Os HATS e os
LATS sao codificados, respectivamente, pelas familias génicas NRT2 e NRT1.

O transportador de nitrato NRT1.1, também conhecido por CHLI, foi caracterizado
como um transportador de dupla afinidade (opera tanto em altas concentracdes de nitrato
quanto baixas concentracdes). NRT1.1 opera em alta afinidade quando o residuo de
aminoécido T101 esté fosforilado e em baixa afinidade quando T101 estd desfosforilado (LIU
& TSAY, 2003). Além do transporte de NOs3’, NRT1.1 desempenha papel fundamental como
sensor da concentragdo de nitrato no solo. Em baixas concentragdes de nitrato, NRT1.1 com
T101 fosforilado interage com CIPK23 (CBL-Interacting Protein Kinase 23) e induz a
expressdo de genes associados ao metabolismo de nitrato em baixos niveis (HO et al., 2009).
Sob altas concentragdes de nitrato, NRT1.1 com T101 desfosforilado interage com CIPKS e
induz genes da absorcdo e assimilagdo de nitrato, ndo afetando a absor¢do em baixas
concentracdes (HU et al., 2008).

Recentemente, foi demonstrado que NRT1.1 também atua na sinalizagdo/emissdo de
raizes laterais em Arabidopsis (KROUK et al., 2010). A deficiéncia de NOs3 induz o
crescimento axial das raizes, enquanto alta dose de NOj™ induz a emissdo de raizes laterais.
Quando plantas de Arabidopsis sdo crescidas com 0,2 mM de NOs™ ocorre transporte de
auxina para a ponta da raiz, enquanto que com 5,0 mM de NOs’ o transporte de auxina ocorre
no sentido da raiz lateral através do NRT1.1, promovendo o crescimento da raiz nesse sentido
(KROUK et al., 2010). Esse estudo foi realizado com plantas mutantes sem a expressao de
NRTI1.1 (chll-5), preenchendo a lacuna sob o provdvel mecanismo de controle de
crescimento/arquitetura radicular influenciada pelo NOs'.

Com o seqiienciamento do genoma de Arabidopsis foram encontrados sete provaveis
genes que codificam transportadores de alta afinidade de nitrato, e com exce¢dao de
AtNRT?2.7, todos sdo predominantemente expressos em raizes (WIRTH et al., 2007). Esses
genes sao expressos com padroes que podem depender do suprimento externo de nitrato
(ORSEL et al., 2002; OKAMOTO et al., 2003).

Em arroz sao conhecidos quatro transportadores de nitrato de alta afinidade, sendo que
duas isoformas possuem a mesma seqiiéncia codante (OsNRT2.1 e OsNRT2.2), mas as regioes



nido codantes (UTR, “untranslated region”, regido nao traduzida) sdo diferentes, gerando
diferentes padrdes de expressao entre os genes (ARAKI & RASEGAWA, 2006).

O acimulo de transcritos do transportador NRT2.1 ocorre principalmente nas regides
da epiderme e cértex em raizes (NAZOA et al., 2003), sendo fortemente influenciado por
mudancas ambientais (MILLER et al., 2007). Andlises com plantas de arabidopsis mutantes
sem AtNRT2.1 mostraram deficiéncia de HATS sob baixa dose de nitrato (0,2 mM), mas
quando foram crescidas sob alta dose de nitrato (6,0 mM) nd@o apresentaram sinais de
deficiéncia (ORSEL et al., 2006). A expressao génica dos HATS também ¢ influenciada pelo
status de N. A expressdo do transportador AtNRT2.1 € induzido por nitrato, mas € reprimido
por metabdlitos gerados pela reduc¢do do nitrato, como amonio e aminodcidos (NAZOA et al.,
2003). A diferenca de expressdo entre as isoformas de transportadores de nitrato talvez seja
atribuida as diferentes respostas de cada isoforma ao “status” de N na planta (ARAKI &
HASEGAWA, 2006).

O gene NRT2.1 em trigo (TaNRT?2.1) foi caracterizado, estando presente somente em
uma cdpia no genoma e € expresso principalmente nas raizes (YIN et al., 2007). Esse gene é o
principal responsdvel pela absorcdo de NO3; em trigo e apresentam pico de expressao com 4
horas apds a exposicdo do NOs;, apresentando 77% de homologia da sequéncia de
aminodcidos com OsNRT2.1 (arroz) e 66% com AtNRT2.1 (Arabidopsis).

Estudos de localizacdo sub-celular de AtNRT2.1 usando GFP (Green Fluorescent
Protein, proteina de fluorescéncia verde) mostram que esse transportador estd localizado
somente na membrana plasmatica, logo, ndo possui qualquer fun¢do no acimulo de NO3™ no
vactuolo pois ndo estd presente na membrana do vactolo (CHOPIN et al., 2007). Para a
entrada de NOj3™ no vacuolo foram caracterizados um canal de vaciolo (menor importancia) e
um transportador de NO;™ (AtCLCa) do tipo anti-porte (NO3;/H") (DE ANGELI et al., 2006).

A absorcao de nitrato € um processo altamente integrado, sendo nao sé influenciado
pela disponibilidade de N na rizosfera, mas também com a demanda de N por toda a planta. A
presenca do nitrato na regido da rizosfera induz a sua absor¢do e um sistema de feedback
(retroalimentacdo) negativo causado pelos produtos da assimila¢do do nitrato (principalmente
amoOnio e glutamina) inibem a absorcao de nitrato do meio (GIRIM et al., 2007). O estimulo
para a absorcdo ocorre muito rapidamente, sendo de aproximadamente 30 minutos apds a
exposicao ao fon e requer sintese de novo dos transportadores, evidenciando que a absor¢do
de nitrato € influenciada pelo seu proprio substrato (GIRIM et al., 2007).

A parte aérea regula a absor¢do de nitrato pelas raizes através de moléculas
sinalizadoras transportadas pelo floema para as raizes, principalmente aminodcidos, que
regulam a absor¢do de nitrato pelas raizes por feedback negativo. No entanto, ndo € s6 o status
de N na planta que regula a absor¢do de nitrato, mas também a fotossintese, sendo os acticares
translocados da parte aérea para as raizes um mecanismo regulatorio entre metabolismo de C
e N (LEJAY et al., 2003).

Além da importancia da familia NRT para a absorcdo de NO3; do solo, essa familia
génica também possui membros que atuam no fluxo interno de NO3, destacando os membros
da familia NRT1. Os transportadores de NO3™ de baixa afinidade estdo agrupados na familia
génica NRT1(PTR), juntamente com transportadores de peptideos (TSAY et al., 2007). Essa
familia génica possui 53 membros em Arabidopsis e 80 em arroz, no entanto, transportadores
de NO;3 ndo transportam peptideos e vice-versa porque sao estruturalmente distintos (CHIU et
al, 2004). Diversos transportadores de NOj3™ foram caracterizados em Arabidopsis. Além do
NRTI.1 ja mencionado acima, AtNRT1.2 é expresso constitutivamente somente na epiderme
da raiz e atua na absorcdo de NO;3 em baixa afinidade (HUANG et al., 1999). Apéds a
absor¢do, o NO; pode ser transportado dentro da planta, sendo AtNRTI1.5 expresso nas
células do periciclo e estd envolvido no carregamento do xilema, sendo que mutantes desse
gene apresentam reduzida translocagdo de NO; para a parte aérea (LIN et al., 2008).
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AtNRTI1.4 é expresso nas células do peciolo foliar e plantas mutantes nesse gene apresentam
metade da quantidade de NO3; no peciolo em relagcdo as plantas tipo selvagem (CHIU et al.,
2004). AtNRT1.6 estd envolvido na transporte de NOs; da planta para o embrido em
desenvolvimento (ALMAGRO et al., 2008).

Recentemente, o transportador AtNRT1.8 foi caracterizado e sua fungdo principal esta
no descarregamento do xilema na parte aérea e raiz, sendo que mutantes para esse gene
apresentam alto teor de NO3;  acumulado no xilema e baixo teor em outras células da parte
aérea (LI et al., 2010). AtNRTI1.7 é expresso em células do floema e estd envolvido na
remobilizacdio de NO; sendo que plantas mutantes para esse gene apresentam menor
desenvolvimento quando o NOs™ estd em deplecao no meio (FAN et al., 2009).

Para a ativacdo dos transportadores de nitrato € necessdria uma proteina reguladora
denominada de “proteina NAR” (Nitrate Assimilation Related, ou seja, proteina relacionada a
absor¢do de nitrato), também denominada de NRT3 por alguns autores. A evidéncia da
necessidade dessa proteina foi realizada em oocistos, no qual o transporte de nitrato somente
ocorreu quando foram injetadas as proteinas NRT2 e NAR2 juntas, enquanto a injecdo
separada de cada proteina ndo promoveu o transporte de nitrato (ZHOU et al., 2000). Os
estudos em plantas também confirmaram a necessidade da proteina NAR para que ocorra o
transporte de nitrato (OKAMOTO et al., 2003).

Plantas de arabidopsis transformadas por RNAi (RNA interferente) sem a expressao
de AtNAR?2.1, apresentaram expressivo decréscimo do sistema de absorcao de nitrato de alta
afinidade (ORSEL et al., 2006). Quando as plantas foram cultivadas em solu¢do com baixa
concentracdo de nitrato (0,5 mM), somente as plantas do tipo selvagem cresceram, enquanto
que as plantas sem AtNAR2.I nao se desenvolveram. Em solucdo com alta concentragao de
nitrato, as plantas sem AfNAR2.] cresceram normalmente. A expressdo de AtNAR2.I parece
ser simultanea a expressao do transportador de nitrato AtNRT2.1, possivelmente em resposta
ao “status” de N (N-amino livre e N-NH;") na planta (ARAKI & HASEGAWA, 2006). Uma
mutacao sitio dirigida em uma regido conservada da seqii€éncia génica da proteina NAR gerou
fortes decréscimos na absorcao de nitrato (KAWACHI et al., 2006). A regulagao por feedback
sofrida pelos transportadores por compostos da reducdo do nitrato também diminuiu a
expressdo de AfNAR2.1. Em Arabidopsis, AtNRT2.1 n3o estd presente na membrana
plasmdtica em plantas mutantes nar2.1-1, sugerindo que NAR2.1 estd envolvida no
enderecamento de NRT2.1 (WIRTH et al., 2007).

A localizagdao sub-celular de AtNAR2.1 foi revelada recentemente. De forma
semelhante ao AtNRT2.1, AtNAR2.1 estd localizada principalmente na membrana plasmaética
e ausente na membrana do vacutolo (YONG et al., 2010). O complexo funciona como um
tetramero, sendo duas subunidades de OsNRT2.1 e duas subunidades de OsNAR2.1.

A dindmica dos transportadores de amonio difere em relacdo aos transportadores de
nitrato. A expressao dos transportadores de amodnio € controlada pelos niveis de aminodcidos
na célula, principalmente glutamina (SONODA et al., 2003). Como o amonio € prontamente
assimilado em esqueletos de carbono apds a absor¢do, os teores de amonio correlacionam
positivamente com os teores de N-amino livre. Os transportadores de amonio sdo altamente
expressos pela deficiéncia de amonio, provocados pelo decréscimo dos teores de aminodcidos
livres, de modo que o ressuprimento causa alto influxo de amoénio e conseqiiente redugdo da
expressdo dos transportadores de amonio (LI et al., 2006). Os niveis de glutamina gerados
pela assimilagdo de NH," regulam diversos genes envolvidos na resposta das plantas ao NH,".

Outro mecanismo de regulacdo transcricional exercido pelo NH,* foi demonstrado por
PATTERSON et al. (2010). Segundo esses autores, a absor¢io de NH4" que resulta na
acidificacdo do apoplasto e conseqiientemente bombeamento de H* pelas PM H'-ATPases
atuaria como sinal para a expressdo de genes relacionados com a absor¢do de NH,". Essa
hipétese foi demonstrada usando um inibidor especifico da glutamina sintetase (MSX), que



nio permite a assimilacio de NH," e ndo inibe a sua absorc¢do. Os dois mecanismos afetam a
resposta transcricional exercida pelo NH4", contudo, a expressio dos transportadores de NH,"
estd diretamente relacionada com o status de N na raiz na forma de N-amino livre.

Os transportadores de amonio de alta afinidade (AMTI1) sdo bastante estudados,
destacando-se os genes AMTI.1, AMTI1.2 e AMTI.3 em arroz e Arabidopsis. Diferentes
padrdes de expressdo foram encontrados entre as isoformas de AMT1. A isoforma OsAMT]I.1
mostrou-se constitutiva, enquanto OsAMTI1.2 é induzida por amdnio e OsAMT1.3 reprimida
(SONODA et al., 2003). A expressao do gene AMTI.l1 em arroz e Arabidopsis mostra o
mesmo padrdo, com aumento de expressao em resposta a deficiéncia de N e repressdo em
resposta ao ressuprimento de NHy4", sendo que AtAMT]I.1 ndo é regulado pelo status de N da
parte aérea (GANSEL et al., 2001).

A super-expressdo do gene OsAMT]I.1 (alta afinidade) aumentou a absor¢do de NHy4"
em altas concentragdes (2 mM), conseqiientemente, o crescimento das plantas foi fortemente
reduzido (HOQUE et al., 2006). O efeito inibitdrio no crescimento das plantas mutantes sob
alta concentragcdo de NH,4" pode ser decorrente dos efeitos inibitérios que o NH4* exerce sob o
crescimento vegetal quando em altas concentracdes, desde consumo de esqueletos de carbono
até o ciclo futil de NH4" que gera consumo de ATP (BRITTO et al., 2001).

As principais isoformas envolvidas na absor¢do de amonio da solugdo do solo sdo
OsAMTI.1 e OsAMTI1.2, sendo OsAMTI.1 expressa predominantemente no cortex radicular,
periciclo, epiderme e pélos radiculares (MAYER e LUDEWING, 2006). O uso da inser¢do de
T-DNA no gene AMTI.1 provoca reducdo da absorcdo de amodnio em 70% na faixa de
absor¢do dos HATS (KAISER et al., 2002), mostrando seu papel fundamental na absor¢cao de
amonio no solo. A isoforma OsAMTI.2 é expressa principalmente no cilindro central,
sugerindo sua importante fun¢do no transporte de amonio no interior da planta. Para a
isoforma OsAMTI1.3 tem sido sugerida sua funcdo como sinalizador da presenca de
nitrogénio, por ser reprimido na presenga de amonio e nitrato (SONODA et al., 2003).

Em Arabidopsis foi demonstrado que o gene AtAMT1.3 esta envolvido na emissdo e
crescimento de raizes laterais, uma caracteristica até entdo conhecida pelo NOs™ (LIMA et al.,
2010). AtAMTI.1 exerce a mesma funcdo na absor¢do de NH;" ndo esté relacionado com a
emissdo e crescimento de raizes laterais.

Além da regulagio transcricional exercida pelo NH;* sob os membros da familia
AMT, a regulacao pds-traducional através da fosforilagao do residuo T460 de Thr na regido C
terminal é um importante mecanismo de regulacio da absor¢io de NH,;". Com o
ressuprimento de NH,* em plantas de Arabidopsis, os niveis de fosforilagdo no residuo T460
no AMT1.1 sdo proporcionais a dose de NH," aplicado e tempo de exposi¢do, ou seja, quanto
maior a dose de NH4" aplicado maior serd a fosforilagio no AMT1.1 inativando a absor¢do de
NH," por esse transportador (LANQUAR et al., 2009). A extremidade N-terminal da familia
AMT1 ¢é fundamental para a estabilizacao do oligdmero (trés proteinas), sendo que a absorcao
de NH," é fortemente reduzida quando o oligdmero € desfeito (GRAFF et al., 2011).

2.2. A H-ATPase de Membrana Plasmatica (PM H*-ATPase, EC 3.6.3.6)

As PM H*-ATPases sdo glicoproteinas transmembrana com importantes fun¢des no
desenvolvimento da célula vegetal. Essas proteinas sdo bombas eletrogénicas que hidrolisam
ATP para gerar um movimento vetorial de H" em direciio ao apoplasto. O bombeamento de
H" pelas H-ATPases resulta em gradiente de prétons AuH" e gera a forca préton-motriz (Ap)
que energiza o processo de absor¢do de anions como o NOs; (SOUZA & FERNANDES,
2006). O bombeamento de H' tem caréter eletrogénico, produzindo uma queda no potencial
de membrana. Esta variacdo (Ay) modifica o gradiente de potencial eletroquimico que, neste
caso, favorece a absor¢io passiva de cétions como o NH,".



As H'-ATPases ndo sdo encontradas em animais, nos quais as enzimas equivalentes
sd0 as Na'/K'-ATPases (ausentes em plantas). Entretanto, ambos os tipos de bombas de
prétons sdao evolucionariamente relacionadas a mesma superfamilia das P-ATPase
(SONDERGAARD, et al., 2004; GAXIOLA et al., 2007).

As PM H'-ATPases sdo codificadas por uma familia génica com diferentes
propriedades regulatérias (CHANG et al., 2009). O seqiienciamento do genoma de arroz
revelou a existéncia de dez isoformas de PM H'-ATPases. Para esse elevado nimero de
isoformas, BAXTER et al. (2003) propuseram trés diferentes explicagdes: as diversas
isoformas podem estar envolvidas em determinados tipos de células com uma unica
propriedade bioquimica, apresentar expressdo tecido-especifica com niveis de expressdo
apropriados a cada tecido ou as multiplas isoformas apresentam fun¢des redundantes.

Diversos padrdes de expressao tecido especifico tém sido observados entre diferentes
isoformas de vérias espécies, incluindo Arabidopsis e tabaco (ARANGO et al., 2003). Por
exemplo, em Arabidopsis onde hd 11 isoformas, AHAIO foi identificada durante o
desenvolvimento da semente (HARPER et al., 1994) e AHA4 € expressa preferencialmente na
endoderme da raiz, em flores e na maturacdo de siliculas (VITART et al., 2001). Em pepino,
CsHA?2 é expressa em vdrias partes da planta, sendo abundante nas folhas, enquanto CsHA3 é
expresso predominantemente nas raizes (MLODZINSKA et al., 2010). Como CsHA3 ¢é
expressa predominantemente em raizes laterais, talvez essa isoforma esteja envolvida na
aquisicdo de nutrientes da solugio do solo. O gene da isoforma de PM H'-PM H+-ATPase:
AHA2, caracterizada em Arabidopsis, € expresso predominantemente nas raizes,
principalmente nas células da epiderme, cortex, floema e xilema (FUGLSANG et al., 2007).

Isoformas ortélogas de Arabidopsis e tabaco nem sempre apresentam o mesmo padrao
de expressdo tecido especifico (ARANGO et al., 2003). No entanto, algumas funcdes no
metabolismo vegetal sdo especificas para uma determinada isoforma, por exemplo,
experimentos com RNA interferente impedindo a expressdo da isoforma Pm4 em tabaco,
provocaram falhas no desenvolvimento, transporte de acucares e ‘“macho esterilidade”
(ZHAO et al., 2000).

Além das PM H'-ATPases estarem envolvidas no crescimento vegetal, essa enzima
desempenha papel fundamental em estresses abidticos, como na tolerancia ao estresse salino
por causa do transportador antiporte Na:H" na membrana plasmética, sendo que o tratamento
com NaCl induziu a isoforma de PM H"-ATPase OsA7 em arroz (SAHU & SHAW, 2009).

Além da regulagdo transcricional da PM H'-ATPase, a pés-traducional é uma das vias
mais importantes de regulacdo dessa enzima. A PM H*-ATPase ¢ ativada por fosforilacdo no
penultimo residuo de treonina (Thr), no dominio inibitério C-terminal e subseqiiente ligacdao
da proteina regulatéria 14-3-3 (GAXIOLA et al., 2007). BOBIK et al. (2010) estudando as
isoformas de PM H*-ATPases mais expressas em tabaco (PMA2 e PMA4) desenvolveram
anticorpos especificos para detectar a fosforilacdo de cada isoforma de PM H*-ATPase. Esses
autores verificaram nas folhas de fumo que ndo mais que 44% de PMA2 e 32% de PMA4
estdo ativas (fosforiladas) em condi¢cdes normais de crescimento. Esses resultados indicam
que o controle pos-traducional € diferente entre as isoformas de PM H'-ATPases e que se
constitui em uma importante forma de regulacdo da atividade dessa enzima. A ativacdo pos-
traducional resulta na formacio de um complexo de seis PM H'-ATPases e seis protefnas 14-
3-3, formando um dodecamero (OTTMANN et al., 2007). No entanto, uma isoforma de PM
H"-ATPase nio forma dodecAmero com outra isoforma. As isoformas PMA2 e PMA4 nio
formam estrutura em conjunto, sugerindo que essas duas isoformas que pertencem a duas
diferentes subfamilias possuem diversas propriedades regulatdrias da atividade (BOBIK et al.,
2010).

A superexpressdo de uma isoforma de PM H*-ATPase pode nio gerar modificacdes na
atividade dessa enzima por causa de sua regulacdo pds-traducional. A clonagem e super-
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expressdo do gene completo de PMA4 (wtPMA4) aumentou atividade da PM H*-ATPase in
vitro e bombeamento de H*, no entanto, nio alterou o crescimento vegetal e pH apopléstico
(GEVAUDANT et al., 2007). Quando houve a superexpressdo do gene de PMA4 truncado
(APMAA4, ou seja, sem os 103 dltimos residuos, correspondentes a extremidade regulatéria C-
terminal), ndo foi observada maior atividade da PM H*-ATPase e bombeamento de H', mas
foi verificado menor pH apopléstico, ou seja, maior atividade in vivo (GEVAUDANT et al.,
2007). Foi verificado também que plantas superexpressando wtPMA4 apresentavam maior
quantidade de enzima, evidenciando o controle pds-traducional. Plantas superexpressando
APMA4 apresentaram maior tolerdncia ao estresse salino, enquanto as plantas
superexpressando wtPMA4 nao apresentaram diferengas em comparacdo as plantas normais.
Esses autores indicam que a atividade da PM H*-ATPase in vitro (medido pela atividade da
PM H*-ATPase e bombeamento de H") pode diferir da atividade da PM H'-ATPase in vivo
(pH apopléstico).

As principais isoformas de PM H*-ATPase em Arabidopsis sdo AHAI e AHA2 (mais
expressas). Plantas mutantes sem a expressio de AHAI ou AHA2 usando T-DNA geraram
menor atividade da PM H*-ATPase, menor bombeamento de H*, menor atividade da PM H*-
ATPase in vivo e menor crescimento (HARUTA et al., 2010). A mutacdao de AHAI e AHA2
simultinea foi letal. Esses resultados mostram que isoformas especificas de PM H'-ATPase
tem maior importancia no crescimento vegetal, pois mesmo que codifiquem para a mesma
enzima, isoformas mais expressas tem maior importancia no desenvolvimento vegetal.

2.3. Relacdo entre a Absorcio de Nutrientes e a PM H'-ATPase

Uma das primeiras evidéncias de que as PM H™-ATPases estdo envolvidas na absor¢io
de nutrientes foi feita por SANTI et al. (1995), que observaram que plantulas de milho quando
supridas com NOs™ apresentavam maior atividade da PM H*-ATPase com pico as 8 horas.
SANTI et al. (2003) verificaram em milho que o aumento da absor¢do de NOj3 ¢é
acompanhado pelo aumento de expressio das isoformas de PM H'-ATPases MHA3 e MHAA4,
resultando no aumento de atividade das PM H*-ATPases. No entanto, outras isoformas ainda
desconhecidas em milho podem estar atuando na absor¢do de NO;'.

LIU et al. (2008) observaram que plantas supridas com NOj; apresentaram maior
crescimento de raizes laterais acompanhado de maior expressdo de ZmMHA4, assim como
outros genes envolvidos na absor¢do de NO3 (ZmNRT2.1), crescimento e divisdo celular
(expansina, ZmExpAl) e aquaporinas (ZmTIP2-3). Nesse mesmo artigo os autores observaram
que a expressdo da isoforma de PM H'-ATPase (ZmMHA4) est4 envolvida no crescimento de
raizes laterais, de acordo com a teoria do crescimento dcido. Outros autores verificaram
resposta de expressio de PM H'-ATPase em milho em resposta ao suprimento de NOj’
(SANTT et al., 2003, QUAGGIOTTT et al., 2003).

Isoformas especificas de PM H*-ATPase atuam no processo de absor¢io de nutrientes
do solo. Foi verificado que as isoformas AHA2 e AHA7 responderam a deficiéncia de ferro
(Fe) em Arabidopsis (SANTI et al., 2009). Em raizes de pepino, transcritos de CsHAI
acumulam nas raizes em resposta a deficiéncia de Fe, enquanto que o nivel de transcritos de
CsHA?2 nao € alterado (SANTI et al., 2005). CHANG et al. (2009) usando uma linhagem de
Tosl7 com a isoforma de PM H'-ATPase OsAS silenciada, verificaram seu envolvimento na
absorc¢do e translocacao de fésforo (P). O silenciamento de OsA8 afetou a expressao de outras
isoformas de PM H'-ATPase e transportadores de P, além de diminuir o contetido de P na
parte aérea. No entanto, ainda ndo é conhecido quais isoformas de PM H'-ATPases estdo
envolvidas na absorcao e translocacdo de N em arroz.

Na deficiéncia de P os transportadores de fésforo (PT) sdo induzidos. SHEN et al.
(2006) demonstrou que em soja a deficiéncia de P ndo somente induz a maior atividade da



PM H'-ATPase mas também a expressio de um gene de PM H'-ATPase (AF091303),
mostrando a func¢ao dessa enzima na adaptac@o a diversos estresses ambientais.

Na absor¢io de K a PM H'-ATPase desempenha papel fundamental na manuten¢io do
equilibrio de cargas entre o apoplasto e o citossol. O uso de vanadato (inibidor de atividade da
PM H*-ATPase) diminuiu a absor¢io de K, enquanto que a aplicacdo de fusicocina (toxina
flingica que ativa irreversivelmente a PM H'-ATPase) levou ao aumento da absor¢do de K
(BUCHER et al., 2006).

Nos bancos de dados, a busca por genes expressos tém sido facilitada com o uso de
ESTs (Expressed Sequence Tags, fragmentos de seqii€éncias expressas), que sao pequenas
por¢des de um gene expresso que apds O seqiienciamento servem para identificar genes
desconhecidos ou mapear sua posi¢ao dentro do genoma (RUDD, 2003). Os ESTs podem ser
facilmente acessados em banco de dados on-line como o NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e TIGR (The Institute Genomic Research), permitindo saber se o
gene de interesse estd sendo expresso e em qual parte da planta. Somente as isoformas OsA2,
OsA3, OsA7 e OsA9 apresentaram ESTs em raizes de arroz (respectivamente, 11, 2, 156 e 1
ESTs). A isoforma OsA7 foi a que teve maior nimero de ESTs em raizes de arroz, enquanto
que ESTs da isoforma OsAI0 foram encontradas na panicula no estigio de florescimento
(BAXTER et al., 2003). Um panorama geral dos ESTs das PM H'-ATPases de arroz estd
disponibilizado na tabela anexa 1.

Da mesma forma que a expressdo dos transportadores de nitrato (ARAKI &
HASEGAWA, 2006), os transportadores de amoénio (SONODA et al., 2003) foram
caracterizados em relagdo ao ressuprimento de N, enquanto a familia das PM H'-ATPases
ainda necessita de estudos de expressdo para verificar genes dessa familia, importantes para a
absorcdo de N do solo. No entanto, os estudos relatando a expressio das isoformas de PM H'-
ATPases e absorcdo de N abordaram isoformas especificas (SANTI et al., 2003;
QUAGGIOTTI et al., 2004), ndo considerando toda a familia génica das PM H*-ATPase.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Expressio das Isoformas de PM H'-ATPase e Transportadores de nitrato e amonio
em Resposta a Deficiéncia e Ressuprimento de N-NO; e N-NH4" em Plantas de Arroz da
Variedade Nipponbare - Experimento I

3.1.1 Cultivo e conducao do experimento das plantas de arroz variedade Nipponbare
usando N-NO;3 ou N-NH,*

O cultivo das plantas foi realizado em camara de crescimento, com fotoperiodo de
14h/10h (luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos de 250 umol m?s”, umidade relativa do
ar de 70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

Sementes de arroz (Oryza sativa L. cv Nipponbare) foram previamente desinfetadas
em solucdo de hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos e depois lavadas vérias vezes com
dgua destilada. Em seguida foram transferidas para potes contendo somente dgua destilada
onde uma gaze foi usada para impedir a imersdao das sementes. Seis dias apOs a germinagao,
as plantulas foram transferidas para vasos com volume de 700 ml com quatro plantas por
vaso, usando solu¢do de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950) modificada com % da
for¢a i0nica total, onde um grupo recebeu 2 mM de NO3; como fonte de N e outro 2 mM de
NH,". O pH da solucdo no experimento com N-NOs foi 5,5 e no experimento com N-NH,*
6,0. Apés trés dias, as plantas receberam solu¢do de Hoagland modificada com %2 forca
ionica, continuando um grupo com 2 mM de NO3 como fonte de N e outro com 2 mM de
NH,". A partir de entdo, esta mesma solucdo foi reposta a cada trés dias. Um esquema da
condugdo do experimento I é apresentado na Figura 1.

3 horas
Coleta
Germinacio 15DAG 18DAG &
2mM N-NOj;™ ou N-NH,* 2mM N-NO; ou N-NH,*
2mM N-NOs ou N-NH,* Sem N (deficiéncia)

DAG: dias ap6s a germinagao.

Figura 1. Modelo do experimento I usando a variedade de arroz Nipponbare para estudo da
expressdo das isoformas de PM H'-ATPase, quando sob cultivo constante em 2 mM de
nitrato ou amodnio, deficiéncia de N e deficiéncia de N seguida de ressuprimento com 2
mM de nitrato ou amonio. Foram feitos dois diferentes experimentos: um com N-NOj3
e outro com N-NH,* como fonte de N.

Quinze dias apés a germinagao, */5 dos vasos de cada grupo receberam solucio de
Hoagland modificada sem nitrogénio, enquanto o restante continuou recebendo a solucao de
Hoagland com 2 mM de N-NOs™ ou N-NH,". Dezoito dias apds a germinacio, a metade dos
vasos com solucdo sem nitrogénio voltou a receber solucdo com N-NO; ou N-NH,
(ressuprimento), enquanto a outra metade permaneceu sem N-NOs™ ou N-NH," por trés dias
(deficiéncia). Assim, houve trés tratamentos: um grupo permaneceu constantemente com N-
NOs" (controle), outro foi submetido a um periodo de deficiéncia de N-NOs™ ou N-NH4" por
75 horas e o ultimo que foi submetido ao ressuprimento com 2 mM de N-NOj3™ ou com N-
NH,4" apés 72 horas de deficiéncia.
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Trés horas apds o inicio dos tratamentos, as plantas foram divididas em parte aérea e
raiz e amostras separadas para extra¢io do RNA total, fragdes soliveis (N-NO3z', N-NH," e N-
amino livre) e extracdo de vesiculas de PM H'-ATPases. Foram coletados também 2 ml de
solugdo nutritiva para calcular o influxo aparente de NO3” ou NH;" pela deplecdo do nutriente.

3.1.2. Avaliacio da expressdo génica da PM H'-ATPase (Osal a OsAI0) e
transportadores de nitrato (OsNRT1.1, OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e aménio (OsAMTI.1,
OsAMTI1.2 e OsAMT1.3)

a) Extracao de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido segundo GAO et al. (2001) utilizando tampao NTES (0,2 M
Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,3 M NaCl; 2% SDS). Amostras de parte aérea e raiz foram
maceradas em N; e homogeneizadas em uma mistura contendo 4,5 ml de tampao NTES e 3
ml de solugdo fenol:cloroférmio (1:1). Apés centrifugacio a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C
e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O RNA total foi precipitado pela adi¢ao de
1/10 volume de 2 M acetato de sédio pH 4,8 (NaOAcpgpc) € 1 volume de isopropanol puro
gelado. A seguir a mistura foi mantida a -20 °C por 2 horas seguida de centrifugacao a 12.000
x g por 10 min. O precipitado foi solubilizado em 2,5 mL de H;Opgpc e precipitado
novamente pela adi¢do de 2,5 mL de 4 M cloreto de litio pH 4,8 (LiClpgpc). Apds
centrifugadas a 12.000g por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70% e dissolvido
em 0,1 mL de H,Opgpc.

A qualidade do RNA extraido foi verificada espectrofotometricamente por meio das
relacdes Aneo/Anzo € Azso/Anso € visualizagdao em gel de agarose (1%) com brometo de etidio.
As amostras de RNA total utilizadas nas reacdes de sintese do cDNA foram tratadas com
DNAse I (Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante. A fita simples de cDNA foi
sintetizada utilizando a “TagMan Reverse Transcription Reagents” (Applied Biosystems) e
primer oligodT de acordo com as recomendagdes do fabricante.

b) PCR em Tempo Real dos genes que codificam para as PM H'-ATPases,
transportadores de nitrato e transportadores de amonio em arroz variedade Nipponbare

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o kit
“SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes
do fabricante. Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta
ciclos de amplificacdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a
curva de dissociacdo com aumento de temperatura de 0,3°C de 60°C até 95°C para verificar a
especificidade da reacdo. O gene da actina foi usado como controle (JAIN et al., 2006).

Os primers foram desenhados com o auxilio do programa Primer Express (Tabela 1).

A especificidade dos primers foi analisada por alinhamento das seqii€ncias nos bancos
de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e experimentalmente ao fim da reagdo de PCR
durante a “curva de melting”. Todos os primers usados apresentaram especificidade para cada
gene analisado.

Os célculos de expressdao foram feitos de acordo com LIVAK e SCHMITTGEN
(2001) usando o tratamento com suprimento constante como controle, a partir dos valores de
Cr (Cicle Threshold, ciclo limite) obtidos na reagao de PCR em tempo real.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers usados nas reacdes de PCR em tempo real para os dez
genes das isoformas de PM H'-ATPases (OsAl a Osl0), trés isoformas de
transportadores de nitrato (OsNRT1.1, OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e amonio (OsAMTI.1,
OsAMTI1.2 e OsAMTI.3), actina (OsActll) de arroz, nimeros de introns e éxons e
acessos nos bancos de dados TIGR e NCBIL

Gene Primers Forward/ Reverse Intron_Exon Acesso TIGR Acesso NCBI
5-TGGGCACATGCACATAGGA-3’

0sAl 5'-GCTCACTGTAGCCGGTCTTCTC-3' 2021 LOC_Os03g48310  NM_001057482.1
osi3 SAATICTGOANTCACCTACOTGTACTTS 30 31 L0C 081244150 n oimonan
0sa4 Y 3 11_12 LOC_0s05g25550  NM_001061721.1
OsA6 2ég:%gggggggﬁﬁfgfﬁf&z 3.4 LOC_0s02g55400 NM_001054930.1
15 ToCowrgseler  wmoaess
0sa8 STGTITAACCTACAACACGACARTOC 1920 LOC.OW301120 v onossszs
0549 Y i 19_20 LOC_Os03g08560  NM_001055720.1
OsA10 22(0}2(;8 /:\nggg%ég :X ié-y 2.3 LOC_0s06g08310 NM_001063515.1
OsNRTI1.1 2ggégggggg¥ggfggfff}%3 2.3 LOC_0s08g05910.1 NM_001067555.1
OsNRT2.1 2 ?%CG :chc f&%@%ﬁgﬁiﬁéﬁi%’g. 0_1 LOC_0s02g02170.1 NM_001052193.1
OsNRT2.2 2 iiiggé?iﬁgiii&éﬁ?& AACAG-3' 0_1 LOC_0s02g02190.1 NM_001052194.1
OsAMTLI* 3 O s 2.1 LOC_Os04g43070.1  NM_001059816.1
OsarTize | OMAGCACATOCCGCAGACA S = LOC_Os02640710.1  NNoo1053901
OsAMTL3% 3 O e & 2.1 LOC_0s02g40730.1 ~ NM_001053991.1
OsActll ‘2 ::g&%%&%%%égg?{‘&?g&%cgfg? ' 3 4 LOC_0Os03g50885.1  NM_001057621.1

*Para os genes OSAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMT].3 foram usados os primers desenhados por DUAN et al. (2007).

3.1.3 Analises de N-NH,*, N-NO5’, N-amino livre e acticares soliveis em tecido vegetal

Amostras de 0,5 grama de material coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e ap6s particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984) a
fracdo soldvel obtida foi utilizada para a determinacdo dos teores de N-amino livre (YEMM
& COCKING, 1955), N-NH," (FELKER, 1977), N-NO3 (CATALDO et al., 1975) e agticares
soliveis (YEMM & WILLIS, 1954).

3.1.4 Determinaciio da absorc¢io de NO3; e NH,"

A absor¢do foi determinada pela deple¢io de NO; e NH;" em solucdo nutritiva.
Foram retiradas amostras de solu¢do nutritiva de 2,0 ml no inicio do tratamento e apds seis
horas de exposicdo ao NO; e NH4". A absorcdo liquida foi determinada proporcional ao peso
fresco de raiz, sendo expressa em pumoles de N absorvido por grama de peso fresco por hora.
Os teores de N-NO;3™ foram determinados de acordo com CATALDO et al. (1975) e N-NH,*
por FELKER (1977).

3.1.5 Avaliacio da atividade das PM H*-ATPases
a) Extracdo das vesiculas contendo a PM H*-ATPase

Apoés a separacdo das plantas em raiz e parte aérea, a extragdo das vesiculas de
plasmalema e atividade das PM H"-ATPases foram realizadas de acordo com FACANHA e
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DE MEIS (1995) e SANTOS et al. (2009). Amostras de raiz e parte aérea foram maceradas
com tampao de extracdo gelado (Tris-Cl S0 mM (pH 8,0), sacarose 250 mM, glicerol 100
mlL/L, KI 150 mM, cloreto de colina 100 mM, EGTA 2 mM, EDTA 2 mM,
polivinilpirrolidona (PVP) 10 g/L, fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM, ditiotreitol
(DTT) 5 mM, 2-mercaptoetanol 5 mmoles/L e 5 g/L. de albumina). Ap6s filtrar o homogenato
em quatro camadas em gaze foi realizada uma centrifugacio a 3.600 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e centrifugado e 8.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e agora centrifugado a 105.000g por 1 hora. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o precipitado com 2 mL de um meio contendo: Tris-HCI 30 mM (pH 7,5),
glicerol 150 mL/L, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM e PMSF 1 mM.
Em seguida este material foi colocado sobre um gradiente de sacarose de 430 g/L-300 g/L-
100 g/L e centrifugado a 105.000g por 1 hora. As vesiculas de plasmalema e tonoplasto foram
separadas por densidade de flutuacdo e formaram bandas que puderam ser coletadas e diluidas
em meio de suspensdo na propor¢ao de 2:1 (meio:banda). As fracdes de plasmalema e
tonoplasto agora separadas foram submetidas a uma centrifugacao de 105.000g durante 40
min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado em 1 mL de meio de
suspensdo, congelado em N, liquido e armazenado a -80 °C para posteriores anélises. O
conteddo de proteina dos extratos foi determinado de acordo com BRADFORD (1976)
utilizando albumina de soro bovino como padrao.

b) Atividade da PM H*-ATPase

A atividade das PM H'-ATPases foi realizada de acordo com SANTOS et al. (2009)
usando meio de reacdo composto de MOPS-BTP 30 mM (pH 6,5), MgSO4 5 mM, KCI 50
mM, Na,MoO,4 1 mM, 0,2 mL/L de Triton X-100, KNO3; 50 mM, NaN3; 1 mM e ATP 5 mM.
Para cada amostra foi feito um branco usando vanadato 0,2 mM (inibidor da atividade das PM
H"-ATPases). A reagio foi iniciada com a adi¢do de 0,5 ug de proteina no meio de reacdo,
com incubacdo a temperatura constante de 30 °C. Apods 1 hora de incubagao foi adicionado a
cada tubo 1 ml do meio de parada (2% v/v de H,SO4, 5% p/v de SDS, 0,7% p/v de
(NH4):Mo004) e 50 uL de 4cido Ascérbico 10% p/v. Apds 10 minutos foi adicionado 1,45 mL
do meio contento citrato (4% de citrato de s6dio e 2% dacido acético glacial) para evitar
desenvolvimento adicional da coloracdo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 820 nm.

3.2. Efeito do Ressuprimento e Deficiéncia de NOj3™ sobre a Expressao e Atividade da PM
H'-ATPase, Transportadores de NO3 e Proteinas NAR nas Variedades de Arroz Piaui e
IAC-47 - Experimento II.

3.2.1 Cultivo e conducao do experimento das plantas de arroz variedade IAC-47 e Piaui
usando N-NOj3’

As plantas foram cultivadas conforme descrito no experimento I, com algumas
modificagdes (Figura). Foram utilizadas as variedades de arroz Piaui (adaptada a
disponibilidade diferencial de N) e IAC-47 (melhorada, para altas doses de nutrientes). Foram
usados quatro tratamentos: (i) suprimento constante com 2,0 mM de N-NOs’, (ii) deficiéncia
de NOj por trés dias, (iii) ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ apds trés dias de deficiéncia
de NOs', (iv) ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3™ ap6s trés dias de deficiéncia de NO5™. As
coletas foram feitas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o ressuprimento.
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Coletas

3h 6h 9h 24h

Germinacao 15DAG 1SDAG ¢ ¢ ¢ ¢
2mM N-NOjy 2mM N-NO;y
2mM N-NOs” Sem N (deficiéncia)

DAG: dias ap6s a germinagao.

Figura 2. Modelo do experimento II usando as variedades de arroz IAC-47 e Piaui para
estudo da expressdo das isoformas de PM H*-ATPase e transportadores de NO3'.

3.2.2. Avaliacio da expressio génica das PM H'-ATPases (Osa2 e OsA7) e
transportadores de nitrato (OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e proteinas NAR (OsNAR2.1)

Os procedimentos para extracdo de RNA total, sintese de cDNA e PCR em tempo real
sdo os mesmos descritos anteriormente nos itens 3.1.2.1 e 3.1.2.2, respectivamente. Os
primers usados foram os mesmos apresentados na tabela 1, com o acréscimo dos primers
forward e reverso usados para OsNAR2.I 5’-AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3" e 5°-
ACTTCACCGTGCTTGGGC-3', respectivamente.

3.2.3 Anilise de N-NOj3’, N-NH;", N-amino livre; absorc¢io de NOs’; atividade da PM H'-
ATPase e atividade da Nitrato redutase

Foram realizadas de acordo com os itens 3.1.3 a 3.1.5. A atividade da Nitrato Redutase
foi feita de acordo com JAWORSKI (1971).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao das Isoformas de PM H'-ATPases e Transportadores de NO3; e NH;* em
Resposta a Deficiéncia e Ressuprimento de N-NO3 e N-NH;* em Plantas de Arroz da
Variedade Nipponbare - Experimento I

Das dez isoformas de PM H*ATPases estudadas, foi possivel detectar a expressio de
sete nas raizes de arroz: OsAl, OsA2, OsA3, OsA4, OsAS5, OsA7 e OsAS8 (Figuras 3a e c). Na
parte aérea, foi detectada a expressdo de seis isoformas: OsAl, OsA2, OsA3, OsAS5, OsA7 e
OsA8 (Figurab e d). As isoformas OsA6, OsA9 e OsAIO apresentaram expressao
extremamente baixa ou simplesmente ndao foram expressas.

As andlises de PCR em tempo real mostraram que as isoformas de PM H'-ATPases
sdo reguladas transcricionalmente de maneira distinta pelo ressuprimento de NOs™ ou NH,"
(Figura). As isoformas OsA2, OsAS5, OsA7 e OsA8 foram induzidas nas raizes quando houve
ressuprimento com NOj', sendo a OsA2 induzida cerca de trés vezes (Figura 3a). Nas plantas
que permaneceram sem NO;  durante trés dias, nenhuma isoforma de PM H'-ATPase foi
induzida na raiz (Figura 3a). Por outro lado, na parte aérea foi observada inducdo das
isoformas OsAl, OsA2, OsA5 e OsA7 tanto no ressuprimento quanto na deficiéncia de NOs,
com maiores niveis de inducdo no ressuprimento de NOj3™ (Figura 3b). As isoformas OsA2 e
OsA7 foram as mais induzidas entre as isoformas de PM H'-ATPases no ressuprimento de
NOjs' tanto na raiz quanto na parte aérea (Figura 3a e 1b). As isoformas OsA3 e OsA4 foram
reprimidas na deficiéncia de NOs™ nas raizes (Figura 3a), enquanto na parte aérea OsA3 foi
reprimida pela deficiéncia de NOs™ (Figura 3b).

Quando as plantas foram cultivadas com NH4", houve inducdo das isoformas OsAl,
OsA3 e OsA7 nas raizes em resposta ao ressuprimento de NH,;" (Figura 3c). As isoformas de
OsA3, OsA5 e Osa7 foram reprimidas na deficiéncia de NH," nas raizes (Figura 3c). A
isoforma OsA7 foi a mais induzida pelo ressuprimento de NHy4", sendo de aproximadamente
duas vezes. Na parte aérea, somente a isoforma OsAl apresentou aumento significativo de
expressdo em relagdo ao controle (suprimento constante de NH4"), tanto no ressuprimento
quanto na deficiéncia (Figura 3d).

As H'-ATPases de membrana plasmatica sdo divididas em cinco subfamilias distintas
(OUFATTOLE et al., 2000), sendo sugerido que os membros da subfamilia I (OsAl, OsA2 e
OsA3) e subfamilia II (OsAS5 e OsA7) sdo altamente expressos, enquanto que os membros da
subfamilia III (OsA9), subfamilia IV (OsA4, OsA6 e OsA10) e subfamilia V (OsA8) sdao pouco
expressos sob condi¢cdes normais ou possuem expressdao restrita a células especificas
(ARANGO et al., 2003). Isso estd de acordo com o nosso experimento onde ndo foi
encontrada expressdo das isoformas OsA6, OsA9, OsA10 nas raizes enquanto que a isoforma
OsA4 s6 foi encontrada nas raizes (Figura 3). Com excec¢ao da isoforma OsAS8 pertencente a
subfamilia V que foi induzida por NO; nas raizes, somente isoformas pertencentes a
subfamilia I e II foram induzidas por NOs; e NH;" nas condicdes deste experimento
(Figura 3). A isoforma OsAS8 também tem sido relacionada com a aquisi¢ao e transporte de
fosforo em arroz (CHANG et al., 2009).

E possivel que as isoformas OsA6, OsA9 e OsA10 sejam expressas em outros tecidos
ou em diferentes estdgios de desenvolvimento. Por exemplo, a isoforma OsA10 é expressa em
paniculas de arroz no estdgio de florescimento (BAXTER et al., 2003). ZHU et al. (2009)
observaram nas raizes a expressao da isoforma OsA9, mas nao da isoforma OsA5. CHANG et
al. (2009) nao verificaram a expressao de OsAS5, OsA9 e OsA10 em raizes de arroz.

15



| Experimento com N-NO;

(a) (b)
4 4
= " mm  Constante
% Raiz ==  Ressuprimento Parte aérea
53 = Deficiéncia 31 %
2 4
© %
£ { :
ECE 2 - T * 2 1 = I- % %
o : ¥
'3
7, 1 4 . | 1 i L
g H ﬂ * I H H ﬂ
>
- |
0 - T T T 0 - T T T T

T NI
o> o> os® o> o™ o® o OsP»‘ OgPQ’ OsP:5 Ost’ OSP:] OsP»%

| Experimento com N-NH,"

(c) (d)
4 4
o
< Raiz Parte aérea
3 3 3]
Q
[+ %
=2 2 %
[5) %
=~
(=]
3
@» 1 i o 1 | N
]
. I 1
0 = T T T T 0 - T T T

o™ o™ 05> o P oM o o™ o o o o o

Figura 3. Expressio relativa das isoformas de PM H'-ATPases nas raizes (a e ¢) e parte aérea
(b e d) de arroz da variedade Nipponbare em experimentos com NO3™ (A e B) ou NH,"
(c e d) com suprimento constante de NO3;™ ou NH,", ressuprimento de NO3” ou NH4" ou
deficiéncia por 75 horas de NO3; ou NH,". O tratamento controle (2 mM constante com
NO;3 ou NHy") foi assumido como tratamento de referéncia com valor igual a 1. Os
tratamentos com ressuprimento e deficiéncia de N sob asterisco diferem
significativamente do tratamento controle com suprimento constante de N-NO3™ ou N-
NH," (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam média + SE (erro padrio) de trés
repeticoes. O gene da actina (OsActl1) foi usando como referéncia.

A inducdo de mais de trés vezes para isoforma OsA2 e de mais de duas vezes para
OsA7 quando do ressuprimento com NOj; (Figura 3a e b) pode indicar que essas duas
isoformas tém importante papel na aquisi¢ao e transporte de NOs™ em arroz. No ressuprimento
com NH4" a isoforma OsA2 ndo apresentou inducdo, enquanto OsA7 foi a mais induzida nas
raizes (Figura 3c), mostrando que possivelmente OsA7 é uma isoforma chave para a absor¢ao
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de NO; e NH,". QUAGIOTTI et al. (2003), em estudo com hibridos de milho, ndo
encontraram diferengas na expressio da isoforma de PM H'-ATPase MHAI em resposta ao
NOs". Verificamos que das dez isoformas de PM H*-ATPases reveladas pelo seqiienciamento
do genoma do arroz (BAXTER et al., 2003), as isoformas de PM H*-ATPases OsA2, OsA5,
OsA7 e OsA8 foram induzidas pelo ressuprimento de NOs (Figura 3a), as quais podem estar
diretamente envolvidas no processo de aquisicdo de N em plantas de arroz.

As isoformas OsAl, OsA2, OsAS5 e OsA7 sofreram inducdo na parte aérea tanto pelo
ressuprimento quanto pela deficiéncia de N-NOs', enquanto apenas a isoforma OsAl foi
induzida pelo ressuprimento e deficiéncia de N-NH;" na parte aérea (Figura 3). A inducdo
dessas isoformas de PM H*-ATPases no experimento com NOj; na parte aérea em resposta ao
ressuprimento e defici€éncia (Figura 5) pode ser devido a necessidade da energizacdo do
transporte deste nutriente entre raiz e parte aérea ou da propria redistribui¢@o interna do NOj3
oriundo do processo de remobilizacio (SONDERGAARD et al., 2004, SANTOS et al., 2009).

Uma das principais fun¢des das PM H'-ATPases é manter o potencial de membrana
durante a absor¢cdo de nutrientes (Palmgren e Harper, 1999). A absor¢do de NO;3  provoca
despolarizagdio da membrana devido ao influxo de H" (1 NO;/ 2 H"), enquanto que na
absorcdo de NH4", os H' provenientes da assimilacio precisam ser bombeados para o
apoplasto a fim de atingir um equilibrio de cargas no citossol. No entanto, € dificil especular
porque diferentes isoformas foram induzidas entre as fontes de N usadas no ressuprimento.
Talvez isso tenha acontecido devido ao pré-tratamento aplicado, ou seja, as plantas que
receberam ressuprimento de NOj; foram aquelas cultivadas permanentemente com esse
nutriente, enquanto que as plantas que receberem ressuprimento com NH," foram cultivadas
permanentemente com NH;". Por outro lado, as PM H'-ATPases participam em diversos
processos metabdlicos e pouco se sabe sobre a sinalizacdo e rotas de transducdo de sinais
envolvidas na expressdo das diferentes isoformas de PM H*-ATPases (DUBY & BOUTRY,
2009, ZHU et al., 2009).

Foi observada maior velocidade de influxo de NO3;™ e NH4" nas plantas submetidas ao
ressuprimento desses nutrientes apds um periodo de 72 horas sem N na solucdo nutritiva
(Figura 4). O aumento do influxo aparente com o ressuprimento de NO; ou NH4" foi
acompanhado de maior expressio das PM H'-ATPases (Figura 3), resultando em maior
atividade dessa enzima (Figura 5). No entanto, foi observado que o padrio de expressao das
isoformas de PM H*-ATPases nas raizes e parte aérea foram diferentes nos experimentos com
NO;™ ou NH," (Figura 3). Estes resultados distintos podem ser reflexos do comportamento
dessas fontes de N sobre o metabolismo das plantas, sendo que o NH4" é absorvido e
assimilado nas raizes, enquanto o NO3; pode ser armazenado nos tecidos radiculares ou da
parte aérea (SANTOS et al., 2009). Somente a isoforma OsA7 foi induzida nas raizes por
ambas as fontes de N (Figura 3a e 1c). As isoformas OsA2, OsAS5 e OsA8 foram induzidas
somente nas raizes das plantas com ressuprimento de NOs', enquanto OsAl e OsA3 foram
induzidas somente com o ressuprimento de NH4" (Figura 3). ZHU et al. (2009) verificaram
em arroz sob suprimento constante de NO;” ou NH,* que as isoformas OsAl, OsA3, OsA5,
OsA7 e OsA8 foram induzidas sob baixo pH (3,0) na solucdo nutritiva. Estes autores
verificaram também que as mesmas isoformas induzidas por NOs™ foram induzidas por NH,"
sob baixo pH na soluc¢d@o nutritiva. Os nossos resultados mostram que diferentes isoformas de
PM H*-ATPases sdo induzidas quando as plantas s3o submetidas a um ressuprimento de NOs~
ou NH," (Figura 3). Assim, a isoforma OsA2 foi induzida apenas quando sob ressuprimento
de NOs’, ndo respondendo ao ressuprimento de NH4" (Figura 3).
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Figura 4. Taxa de absor¢do de N-NO;3™ e N-NH," da solucdo nutritiva em plantas de arroz da
variedade Nipponbare trés horas apds o inicio dos tratamentos, em experimentos com
NO;3™ ou NH,4", com suprimento constante de NO3~ ou NH,*, ressuprimento de NO3™ ou
NH," ou deficiéncia por 75 horas de NO3 ou NH;". Os tratamentos com ressuprimento
e deficiéncia de N sob asterisco diferem significativamente do tratamento controle com
suprimento constante de N-NOs;  ou N-NH;" (Teste de Tukey, p<0,05). As barras
representam média + SE (erro padrio) de trés repeticoes.

A atividade das PM H'-ATPases também foi maior nas raizes das plantas sob
ressuprimento de NO3;” ou NH,4*, no entanto com amplitude diferente para estes nutrientes
Houve aumento de mais de cinco vezes na atividade das PM H*-ATPases apds ressuprimento
com NO; e mais de trés vezes no ressuprimento com NH,* (Figura 5). Quando as plantas
foram cultivadas sob deficiéncia de ambas as formas de N por trés dias, foi observado maior
atividade das PM H*-ATPases em relacdo ao suprimento constante de (Figura 5). A maior
expressdo das isoformas de PM H'-ATPases com o ressuprimento de ambas as formas de N
resultou também em maior atividade das PM H™-ATPases (Figuras 3 e 5).

Resultados similares foram obtidos em milho, onde o tratamento com NOs  gerou
aumento de expressdo das isoformas de PM H*-ATPases MHA3 e MHA4 e resultou também
em maior atividade das PM H*-ATPases (SANTI et al., 2003). De acordo com esses autores,
MHA3 e MHA4 pertencentes a subfamilia II das PM H'-ATPases estdo envolvidas na
atividade de PM H'-ATPase em resposta ao NOj, enquanto membros da subfamilia I
parecem nao estar envolvidos nessa resposta em milho. As anélises de expressao entre as dez
isoformas de PM H*-ATPases identificadas em arroz mostraram que membros da subfamilia I
também sofrem induc@o com o ressuprimento de NO3  ou NH4" nas raizes, assim como OsA8
pertencente a subfamilia V com o ressuprimento de NOj3 (Figura 3a). Nossos resultados
sugerem que provavelmente membros das subfamilias I e II de PM H'-ATPases estariam
relacionadas com a absor¢io de NO; e NH," em raizes de arroz.
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Figura 5. Atividade das PM H'-ATPases na parte aérea e raiz de arroz da variedade
Nipponbare em experimentos com NO; (a) ou NH;" (b) submetidas a suprimento
constante de NO; ou NH,", ressuprimento de NO3” ou NH," ou deficiéncia por 75 horas
de NO3™ ou NH4*. Os tratamentos com ressuprimento e deficiéncia de N sob asterisco
diferem significativamente do tratamento controle com suprimento constante de N-NO3
ou N-NH," (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam média + SE (erro padrio)
de trés repetigcdes.

O periodo de deficiéncia de N-NOs  ou N-NH4" aplicados nos tratamentos de
ressuprimento e deficiéncia resultou em maior peso fresco de raizes e maior relagdo raiz:parte
aérea nesses tratamentos, quando comparados ao controle (cultivo constante com NOj3 ou
NH,") (Tabela 2). Na parte aérea das plantas cultivadas com NO; houve maior atividade das
PM H*-ATPases sob ressuprimento e deficiéncia de NOj;, enquanto que nas plantas
cultivadas com NH," foi observada maior atividade somente no ressuprimento com NH,"
(Figura 5).

Nao houve diferencas na massa fresca da parte aérea das plantas cultivadas com NOs,
enquanto que nas plantas cultivadas com NH;" a maior massa fresca foi obtida sob
suprimento constante de NH," (Tabela 2). A massa fresca total das plantas cultivadas com
NH," foi maior que a das plantas cultivadas com NOj, entretanto em ambos 0s casos, a
relacdo raiz:parte aérea foi maior nos tratamentos que passaram pelo periodo de deficiéncia
(Tabela 2). Esse maior crescimento proporcional das raizes no ressuprimento ou deficiéncia
foi acompanhado por maiores atividades das PM H*-ATPases na raiz (Figura 5).

Também foi observada correlacdo positiva entre a atividade das PM H'-ATPases
(Figura 5) e a massa fresca nas raizes das plantas sob deficiéncia de N por trés dias, em
comparacao ao tratamento com suprimento constante em ambas as formas de N (Tabela 2).
SANTOS et al. (2009) sugerem que a deficiéncia de N sinaliza para maior atividade das PM
H'-ATPases, necessdrias para a acidificacdo da parede celular e crescimento radicular
(HAGER et al., 2003; LI et al., 2005). Nio foi verificada indugio das isoformas de PM H'-
ATPase nas raizes sob deficiéncia de N em comparagdo ao tratamento controle (Figura 3a e
3c), podendo ser a maior atividade das PM H'-ATPases provocada pelo controle pds-
traducional dessa enzima.

19



Tabela 2. Massa fresca (g / 4 plantas) e razdo raiz:PA das plantas de arroz da variedade
Nipponbare cultivadas durante dezoito dias em camara de crescimento em solugdo
contendo 2,0 mM de N-NOj; ou 2,0 mM de N-NH," de modo constante, com
ressuprimento de 2 mM N-NO3 ou 2 mM de N-NH,;" ap6s 72 horas de deficiéncia
ou com deficiéncia de N durante 75 horas.

Plantas cultivadas com N-NO;

Massa fresca total Parte aérea (PA) Raiz Razdo

Tratamento Massa (g / 4 plantas) Masa (g /4 plantas)  Massa (g / 4 plantas) raiz:PA
NOj5™ constante 1,21a° 0,81a 0,40b 0,49b
NOj ressuprimento 1,28a 0,78a 0,50a 0,64a
NOj deficiéncia 1,25a 0,77a 0,48a 0,62a

Plantas cultivadas com N-NH,"

Massa fresca total Parte aérea (PA) Raiz Razio
Tratamento Massa (g / 4 plantas) Massa (g /4 plantas)  Massa (g / 4 plantas) raiz:PA
NH,* constante 1,51a 1,04a 0,47b 0,45b
NH," ressuprimento 1,55a 0,91b 0,64a 0,70a
NH," deficiéncia 1,49a 0,89b 0,60a 0,67a

“ Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey, p<0,05).

No experimento com NOj’, houve maiores teores de N-NH," nas raizes das plantas
submetidas ao ressuprimento (Figura 6a), indicando redu¢do do NOj™ nesse tecido. O mesmo
foi observado para a parte aérea, uma vez que parte do NOs™ pode ser enviado para a parte
aérea para posterior reducdo e assimilacdo (Figura 6a). Os niveis de NOs; nas plantas
submetidas ao periodo de trés dias de deficiéncia sdo inferiores aos teores de N-NO;3™ das
plantas com suprimento constante (Figura 6c¢), sugerindo um intenso processo de
remobilizacdo neste periodo. Curiosamente, o periodo de deficiéncia de trés dias no
experimento com NOs’, também resultou em maiores atividades das PM H*-ATPases (Figura
3a), sugerindo a participacdo destas bombas de prétons no fluxo interno do NO3™ oriundo do
processo de remobilizacdo. SONDERGAARD et al. (2004) sugerem que a energia necessaria
para a redistribui¢o dos nutrientes no interior da planta, € fornecida pelas PM H*-ATPases.

No experimento com NH,*, as plantas submetidas ao ressuprimento deste nutriente
apresentaram aumento de, aproximadamente, 12 vezes nos teores de N-NH," nas raizes em
relacdo as plantas com suprimento constante de NH,", enquanto que na parte aérea o aumento
foi de apenas 1,5 vezes (Figura 6d). Houve também maior teor de N-amino livre nas raizes em
relacdo a parte aérea (Figura 6e), demonstrando serem as raizes o local preferencial para
assimilacdo do N-NH4" em arroz. Os niveis de NH;" das raizes e parte aérea das plantas
supridas constantemente com este nutriente foram inferiores aos das plantas submetidas ao
ressuprimento (Figura 6d).
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Figura 6. Teores de N-NH," (a e d), N-amino livre (b e €) e N-NO3™ (c) (as plantas cultivadas
com N-NH;" ndo apresentaram N-NO; em tecido) nas plantas de arroz da variedade
Nipponbare cultivadas com NO;™ (a, b e ¢) ou NH,;* (d e €) sob suprimento constante de
NO;3™ ou NH4", ressuprimento de NO;  ou NH;" ou deficiéncia por 75 horas de NO3™ ou
NH,". Os tratamentos com ressuprimento e deficiéncia de N sob asterisco diferem
significativamente do tratamento controle com suprimento constante de N-NO;3 ou N-
NH," (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam média + SE (erro padrio) de trés
repeticoes.

Comparativamente, os niveis de N-amino livre sofreram maiores redug¢des no
experimento com deficiéncia de NH," (Figura 6e) do que no experimento com deficiéncia de
NOj™ (Figura 6b), e isso pode ser decorrente da remobilizagdo do NOs™ no experimento com
este nutriente. O teor de N-NOs na parte aérea foi igual entre o ressuprimento de NOj3 e
deficiéncia desse nutriente (Figura 6¢), enquanto que os teores de N-NH," aumentaram com o
ressuprimento (Figura 6a), indicando que provavelmente todo o NOs™ na parte aérea estd
sendo assimilado.

As plantas sob ressuprimento e deficiéncia de NO3™ por trés dias apresentaram teores
similares de N-NOs™ na parte aérea (Figura 6¢). SANTOS et al (2009) mostraram que plantas
de arroz cultivadas durante 30 dias sob 2 mM de N-NOs™ apresentaram intensa remobilizacdo
do NO3™ acumulado nos vacuolos das folhas depois da retirada do NOs™ da solugdo nutritiva,
apresentando uma reducdo de 73,4% apds 72h. A energia necessdria para redistribuicdo de
NO;™ é proveniente das PM H'-ATPases (SONDERGAARD et al., 2004), justificando a
maior expressdo e atividade das PM H'-ATPases na parte aérea das plantas ap6s 75 horas de
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deficiéncia de NO5™ (Figura 3a e b, respectivamente). Na parte aérea das plantas cultivadas
com NH;" ndo foram observadas variacdes significativas na atividade das PM H'-ATPases
entre os tratamentos (Figura 3b). Apenas a isoforma OsAl foi induzida pelo ressuprimento e
deficiéncia de NH4" (Figura 3d). O fato de o NH;" ndo ser acumulado nos vactiolos
(JAMPEETONG & BRIX, 2009), pode em parte explicar esse comportamento distinto entre
os experimentos com NOsz” e NHy".

A absor¢io de NOs” e NH," demandam proveniente do ATP, que € hidrolisado (ATP
- ADP + Pi) pelas PM H'-ATPases para o bombeamento de H" (GLASS, 2003). O ATP ¢
produzido pela glicdlise e ciclo de Krebs, sendo os teores de acucares soliveis o pool
energético para gerar ATP na célula (SOUZA et al., 1998). Nas plantas cultivadas com NOj3
nao houve variacdes nos teores de acguicares nas raizes, enquanto que na parte aérea as plantas
sob ressuprimento apresentaram reducdo nos teores de agucares soliveis (Figura 7a). Nas
plantas cultivadas com NH;" houve reducgio nos teores de acticares soliveis no ressuprimento
e deficiéncia nas raizes, enquanto na parte aérea houve reducdo somente nas plantas sob
ressuprimento (Figura 7b).
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Figura 7. Teores de acgucares soliveis nas plantas de arroz da variedade Nipponbare
cultivadas com NOj; (a) ou NH4" (b) sob suprimento constante de NOs ou NH,",
ressuprimento de NO3™ ou NH," ou deficiéncia por 75 horas de NO3;” ou NH,". Os
tratamentos com ressuprimento e deficiéncia de N sob asterisco diferem
significativamente do tratamento controle com suprimento constante de N-NO;3 ou N-
NH," (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam média + SE (erro padrio) de trés
repeticoes.

Mesmo com maior influxo no ressuprimento de NOs™ (Figura 4) e atividade da PM H*-
ATPase (Figura 5a) os teores de agucares ndo diminuiram nas raizes, no entanto, houve
reducgdo dos agucares na parte aérea (Figura 7a). Carboidratos sdo transportados da parte aérea
para a raiz, sendo um mecanismo de controle da absor¢do de NOj3 (GIRIM et al., 2007),
explicando a reducdo dos teores de aguicares na parte aérea das plantas sob ressuprimento de
NO5". O mesmo € observado na parte aérea das plantas cultivadas com NH4", no entanto, nas
raizes houve reducio dos teores de acicares soliveis no ressuprimento e deficiéncia de NH,".
A diferenca nos teores de agucares soliveis nas raizes pode ser proveniente da maior
atividade das PM H'-ATPases no ressuprimento e deficiéncia de NH4" em relagdo as plantas
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cultivadas com NOs (Figura 5). A maior atividade da PM H'-ATPase quando do
ressuprimento de NHy4" estd relacionada com a maior absor¢do desse nutriente (Figura 4). O
NH," absorvido ndo pode ser translocado para a parte aérea, devendo ser imediatamente
assimilado em esqueletos de carbono para evitar toxidez nas células (JAMPEETONG &
BRIX, 2009), explicando os altos teores de N-amino livre (Figura 6e) que demandam energia
e esqueletos de carbono (FERNANDES & SOUZA, 2006).

Foi avaliada a expressdao de trés transportadores de NOs (OsNRTI.1, OsNRT2.1,
OsNRT2.2) e trés transportadores de NHy" (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e OsAMT]I.3) por PCR em
tempo real, a fim de verificar o efeito da nutricdo nitrica ou amoniacal, bem como da
deficiéncia e ressuprimento destes nutrientes sobre a expressdao desses genes. Tem sido
relatado que estes transportadores sdo importantes para a absor¢cdo de NO; (ARAKI &
HASEGAWA, 2006) e NH,;" em plantas de arroz (SONODA et al., 2003). Os transportadores
de NO3” OsNRT2.1 e OsNRT2.2 apresentaram alta indu¢do com o ressuprimento de NOs™ na
parte aérea e raiz, sendo esta indu¢do de aproximadamente 13 vezes na parte aérea e 25 vezes
nas raizes (Figura 8a e b). O OsNRTI.1 apresentou indu¢do somente na parte aérea com o
ressuprimento e deficiéncia de NO3™ (Figura 8b).

Nas raizes, todos os transportadores de NH4* apresentaram repressio com o
ressuprimento desse fon e alta inducdo sob deficiéncia de NH4*, sendo OsAMTI.2 e
OsAMT1.3 os mais induzidos na deficiéncia (cerca de 32 e 15 vezes, respectivamente) (Figura
8¢). OsAMTI1.1 e OsAMTI1.2 na parte aérea ndo apresentaram mudanca de expressdo entre 0s
tratamentos, enquanto nao foi detectada a expressdao de OsAMTI.3 na parte aérea (Figura 8d).

A inducdo das isoformas OsA2, OsAS5, OsA7 e OsA8 nas raizes apos trés horas de
ressuprimento com NOj™ ocorreu concomitante a uma alta indu¢do de OsNRT2.1 e OsNRT2.2
(Figuras la e Sa, respectivamente). A inducdo simultanea das isoformas de MHA3 e MHA4 e
ZmNRT?2.1 também foi verificada em milho (SANTT et al., 2003). Foi observada alta inducao
de OsNRT2.1 e OsNRT2.2 na parte aérea (Figura 8b), indicando uma possivel participacdo
desses genes no transporte de NO3™ na parte aérea, embora tenha sido sugerido que OsNRT2.1
€ um gene especifico de raiz (ARAKI & HASEGAWA, 2006).

Os transportadores de NH," analisados (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e OsAMT]I.3) sofreram
repressio nas raizes com o ressuprimento de NH,* (Figura 8c), provocado provavelmente pelo
alto influxo e assimilacdo de NH,*, gerando altos teores de N-amino livre nas raizes (Figura
6e) que reprimem a expressdo dos transportadores responsdveis pela absor¢io de NH,"
(SONODA et al., 2003).

As plantas com deficiéncia de NH4" por trés dias apresentaram alta expressdo de
OsAMTI1.1, OsAMTI1.2 e OsAMTI.3 nas raizes (Figura 8c), resultado possivelmente do
decréscimo dos teores de N-NH," e N-amino livre nas raizes (Figura 6d e 6e). Nossos
resultados mostram que OsAMTI1.]l apresenta padrdao de expressao similar a OsAMTI.2 e
OsAMTI1.3 nas raizes (Figura 8c), enquanto os de LI et al. (2006) mostram expressao
constitutiva de OsAMT1I.1 em arroz.

Os transportadores de NH," OsAMTI.1 e OsAMTI.2 ndo apresentaram diferencas de
expressdo entre os tratamentos na parte aérea (Figura 8d), mostrando que esses genes nao
sofreram alteracdo de expressdo com o ressuprimento ou deficiéncia de NH;". SONODA et al.
(2003) ndo verificaram a expressdo de OsAMTI.2 na parte aérea. Foi observado que a
manutencdo das plantas por um periodo de trés dias de deficiéncia de N-NH;" induz a
expressdo do OsAMTI.1, OsAMTI.2 e OsAMT1I.3 nas raizes, mas que em apenas trés horas de
exposi¢cdo a uma soluciio contendo 2mM de N-NH,* os niveis de expressdo desses mesmos
transportadores sdo extremamente reduzidos (Figura 8c), indicando uma rdpida absorcao e
assimilacdo apds o ressuprimento (Figura 4). Trés horas ap6s o ressuprimento com N-NH,", o
teor deste nutriente nas raizes ainda estd bem elevado (Figura 6d), justificando em parte a
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manutencdo de valores mais elevados de atividade das PM H'-ATPases nas raizes comparado
ao tratamento controle (Figura 5).
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Figura 8. Expressdo relativa de trés transportadores de NO3; (OsNRTI.1, OsNRT2.1 e
OsNRT2.2) e trés transportadores de NH," (OsAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMTI.3) em
raizes (a e c) e parte aérea (b e d) de arroz da variedade Nipponbare em experimentos
com NOs3 (a e b) ou NH;" (c e d) sob suprimento constante de NOs; ou NH,,
ressuprimento de NO3™ ou NH;" ou deficiéncia por 75 horas de NO; ou NH4". O
tratamento controle (2 mM constante com NO3; ou NH,") foi assumido como tratamento
de referéncia. Os tratamentos com ressuprimento e deficiéncia de N sob asterisco
diferem significativamente do tratamento controle com suprimento constante de N-NOj3
ou N-NH4" (Teste de Tukey, p<0,05). As barras representam médias + SE (erro padrio)
de trés repeti¢cdes.

Os resultados obtidos sugerem o controle transcricional que o ressuprimento de NOs
ou de NH," exerce sobre as PM H'-ATPases. O aumento observado na atividade dessa
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enzima com NO3 ou NH,* envolve diferentes isoformas das subfamilias I e II. Os resultados
indicam a importancia de considerar a expressdo de diferentes isoformas de PM H'-ATPases
quando se usa NO3;” ou NH;" em estudos de absorcdo de N por plantas. Estudos futuros
usando mutantes poderdo revelar melhor a importancia de isoformas especificas na absorcao
de N. A isoforma OsA2 desperta interesse especial por ser altamente induzida pelo
ressuprimento de NOs™ na raiz e parte aérea, assim como OsA7 que foi induzida por NOs e
NH,". Possivelmente as isoformas de PM H™-ATPases OsA2 e OsA7 sdo genes candidatos a
afetar substancialmente a eficiéncia de absor¢@o de N em arroz.

4.2. Efeito do Ressuprimento e Deficiéncia de NO3™ sobre a Expressao e Atividade da PM
H*-ATPase, Transportadores de NO3 e Proteinas NAR em Raizes das Variedades de
Arroz Piaui e IAC-47 - Experimento I1

Os dois principais componentes diretamente envolvidos na absorcao de NOs sdo as
PM H'-ATPases e os transportadores de NOs;. Esses componentes precisam estar
coordenados com a disponibilidade de NOs;™ no meio para uma absor¢ao mais eficiente. A
resposta transcricional das plantas a disponibilidade diferencial de NO3; pode ser um
mecanismo chave para a sobrevivéncia em ambientes pobres em nutrientes, através da
regulacdo de genes especificos para a absor¢do de nutrientes como transportadores de NOs™ e
PM H"-ATPase (ARAKI & HASEGAWA, 2006; SANTI et al., 2003). Nesse estudo,
utilizamos plantas de arroz contrastantes quanto a eficiéncia de uso de N, a fim de verificar a
absor¢do de NOs e a expressdo de genes relacionados com esse processo. A variedade de
arroz Piaui adaptada a condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes e fluxo sazonal de
NOj e a variedade de arroz IAC-47 desenvolvida para cultivos com aporte de nutrientes via
fertilizacdo (SOUZA et al., 1998).

Para verificar as diferencas de absor¢ao de NOj™ entre as variedades de arroz IAC-47
(melhorada) e Piaui (tradicional), primeiramente foi avaliado o influxo aparente de NO3;™ em
trés condigdes distintas: cultivo sob suprimento constante com 2,0 mM de N-NOj,
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOjs (baixa dose) e ressuprimento com 5,0 mM de N-NOj3
(alta dose). As plantas sob ressuprimentos com baixa ou alta dose de N-NOs™ (0,2 e 5,0 mM)
apresentaram comportamento distinto em comparacdo ao suprimento constante com 2,0 mM
de N-NOj;™ (Figura 9). Enquanto no tratamento com ressuprimento de NOs foi observado
aumento de influxo entre os tempos 3 e 6 horas e redu¢do no tempo 24 horas, o mesmo nao
foi observado no tratamento com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOj'.

A variedade Piaui apresentou maior influxo aparente de NO3; em relacdo a variedade
IAC-47 com ressuprimento de 0,2 mM de N- NOs™ em todos os tempos analisados (Figura 9).
No ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs', a variedade Piaui mostrou maior influxo aparente
nos tempos 3, 6 e 9 horas. Esse comportamento revela que, de fato, a variedade Piaui € mais
adaptada aos fluxos sazonais de NOs5', nesse caso, simulado pelo ressuprimento.

O aumento da taxa de absor¢cao no tempo 6 horas nos ressuprimentos com 0,2 e 5,0
mM de N-NOs™ ndo foi observado quando do suprimento constante (Figura 9), indicando alto
influxo de NOs™ em plantas deficientes de N. LIU et al. (2009) e SANTI et al. (2003)
verificaram em milho que os maiores valores de influxo de NOs™ ocorreram 2 e 4 horas ap6ds o
inicio da indu¢do com NOj’, respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 10, a atividade da Nitrato Redutase (ANR) foi
diferente entre as partes da planta. De modo geral, as bainhas apresentaram menor ANR
enquanto as raizes e folhas apresentaram maior ANR. As plantas de ambas as variedades com
suprimento constante de N-NOs™ apresentaram pico de ANR no tempo 6 horas nas raizes
enquanto nas folhas e bainhas a ANR foi constante (Figura 10a). Na deficiéncia de N-NOj as
folhas apresentaram maior ANR (Figura 10b), sugerindo que parte do NO3 acumulado esta
sendo assimilado principalmente na parte aérea. No ressuprimento com 0,2 mM de N- NOs™ a
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variedade Piaui apresentou maior ANR nas raizes nos tempos 6 e 9 horas, enquanto nas folhas
a variedade IAC-47 apresentou maior atividade no tempo 6 horas apds o ressuprimento
(Figura 10c). No ressuprimento com 5,0 mM de N- NOj; a variedade IAC-47 apresentou
maior ANR nas folhas no tempo 3 horas, enquanto nos tempos 9 e 24 horas a variedade Piaui
apresentou maior ANR (Figura 10d).
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Figura 9. Influxo aparente de NO;3™ nas variedades de arroz IAC-47 e Piaui sob ressuprimento
de NOs (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento constante com 2,0 mM de N-NOj". Foram
feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o fornecimento de NO5. As barras
representam média + SE (erro padrio) de trés repeticdes.

A variedade Piaui mostrou maiores niveis de N-NO3™ em tecido, mesmo nas plantas
com ressuprimento de N-NOs5™ (Figura 11). Nas plantas supridas constantemente com 2,0 mM
de N-NOj5™ os maiores teores de N-NOs3™ foram nas bainhas, onde a variedade Piaui mostrou
maior acimulo de N-NOj™ (Figura 11a). A deficiéncia de N-NOj™ por trés dias consumiu todo
0o NO3™ acumulado nas raizes, enquanto nas folhas os teores foram superiores a 25 umoles N-
NO; g MF', indicando que em condi¢des de deficiéncia de NO; a folha representa

importante dreno de N de outras partes da planta para manutencio da homeostase do
metabolismo de N (Figura 11b).

26



Bainha Folha

—o— JAC47
[ TP Piaui

Bainha Folha

5

0,6

>N

04

w

0,2

[ )

0,0

ng NO,” g MF h'l
o

MWLAM._.__Q
0

Raiz Bainha Folha
5

Q-0

36 9 24 3 6 9 24 3 6 9 24
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

Figura 10. Atividade da Nitrato Redutase (ANR) em plantas de arroz variedade IAC-47 e
Piaui sob deficiéncia de NOs™ (sem N), ressuprimento de NO3 (0,2 mM e 5,0 mM) e
suprimento constante com 2,0 mM de N-NOs5". Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e

24 horas ap6s o fornecimento de NOs'. As barras representam média + SE (erro padrio)
de trés repetigcdes.
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Figura 11. Teores de N-NOs" em plantas de arroz variedade IAC-47 e Piaui sob deficiéncia
de NOs; (sem N), ressuprimento de NOs3™ (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento constante
com 2,0 mM de N-NOs'. Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o

fornecimento de NOs;'. As barras representam média + SE (erro padrao) de trés
repetigoes.
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A variedade Piaui apresentou maiores teores de N-NO3™ com ressuprimento de 0,2 mM
de N-NOj3™ nos tempos 6 e 9 horas apds o ressuprimento em todas as partes analisadas (Figura
11¢), enquanto no ressuprimento com 5,0 mM de N-NO; a variedade Piaui apresentou
maiores teores de N-NO3™ no tempo 24 horas em todas as partes analisadas (Figura 11d).

O maior acimulo de NO; na variedade Piaui durante o periodo de crescimento
vegetativo, € um indicativo de eficiéncia de uso de N por essa variedade de arroz. Resultados
semelhantes foram anteriormente descritos por SOUZA et al. (1998) em arroz, KANT et al.
(2008) em Arabidopsis e HIREL et al (2003) em milho. Esses autores sugerem que plantas
sob condicdes limitantes de N, o acumulo de NO; durante o periodo inicial de
desenvolvimento da planta € uma importante caracteristica estratégica para o
desenvolvimento vegetal durante a fase reprodutiva. Quando alta dose de NO3™ é fornecida as
plantas, como no caso do ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs, parte do N pode ser
acumulado nos vacuolos, sendo transportado para essa organela através de um antiporte de
NO;™ (DE ANGELI et al., 2006) e do gradiente de potencial eletroquimico gerado pelas V-H'-
ATPases e H"-PPases (KREBS et al., 2010).

O actimulo de N-NOj3 durante o periodo vegetativo como observado na variedade
Piaui é uma importante caracteristica para e eficiéncia de uso de N, que pode ser remobilizado
nos periodos de deficiéncia de N e amenizar os efeitos negativos da falta desse nutriente
(GLASS, 2009). Da mesma forma que o periodo de deficiéncia resultou em menor relacao
raiz/parte aérea (raiz/PA) na variedade Nipponbare (Tabela 2), o mesmo foi observado para as
variedades IAC-47 e Piaui (Tabela 3).

Tabela 3. Massa fresca (g/6 plantas) e razdo raiz:parte aérea das plantas de arroz da
variedade Piaui e IAC-47 cultivadas durante dezenove dias em camara de
crescimento em solucdo contendo 2 mM de N-NOs; de modo constante, com
ressuprimento 0,2 ou 5 mM de N-NOj3 ou apds 72 horas de deficiéncia e com
deficiéncia de N durante 96 horas.

Variedade IAC-47

Massa fresca total Parte aérea (PA) Raiz Razdo
Tratamento Massa (g/6 plantas) ~ Massa (g/6 plantas) Massa (g/6 plantas) raiz:PA
2,0 mM NOj’ const 8,20b" 5,02a 3,18b 0,60b
Sem N-NOj’ (defic) 7,46b 4,29b 3,78a 0,73a
0,2 mM NOj5’ ressup 7,55b 4,45b 3,10b 0,69a
5,0 mM NOj ressup 7,80b 5,63a 3,79a 0,63b

Variedade Piaui

Massa fresca total Parte aérea (PA) Raiz Razdo
Tratamento Massa (g/6 plantas) ~ Massa (g/6 plantas) Massa (g/6 plantas) raiz:PA
2,0 mM NOj5 const 8,75a 5,49a 3,25a 0,59b
Sem N-NOj’ (defic) 6,71b 3,85b 291b 0,74a
0,2 mM NOj ressup 7,65b 4,53b 3,11a 0,69a
5,0 mM NOj’ ressup 6,95b 4,12b 2,84b 0,68a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey, p<0,05). O asterisco representa maior massa fresca em relacdo a outra variedade
com mesmo tratamento na parte da planta.
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Nao houve diferencas entre variedades na razdo raiz/PA, com exce¢dao do
ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs™ onde a variedade Piaui apresentou maior relagdo
raiz/PA. No tratamento com 2 mM de N-NOj™ constante, a variedade Piaui apresentou maior
massa fresca total em relagdo a variedade IAC-47, decorrente do maior crescimento da parte
aérea. Ja na deficiéncia de N-NO;™ a variedade IAC-47 apresentou maior crescimento que a
variedade Piaui. E interessante notar que a variedade Piaui mesmo apresentando menor
crescimento radicular no tratamento com ressuprimento de 5,0 mM de N-NO; (Tabela 3)
apresentou maior taxa de absor¢do de NOs;™ que a variedade de arroz IAC-47.

Para avaliar o efeito do ressuprimento de NO;™ sob a expressdo da PM H'-ATPase,
foram avaliadas por PCR em tempo real as isoformas OsA2 e OsA7. Esses genes sdo
importantes para a absorcdo de NO; por arroz por serem os mais induzidos pelo
ressuprimento de NO;3™ (Figura 3) e apresentarem o maior nimero de ESTs entre as isoformas
de PM H"-ATPases em arroz (Tabela anexa 1). Nas plantas com suprimento constante de 2,0
mM de N-NOj', as expressoes dos genes OsA2 e OsA7 aumentaram no tempo 9 horas (trés e
cinco vezes na variedade Piaui, respectivamente), enquanto nas raizes das plantas sob
deficiéncia de N-NOs a expressdo de OsA2 e OsA7 aumentou cerca de trés vezes no tempo 24
horas (Figura 12a e b). No ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ no tempo 3 horas, OsA2
apresentou inducgdo de dez vezes na variedade Piaui e cinco vezes na IAC-47, enquanto OsA7
foi induzida sete vezes na Piaui e trés vezes e meia na IAC-47 (Figura 12¢). No ressuprimento
com 0,2 mM de N-NOs" as variedades apresentaram diferencas marcantes na expressao, sendo
que nos tempos 9 e 24 horas a variedade Piaui mostrou forte aumento de expressao dos genes
OsA2 e OsA7 (aumento de 14 e seis vezes, respectivamente, no tempo 24 horas), enquanto na
variedade TAC-47 houve indugdo quatro vezes menor de OsA2 e duas vezes menor de OsA7
no tempo 24 horas (Figura 12c). Esses resultados estdo de acordo com os maiores valores de
influxo observados na variedade Piaui sob baixo suprimento de N (Figura 12).

Curiosamente, as plantas com ressuprimento de 5,0 mM de N-NOjs  apresentaram
diferencas no padrao de expressdo de OsA2 e OsA7 em comparagdo ao ressuprimento com 0,2
mM de N-NOj (Figura 12d). No tempo 3 horas o gene OsA2 apresentou aumento de
expressao de oito vezes em ambas as variedades, seguido de reducdo nos tempos 6 € 9 horas e
aumento de quatro vezes no tempo 24 horas apenas na variedade Piaui (Figura 12d).

No ressuprimento com 5,0 mM de N-NOj, a variedade [AC-47 apresentou aumento
de expressdo de duas vezes de OsA7 e manteve constante nos outros tempos, enquanto a
variedade Piaui apresentou aumento de expressdo de OsA7 de 14 vezes no tempo 3 horas e
reduziu nos outros tempos (Figura 12d).

Apesar do aumento de expressdo de OsA2 e OsA7 apds 3 horas do ressuprimento de
0,2 ou 5,0 mM de N-NOs, o aumento de atividade da PM H'-ATPase ocorreu somente 6
horas ap6s o ressuprimento com NO3™ (Figura 13). SANTI et al. (2003) verificaram que o pico
de expressdo de duas isoformas de PM H'-ATPases (MHA3 e MHA4) ocorria 3 horas apds o
suprimento de NOj3", enquanto o pico de atividade da PM H'-ATPase ocorria 8 horas apés o
ressuprimento. A diferenca entre o tempo de inducfo e atividade da PM H'-ATPase pode ser
decorrente do intervalo entre a expressdo, traducdo e enderecamento das enzimas para a
membrana plasmatica.
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Figura 12. Expressdo das isoformas de PM H*-ATPases da PM H*-ATPase OsA2 e OsA7 em
plantas de arroz das variedades IAC-47 e Piaui sob deficiéncia de NO; (sem N),
ressuprimento de NOs™ (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento constante com 2,0 mM de N-
NOj5'". Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o fornecimento de NOs'.
As barras representam média + SE (erro padrio) de trés repeti¢des.
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As plantas cultivadas sem NO3 ou com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs
também mostraram aumento de atividade no tempo 6 horas (menor em relacdo ao
ressuprimento com 0,2 ou 5,0 mM de N-NOj'), no entanto, OsA2 e OsA7 ndo aumentaram de
expressao no tempo 3 horas.

Apesar das diferencas de expressdao de OsA2 e OsA7 entre IAC-47 e Piaui, a atividade
de PM H"-ATPase nio apresentou mesmo comportamento. Nao houve diferencas na atividade
da PM H*-ATPase entre os tratamentos no tempo 3 horas, no entanto, no tempo 6 horas a
atividade da PM H'-ATPase foi maior nos tratamentos com ressuprimento de NOs’, que
apresentou atividade 92% maior em relagdo ao tempo 3 horas (Figura 13). Nos tempos 9 e 24
horas a atividade da PM H'-ATPase permaneceu constante em relaciio ao tempo 6 horas nos
tratamentos sem N-NOj', suprimento constante e ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj,
enquanto com ressuprimento de 5,0 mM de N-NO;™ houve reducdo de atividade nos tempos 9
e 24 horas.

LPM H t-ATPase (atividade)

2,0 mM N-NOj3’ (const) Sem N-NOj" (deficiéncia)
50
=40 4
£
2,
= 30 ;
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Figura 13. Atividade da PM H'-ATPase em plantas de arroz das variedades IAC-47 e Piauf
sob deficiéncia de NOs; (sem N), ressuprimento de NO3 (0,2 mM e 5,0 mM) e
suprimento constante com 2,0 mM de N-NOs5". Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e
24 horas ap6s o fornecimento de NOs'. As barras representam média + SE (erro padrio)
de trés repeti¢cdes.

O aumento do influxo de NO3™ no tempo 6 horas quando do ressuprimento com 0,2 ou
5,0 mM de N-NO; também coincidiu com o aumento da atividade da PM H*-ATPase.
Curiosamente, a atividade da PM H'-ATPase no tempo 6 horas foi semelhante no
ressuprimento de 0,2 e 5,0 mM de N-NO;, mesmo com diferenca de mais de 14 vezes no
influxo de NOs” entre esses tratamentos. Esse resultado pode ser explicado pelo fato que 0,2
mM de N-NO;™ ser uma dose baixa que pode ainda permitir a ativacdo das PM H*-ATPase
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para o crescimento radicular em resposta ao baixo suprimento de N, como observado nas
raizes das plantas sem N-NOj (deficiéncia) dos experimentos I e II (Figuras 3 e 11).

O tratamento com suprimento constante de NO3™ apresentou a menor atividade entre os
tratamentos. Curiosamente, a atividade da PM H*-ATPase foi semelhante entre os tratamentos
com ressuprimento de 0,2 e 5,0 mM de N-NO3', mesmo com diferenca no influxo de NO3
entre os dois tratamentos de mais de 14 vezes (Figura 9). A maior atividade da PM H'-
ATPase na variedade Piaui em relacdo a variedade IAC-47 no tratamento 0,2 mM de N-NO3’
no tempo 24 horas e ndo no ressuprimento com 5,0 mM pode ser atribuido a dois fatores: (i) a
variedade Piaui possui melhor adaptacdo a ambientes com baixa disponibilidade de NOs™ e
mantém maior atividade da PM H'-ATPase para favorecer a absor¢do de NOs', (ii) a maior
atividade da variedade Piaui pode ser o estimulo para o maior crescimento radicular em
ambientes pobres de nutrientes.

SANTOS et al. (2009) verificaram que a variedade Piaui apresentou maior atividade
da PM H'-ATPase quando comparada com a variedade IAC-47 sob deficiéncia de N, no
entanto, em nossos resultados ndo foram encontradas diferencas de atividade da PM H'-
ATPase entre as variedades de arroz nas raizes das plantas sem N por trés dias (Figura 13).
Possivelmente, a maior expressdo dos genes OsA2 e OsA7 causada pelo ressuprimento com
NO;3; na variedade Piaui levaram a maior atividade dessa enzima apds 24 horas do
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj, o que ndo foi observado 24 horas apés o
ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs;™ (Figura 12c e d).

O ressuprimento com 0,2 ou 5,0 mM de N-NO;™ provocou maior expressao e atividade
da PM H"-ATPase, de acordo com os resultados observados no experimento I (Figuras 1 e 3)
e por SANTI et al. (2003). Apesar das diferencas de expressdo de OsA2 e OsA7 com o
ressuprimento de NOj™ entre as variedades de arroz IAC-47 e Piaui (Figura 12), ndo foram
observadas diferencas na atividade das PM H"-ATPases entre as variedades, com excecdo do
tempo 24 horas apds o ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj; (Figura 13). Apesar da
regulacdo transcricional das PM H'-ATPases, GAXIOLA et al. (2007) sugerem que essas
enzimas sdo reguladas principalmente de maneira pds-traducional, explicando a maior
expressdao de OsA2 e OsA7 na variedade Piaui em relacdo a variedade IAC-47 que ndo foi
convertida em aumento de atividade da PM H*-ATPase. O controle pés-traducional das PM
H"-ATPases ocorre através da fosforilagio/desfosforilagio do peniltimo residuo de treonina
na regido C-terminal, envolvendo também a participacdo da proteina regulatéria 14-3-3.

As PM H'-ATPase sio enzimas do metabolismo vegetal envolvidas em diversos
processos e sua principal fun¢do é a manutenc¢do do gradiente de H" entre o apoplasto e o
citossol durante a absor¢io de solutos (SONDERGAARD et al., 2004). GEVAUDANT et al.
(2007) verificaram que a atividade da PM H*-ATPase in vivo pode ndo corresponder com a
atividade in vitro. Esses autores sugerem que alguns problemas ocorrem durante a extragdo
das vesiculas, como o rompimento da estrutura quaterndria que pode afetar a estabilidade e a
atividade in vitro, além da separacido do complexo PM H*-ATPase e proteina 14-3-3. Outro
fator que poderia afetar a precisio da atividade da PM H*-ATPase in vitro seria a hidrélise de
ATP provocado pelas H-ATPases em vesiculas que ainda ndo fazem parte da membrana
plasmiética (GEVAUDANT et al., 2007). As diferencas de expressdo de OsA2 e OsA7 entre as
variedades de arroz IAC-47 e Piaui (Figura 12) e atividade da PM H'-ATPase (Figura 13)
podem ser explicadas em parte pela limitagcao do processo de extracao das vesiculas.
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Figura 14. Expressao dos transportadores de NOs™ OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e proteina NAR
OsNAR2.1 em plantas de arroz das variedades IAC-47 e Piaui sob deficiéncia de NO3
(sem N), ressuprimento de NO3™ (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento constante com 2,0
mM de N-NOs'". Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o fornecimento
de NOj". As barras representam média + SE (erro padrao) de trés repeticoes.
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Em Nicotiana plumbaginifolia as principais isoformas de PM H*-ATPases sio PMA2
e PMA4, sendo que andlises do status de fosforilacdo dessas duas isoformas em condi¢des
normais de crescimento indicam que ndo mais de 44% (PMA?2) ou 32% (PMA4) estao ativas
(BOBIK et al., 2010). O aumento de atividade da PM H'-ATPase observada nas raizes de
ambas as variedades sob deficiéncia de NO3 sem aumento de expressdo de OsA2 e OsA7 é
um forte indicativo da regulacdo pos-traducional dessa enzima. Apesar de existirem outras
oito isoformas de PM H*-ATPases que nio foram avaliadas a expressdo nas variedades IAC-
47 e Piaui, o experimento I mostra que nenhuma das dez isoformas de PM H*-ATPases sdo
induzidas pela deficiéncia de NOs  nas raizes (Figura 3).

Os principais transportadores envolvidos na absor¢cdao de NOs; em baixas
concentracdoes em arroz sdo OsNRT2.1 e OsNRT2.2, juntamente com a proteina ativadora
OsNAR2.1 (ARAKI & HASEGAWA, 2006). A expressdo desses genes foi avaliada nas
variedades de arroz IAC-47 e Piaui para verificar se o maior influxo de NO; estd
correlacionado com maiores niveis de expressdo de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 e
como sao expressos em diferentes doses de NO;™ (Figura 14).

Plantas com suprimento constante de NO;s apresentaram baixa expressdo de
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 nos tempos 3 e 6 horas, no entanto, no tempo 24 horas
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 apresentaram aumento de expressdo de 34 e 24 vezes,
respectivamente (Figura 14a). Piaui apresentou maior expressdo de OsNRT2.l no tempo 9
horas, enquanto OsNAR2.1 foi mais expressa na variedade Piaui no tempo 9 horas e maior na
variedade IAC-47 no tempo 24 horas (Figura 14a). Os genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1 nas plantas sob deficiéncia de NO3  foram pouco induzidos e aparentemente
apresentaram variagdo diurna, com maior expressao no tempo 3 horas e decréscimo nos
tempos 6 e 9 horas, com posterior aumento no tempo 24 horas (Figura 14b).

A expressao dos transportadores de NOj3™ de alta afinidade estd envolvida na absorcdo
de NO; quando este nutriente estd em baixas concentragdes. Os resultados de expressdao do
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 com ressuprimento de 0,2 mM de N-NOj™ estdo de acordo com os
trabalhos de ARAKI & HASEGAWA (2006) e ORSEL et al. ( 2006), apresentando indugao
de 78 vezes na variedade Piaui e 50 vezes na variedade IAC-47 no tempo 3 horas (Figura
14c). Apds a queda de expressdo nos tempos 6 € 9 horas em ambas as variedades, a Piaui
apresentou aumento de expressdo de 125 vezes do OsNRT2.1 e 185 vezes do OsNRT2.2 no
tempo 24 horas, enquanto IAC-47 apresentou expressao de 21 e 11 vezes do OsNRT2.1 e
OsNRT2.2, respectivamente (Figura 14c).

A expressao do OsNAR2.1 seguiu o mesmo padrio de expressdo, com maior aumento
de expressdo nos tempos 3 e 24 horas, sendo que a variedade Piaui apresentou maior
expressao de OsNAR?2.1 nesses dois tempos em relagdo a variedade IAC-47 (Figura 14c¢).

No ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs a variedade IAC-47 apresentou indugdo de
48 vezes do OsNRT2.1 e Piaui 30 vezes no tempo 3 horas, enquanto OsNRT2.2 apresentou
indugdo de 13 vezes em ambas as variedades (Figura 14d). Apds reducdo de expressao do
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 nos tempos 6 e 9 horas, ndo houve aumento de expressiao no tempo 24
horas.

A inducdo de expressao do OsNAR2.1 foi de cinco vezes no tempo 3 horas, contudo,
apos reducio de expressao no tempo 6 horas, a variedade Piaui apresentou maior expressao de
OsNAR?2.1 no tempo 9 horas enquanto a variedade IAC-47 apresentou maior expressdo desse
gene no tempo 24 horas (Figura 14d).

Além da maior expressdo de OsA2 e OsA7 na variedade Piaui na dose de 0,2 mM de
N-NOs’, os transportadores de nitrato de alta afinidade avaliados, OsNRT2.1 e OsNRT2.2,
foram mais expressos na variedade Piaui, que pode ter causado a maior absor¢cao de NOs™ por
essa variedade (Figura 14c). ARAKI & HASEGAWA (2006) mostraram que OsNRT2.1 e
OsNRT?2.2 sao rapidamente induzidos apds a exposi¢ao ao NOs e que podem ser genes chave
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na eficiéncia de absor¢cdo de NOj3™ por arroz. A resposta de expressao de transportadores de
alta afinidade na variedade Piaui fica mais evidente 24 horas apds o ressuprimento com 0,2
mM de N-NOj, apresentando expressdo 6 e 17 vezes maior de OsNRT2.1 e OsNRT2.2
respectivamente, em comparacdo com a variedade IAC-47 (Figura 14c¢).

A expressdo de OsNAR2.1 no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;™ foi maior na
variedade Piaui e apresentou o mesmo padrdo de expressio de OsNRT2.1 e OsNRT2.2,
mostrando que a adaptacdo da variedade de arroz Piaui a ambientes pobres em NO;3 também
envolve a proteina NAR. Plantas de Arabidopsis mutantes sem a expressio de AtNAR2.1
(inser¢ao de T-DNA) apresentaram forte reduc@o de crescimento com baixas doses de NOs,
no entanto, quando cultivadas em meio com alta concentragdo de NOs as plantas mutantes
cresceram normalmente (ORSEL et al., 2006). Nossos resultados estio de acordo com
ORSEL et al. (2006), pois com ressuprimento de 5,0 mM de N-NOs™ ou suprimento constante
com 2,0 mM de N-NOs™ a expressdo de OsNAR2.1 é menor quando comparada as plantas que
receberam ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ (Figura 14a e b). Segundo OKAMOTO et
al. (2003) a expressao de NAR2.1 e de NRT2.1 em Arabidopsis sdo co-regulados, sendo que
nossos resultados mostram que a variedade de arroz Piaui apresenta maior expressdo desses
dois genes. O mesmo padrdo de expressao entre OsNRT2.1 e OsNRT2.2 foi encontrado em
ambas as variedades (Figura 12).

Segundo KATAYAMA et al. (2009) a super-expressdao de OsNRT2.1 em arroz gerou
expressdo constitutiva de OsNRT2.2 nas linhagens mutantes em relacdo as plantas tipo-
selvagem. Possivelmente OsNRT2.I pode atuar no controle da expressao de OsNRT2.2
(KARAYAMA et al., 2009), no entanto essa regulacdo ainda ndo foi descoberta. Esses
autores verificaram ainda que a super-expressao de OsNRT2.1 ndo gerou maior absor¢ao de
NOj3’, como seria esperado, possivelmente devido ao controle pés-traducional. Vale ainda
ressaltar que as plantas mutantes super-expressando OsNRT2.l nao apresentaram maior
expressdo de OsNAR2.1, sendo que OsNAR2.1 € uma proteina chave para o funcionamento
de OsNRT2.1 (ORSEL et al., 2006), o que pode ter gerado absor¢do igual entre as plantas
mutantes e tipo-selvagem. Os resultados de expressdo génica mostram que a variedade Piaui
apresentou maior expressao de OsNAR2.1 concomitante com maior expressdao de OsNRT2.1 e
OsNRT2.2 no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj', mostrando que plantas de arroz com
maior absorcdo de NO3™ em baixas concentracdes também expressaram mais OsNAR2. 1.

No ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs, a indu¢do de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1 no tempo 3 horas foi seguida por repressdao até as 24 horas (Figura 14d). A
absor¢do em altas concentracdes de NO3 (maior que 1 mM) é efetuada predominantemente
por membros dos transportadores de baixa afinidade (GLASS et al., 2009). A alteragdo do
status de N na planta, resultante da absor¢io e assimilacio de NO; com producdo de NH,"
(Figura 15) e amino4cidos livres (Figura 16), reprime a expressdo dos transportadores de alta
afinidade, assim como a proteina NAR (GLASS et al., 2009; ORSEL et al., 2006).

Os teores de acucares soliveis apresentaram aumento até o tempo de 9 horas apds o
ressuprimento em todas as partes analisadas e depois queda no tempo de 24 horas (Figura 17).
Os resultados obtidos sdo decorrentes dos tempos de coleta. O aumento dos teores de agtcares
na coleta de 9 horas e queda na coleta de 24 horas € decorrente do periodo de escuro e
consumo nesse periodo sem fotossintese. Os teores de agucares soldveis representam a
energia prontamente disponivel para o metabolismo celular (SOUZA et al., 1998).
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Figura 15. Teores de N-NH," em plantas de arroz variedade IAC-47 e Piaui sob deficiéncia
de NOj3™ (sem N), ressuprimento de NOs3™ (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento constante
com 2,0 mM de N-NOs'. Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas apds o

fornecimento de NOs;'. As barras representam média + SE (erro padrao) de trés
repetigoes.
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apos o fornecimento de NOj". As barras representam média + SE (erro padrdo) de trés
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SANTOS et al. (2009) observaram que o aumento da atividade da PM H'-ATPase
levou ao decréscimo dos teores de agucares soluveis, uma vez que aproximadamente 50% do
ATP produzido € gasto na manuten¢do dos gradiente entre o citossol e apoplasto. Os
resultados contrastantes em relacdo aos obtidos por SANTOS et al. (2009) podem ser
decorrentes das condicdes de crescimento das plantas. Enquanto o experimento II foi
conduzido com luminosidade de 650 umoles de f6étons fotossintetizantes/m”/s "', SANTOS et
al. (2009) utilizou somente 80 umoles de fétons fotossintetizantes/mzls'l, ou seja, menor taxa
fotossintética. As bainhas apresentaram os maiores teores de agucares soliveis,
provavelmente decorrente da translocagdo de agucares no floema.

No suprimento constante com 2,0 mM de N-NO;™ os menores teores de N-NH;" foram
encontrados na bainha, enquanto na folha e raiz a variedade IAC-47 apresentou maiores
teores de N-NH," (Figura 15a). Do mesmo modo que ndo foi detectado N-NOs nas raizes das
plantas sob deficiéncia de N-NOj, ndo foi detectado N-NH4" nas raizes (Figura 15b),
indicando o consumo do NOs™ acumulado nesse tecido.

De modo geral, no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj a variedade Piaui acumulou
maiores teores de N-NH4" em relacdo a variedade IAC-47 em todas as partes analisadas
(Figura 15c¢), enquanto no ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs- a variedade IAC-47
apresentou maior de N-NH,4" nas raizes (Figura 15d). Os maiores valores de N-NH," foram
obtidos no ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs™ no tempo 24 horas (Figura 15d).

Os teores de N-amino livre foram constantes nas folhas e bainhas das plantas com
suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs’, enquanto nas raizes houve aumento de 1,5 vezes
nos teores de N-amino livre (Figura 16a). Do mesmo modo que a deficiéncia de NOs™ por trés
dias provocou menores niveis de N-NOs (Figura 11b) e N-NH,4" (Figura 15b), os teores de N-
amino livre também foram menores, visto que plantas de 21 dias apds a germinacao estdao em
pleno crescimento e a reserva de N tende a diminuir com o aumento de massa (Figura 16b).
Apos trés dias sem NOj', a variedade Piaui apresentou maior teor de N-amino livre na folha
em relacdo a variedade IAC-47 (Figura 16b).

O ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ levou ao aumento dos teores de N-amino
livre até o tempo 9 horas e diminuiu no tempo 24 horas em todas as partes analisadas (Figura
16¢). Como os teores de N-NO;3™ foram baixos no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO3; no
tempo 24 horas (Figura 11c), assim como os teores de N-amino livre nesse tratamento (Figura
16¢), parte do NOs™ pode ter sido usado para a sintese protéica em condicdes de deficiéncia de
N. No entanto, com o ressuprimento de 5,0 mM de N-NO3™ houve aumento do N-amino livre
ao longo do tempo, em todas as partes da planta, com os maiores teores chegando a 42
umoles N-amino livie g MF', observados nas folhas no tempo 9 horas (Figura 16d). Apesar
dos maiores teores de N-NO; e N-NH;" nas folhas com o ressuprimento de 5,0 mM de N-
NO3™ no tempo 24 horas, os teores de N-amino livre foram maiores no tempo 9 horas,
sugerindo que as plantas de arroz apresentam ‘‘satura¢do” dos niveis de aminodcidos livres. A
variedade Piaui apresentou os maiores teores de N-amino livre no ressuprimento com 0,2 e
5,0 mM de N-NOs5', com excecdo das raizes no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO3; no
tempo 3 horas e nas bainhas das plantas sob ressuprimento de 5,0 mM de N-NO;™ no tempo
trés horas.

A absor¢do de NOs  altera o status de N, relativo aos diferentes componentes
nitrogenados como N-NO;, N-NH;" e N-amino livre. Essas moléculas sdo sinais para a
absor¢do e assimilagdo de N nas plantas, podendo inibir a absorcao de NO;3™ pela regulacdo
transcricional ou pds-traducional (MILLER et al., 2008).
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Figura 17. Teores de acucares soliveis em plantas de arroz variedade IAC-47 e Piaui sob
deficiéncia de NO;3™ (sem N), ressuprimento de NO3™ (0,2 mM e 5,0 mM) e suprimento
constante com 2,0 mM de N-NOs". Foram feitas coletas nos tempos 3, 6, 9 e 24 horas
apos o fornecimento de NOj'. As barras representam média + SE (erro padrdo) de trés
repeticoes.
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Como observado nas Figuras 13 e 14 a elevacdo dos teores de N-NH,4" (Figura 15) e
N-amino livre as 6 e 9 horas apds o ressuprimento com 0,2 ou 5,0 mM de N-NOs; pode
explicar a forte reducdo da expressio de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1, visto que a
elevacio dos teores de NH;" e aminodcidos livres agem como reguladores negativos da
expressio desses genes (NAZOA et al., 2003). As 24 horas apds o ressuprimento com 0,2
mM de N-NOjs’ os teores de N-NH," e N-amino livre diminuiram, enquanto no ressuprimento
com 5,0 mM de N-NO;s™ os niveis de N-NH;* e N-amino livre permaneceram elevados,
explicando parcialmente as diferencas de expressdao de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1
quando plantas de arroz sdo submetidas a baixa ou alta dose de NOs'.

Apesar da regulacdo da expressdo dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 por
NH," e aminodcidos livres, a variedade Piauf apresentou maiores teores de N-NH4" e N-amino
livre no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3; e manteve maiores niveis de expressdao de
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1. Uma explicacdo poderia estar na composi¢do do N-amino
livre. Glutamina é o principal aminodcido envolvido na regulacdo da expressdo dos
transportadores de NOs’, sendo também o composto mais encontrado no pool de aminoécidos
livres (GLASS et al., 2009). Talvez a variedade Piaui apresente menor teor de glutamina no
pool de N-amino livre e por isso apresente maior expressao de OsNRT2.1 e OsNRT2.2, no
entanto, diversos fatores podem controlar a expressdo desses genes. KANT et al. (2008)
encontraram resultados similares, onde Thellungiella halophila (adaptada a baixo suprimento
de N) apresentou maiores teores de aminodcidos e maior expressao de AtNRT2.1 em condi¢dao
limitante de N, quando comparada com a planta normal de Arabidopsis. A regido promotora
de NRT2.1 apresenta sitios de ligacdo para diversos fatores de transcricdo ligados ao
metabolismo de C e N, como Dof (5-AAAG-3") e GATA (5-GATA-3%), levando a
regulacdo de expressdo de NRT2.1 por diferentes sinais da planta (GIRIM et al., 2007). A
super-expressdo do gene ZmDofl em Arabidopsis alterou o metabolismo de C e N,
apresentando maior teor de aminodcidos e N total (YANAGISAWA et al., 2004). SANTOS
(2009) estudando a expressdao de OsDof25 em arroz em resposta ao NOj3™ verificou que esse
gene foi induzido as trés horas apds o ressuprimento de NOj5', apresentando exatamente o
mesmo padrdo de expressdao de OsNRT2.1 e OsNRT2.2 que encontramos nos experimentos | e
IT (Figura 8 e 14). No entanto, ndo € possivel afirmar se o aumento expressdao de OsDof25, em
resposta ao ressuprimento de NO3', é induzido por esse nutriente ou pelo aumento da demanda
de esqueletos de carbono para a assimilagdo.

Esses trabalhos mostram a complexidade da regulacdo de expressdo de genes
relacionados a absorcdo de NOs', sendo que nossos resultados indicam que a variedade de
arroz Piaui apresenta melhor adaptacdo para condi¢des de baixo suprimento de NOj3 em
relacdo a variedade de arroz IAC-47 através da maior expressao de transportadores de NO;3 e
PM H*-ATPases.

Somente com ressuprimento de 0,2 mM de N-NO;s™ os teores de N-NH," foram
maiores na variedade Piaui, enquanto nos tratamentos com suprimento constante com 2,0 mM
e ressuprimento com 5,0 mM de N-NOj™ a variedade IAC-47 apresentou maiores teores de N-
NH," (Figura 15).YI-BO et al. (2010) estudando plantas de Arabidopsis contrastantes quanto
ao uso de N verificaram que a linhagem mais eficiente no uso de N apresentou menores teores
de N-NH," nos tecidos, estando de acordo com os nossos resultados onde a variedade de arroz
Piaui mais eficiente no uso de N também apresentou menores teores de N-NH,4" nas raizes em
altas doses de NOj™ (ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs™ e suprimento constante com 2,0
mM de N-NO3") (Figura 15). De acordo com estes autores, os menores teores de NH," estdo
associados a maior atividade das enzimas do ciclo GS — GOGAT que incorpora o NHy" em
esqueletos de carbono. De fato, SOUZA et al. (1998) encontraram maior atividade de GS na
variedade Piaui em relacdo a variedade IAC-47.
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Os maiores teores de N-NO; e N-amino livre e menor de N-NH," observados na
variedade Piaui enfatizam caracteristicas observadas por outros autores como marcas da
eficiéncia de uso de N, indicando maior assimilacio do NH," produzido pela reducio do NOs~
(SOUZA et al., 1998; KANT et al., 2008; YI-BO et al., 2010; MASCLAUX-DAUBRESSE,
2010). SANTOS et al. (2009) estudando remobilizacdo de NO5™ nas variedades de arroz IAC-
47 e Piaui em condi¢Oes de deficiéncia de N mostraram que a bainha € a principal parte da
planta responsavel pelo fornecimento de NOs'. Esses autores ainda mostram que a variedade
Piaui apresenta maior efici€éncia de remobilizacdo de NOs'.

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos I e II, foi elaborado um modelo
esquematico com os possiveis mecanismos que podem gerar as diferencas observadas entre a
variedade TAC-47 e Piaui (Figura 18). A capacidade maxima de absorcdo estd relacionada
com numero de sitios de absor¢do, ou seja, transportadores de NOs; (FERNANDES &
SOUZA, 2006). A maior expressao de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 na variedade Piaui,
juntamente com OsA2 e OsA7 podem ser o mecanismo chave para maior absor¢do de NOs,
visto que esses mecanismos operam de forma sincronizada.

Niicleo

Piaui (] ' --__.' --------------- > O

Figura 18. Modelo proposto para representar as diferencas de absorcdo de NO;3 entre as
variedades de arroz IAC-47 e Piaui. mRNA* representa a expressao dos genes avaliados
por PCR em tempo real no experimento Il (OsNRT2.1, OsNRT2.2, OsNAR2.1, OsA2 e
0OsA7) e MP membrana plasmaética.
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Para avaliar a correlacdo entre os genes avaliados, foi analisado o coeficiente de
Pearson (regressao linear) utilizando todos os tratamentos usados no experimento com as
variedades de arroz IAC-47 e Piaui. Todas as correlacdes foram maiores que 0,8 (Tabela 4).
Os maiores valores de correlacdo foram encontrados entre os genes OsNRT2.1 e OsNRT2.2
(0,9599 na TAC-47 e 0,9232 na Piaui). KATAYAMA et al. (2009) verificaram que a super-
expressdo de OsNRT2.1 também gerou expressdo constitutiva de OsNRT2.2, sugerindo que
OsNRT2.1 regula a expressao de OsNRT2.2 por mecanismos ainda ndo conhecidos. Os dois
genes de PM H'-PM H'-ATPase mais induzidos pelo NO; (OsA2 e OsA7) também
apresentaram alta correlagdo de expressdo entre eles, assim como sua correlacio com
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 em ambas as variedades. A alta correlacdo de expressao
entre os genes relacionados com o transporte de NO3™ e geracdo de for¢a préton-motriz mostra
que a absor¢do de NOj3™ € um processo integrado.

Tabela 4. Correlacao (Coeficiente de Pearson) entre OsNRT2.1, OsNRT2.2, OsNAR2.1, OsA2
e OsA7 nas variedades de arroz IAC-47 e Piaui.

Interacao Correlacio (r)
Génica IAC-47 Piaui
OsNRT2.1 x OsNRT2.2 00,9599 0,9232
OsNRT2.1 x OsNAR2.1  0,8466 0,8859

OsNRT2.1 x OsA2 0,8853 0,9041
OsNRT2.1 x OsA7 0,8567 0,8647
OsNRT2.2 x OsA2 0,8991 0,8959
OsNRT2.2 x OsA7 0,8733 0,8662
OsNAR2.1 x OsA2 0,8505 0,8414
OsNAR2.1 x OsA7 0,9136 0,8347
OsA7 x OsA2 0,8377 0,8538

As caracteristicas encontradas na variedade Piaui estdo de acordo com seu local de
origem, solos da baixada maranhense pobres em nutrientes e com fluxo sazonal de N,
reproduzido neste trabalho pelo ressuprimento com NOs". Possivelmente a maior capacidade
de absor¢do de NOs3 em condicdes de fluxo sazonal de N esteja relacionado com a maior
expressdo de transportadores de NO3; e PM H*-ATPases nas raizes.
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5. CONCLUSOES

No experimento usando a variedade de arroz Nipponbare, concluimos que as
isoformas de PM H'-ATPases mostram diferencas de expressido entre a fonte de N usada
(NO;3™ ou NH;") e houve isoformas que foram induzidas com o ressuprimento. Na deficiéncia
e ressuprimento com N somente as plantas cultivadas com NOj™ apresentaram inducdo da
expressdo da PM H'-ATPase na parte aérea, o que sugere o envolvimento da expressdo das
PM H'-ATPases no processo de remobilizacio de NOj". As isoformas OsA2 e OsA7 sdo
genes candidatos no processo de absorcdo de N pelas raizes, mostrando alta indu¢ao com o
ressuprimento de NOj3™. A isoforma OsA7 é induzida pelo ressuprimento com NO; e NH," nas
raizes.

Usando as variedades de arroz contrastantes quanto ao uso de N, concluimos que a
maior eficiéncia de uso de N na variedade Piaui em comparacao a variedade IAC-47 pode ser
sintetizada em: (i) maior expressdo de transportadores de NOj3™ de alta afinidade; (ii) maior
expressio de OsA2 e OsA7 e maior atividade da PM H'-ATPase 24 horas apds o
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs’; (iii) acimulo de NOs™ em alta dose de N, (iv) maior
absor¢ao quando do ressuprimento de NOs'.

A eficiéncia de absor¢dao de NO; estd diretamente relacionada com a atividade
concomitante das bombas de H' e transportadores de NOs". Este trabalho identificou cinco
genes (OsA2, OsA7, OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.I) que podem estar diretamente
envolvidos na eficiéncia de aquisi¢ao de NOj3™ por arroz.
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7. ANEXO

Tabela Anexo. Numero de Expressed Sequence Tags (EST) das PM H'-ATPases em arroz baseado na busca nos bancos de dados de arroz
(TIGR - http://rice.plantbiology.msu.edu) (YUAN et al., 2005).
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