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RESUMO

udado em cultivo hidropdnico com 2mM de N-NO,". Trinta dias apos a germinagdo (DAG) metade
dessas plantas continuou a receber a solucéo nutritiva, enquanto o outro grupo foi mantido sem troca de
soluggo e monitorado até o esgotamento do NO,". A deplecdo do NO, resultou em maior queda da atividade da
Nitrato redutase nas raizes do que nas folhas e bainhas. A reduggo dos teores de NO, das raizes e bainhas foi
muito maior do que nas folhas, indicando estes 6rgéos como alvos preferenciais paraaremobilizagdo. Sob 2mM
de nitrato as bainhas apresentam maior acimulo de N-NO,". Nao ha queda no N-total de folhas e raizes ao longo
das 72 horas de deplecdo do NO,, enquanto que nas bainhas ha queda acentuada. Plantas sob deficiénciade NO,
mostram aumento significativo de massa fresca de folhas, bainhas e raizes ao fim do periodo (72 horas). Nessas
plantas também foi observada uma correlacéo negativa entre N-amino e aglcares solUveis. Esses resultados
indicam claramente que as bainhas séo os sitios preferenciai s para o acimul o, reserva e remobilizacdo de N nesta
variedade de arroz.

Ogumulo e aremobilizagéo do nitrato em arroz (variedade Caiapd) durante o esgotamento desse ion foi

Palavr as-chave: absorc¢éo de nitrato, nutricéo de plantas, fluxo de nitrato, nitrato redutase.

ABSTRACT
NITROGENMETABOLISMV OF RICEUNDER LOW NITRATEAVAILABILITY

The dynamics of NO, accumulation and translocations in rice plants (variety Caiapd) was studied in a growth
chamber for 30 daysin anutrient solution with 2mM NO,-N. At this age half the plants were kept in the same N
concentration in the solution, while the other half was depleted. Nitrate depletion in the nutrient solution (72
hours) resulted in a sharp decrease in the nitrate reductase activity (NRA) in roots while the same did not happen
in roots and sheaths. Remobilization of NO,” was more intense in roots and sheaths than from leaves, which
indicates the formers as preferential sites for N-remobilization. Plants under continuous NO,-supply (2mM),
accumulated more NO," in the sheaths than in the leaves and roots. Total N-loss was greater in leaves than in
sheaths and roots of plants without NO,". Seventy two hours after the beginning of nitrate depletion, there was
also an increase in the fresh weight of leaves, sheaths and roots. In these plants there was also a negative
relationship between free amino-N and free sugars, which indicates N-deficiency, and lower demand for metabolic
energy. Theseresultsindicate that in rice variety Caiapd, sheaths are the main site for accumul ation, storage and
remobilization of nitrogen.

Key words: nitrate uptake, plant nutrition, nitrate flush, nitrate reductase.

INTRODUCAO

O nitrogénio (N) esta presente no solo em diferentes
formas, mas é absorvido pelas plantas principal mente
comoamdnio (NH,*) ounitrato (NO,) (Wirénetd., 1997).
O nitrato é considerado a fonte de N mineral mais
importante para o crescimento das plantas em solosbem
aerados. Umavez nointerior dacélula, o NO, absorvido

pode ser reduzido, armazenado no vaclolo via canais
idnicos ou exportado para as regides de consumo na
parte aérea.

A primeira etapa da assimilagéo do NO," ocorre no
citosol pelaaco da enzimanitrato redutase (NR), que
catalisa a redugéo do NO,” aNO,” com gasto de poder
redutor naformade NAD(P)H. Nosplastidioso NO, é
reduzido a NH,* pela acdo da enzima nitrito redutase
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(NiR) utilizando ferredoxinareduzida. O NH,* & entéo
incorporado em esqueletos de carbono pelo sistema
enziméatico GS/GOGAT (glutamina sintase/glutamato
sintase). Novamente no citoplasma, o glutamato através
da acdo das aminotransferases da origem a outros
amino&cidos, que por suavez dardo origem as proteinas
(Tischner, 2000).

O movimento do NO, para o vactiol o pode ser muito
rapido, resultando na sua deplecdo no citosol mesmo
quando o contetido total de NO, nacélulaéelevado. O
vaclolo passa a ser, portanto um local de reserva de
NO, que pode ser posteriormente remobilizado e
utilizado no metabolismo de N (Rodrigues, et al., 2004).

A NR éumaenzima passivel de ativagéo e inducéo
pelo substrato (nitrato) e possui meia-vida curta (em
torno detrés horas) (Campbell, 1999). A diminui¢do no
influxo de NO,, e, portanto da quantidade de NO, no
citossol, pode resultar em queda da atividade da NR
(Siddigi & Glass, 2002).

A capacidade de rapido acimulo de NO, na fase
inicial de crescimento pode propiciar um maior estogque
de N disponivel para o metabolismo das plantas nas
fases posteriores de seu ciclo de vida, principalmente
gquando do enchimento dos gréos, e podem ser arazéo
do alto acimulo de N nosgréos (Hirel et al., 2001; Souza
etal., 1998; 1999).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
caracterizar o acimulo e a remobilizagéo do NO, em
plantas de arroz em funcdo da deplegdo do NO, na
solugdo nutritiva.

MATERIAL E METODOS

O experimentofoi realizado em cAmarade crescimento
na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As
plantas de arroz foram submetidas afotoperiodo de 12h/
12h (luz/escuro) luminosidade de 280 pmol m? s,
umidaderelativado ar de 70% e temperatura 28°C/24°C
(diurna/noturna).

Sementes de arroz da variedade Caiap6 foram
germinadas sobre gaze, em potes contendo agua
destilada. Sete dias ap6s a germinacéo (DAG) as
pléantulas foram transferidas para potes de dois litros
(10 pléantulas por pote), contendo solucéo de Hoagland
& Arnon (1950) com 2mM deN-NO,, a%/sdaforcaldnica;
cinco dias depois a solucdo foi trocada para2z daforca
i6nicae apdsmaiscinco dias, passaram areceber solucdo
em forcaidnicatotal até os 30 DAG. Depois da Ultima
troca de solugdo aos 30 DAG os potes foram divididos
em dois grupos: 1) Controle: troca a cada trés dias da
solugdo nutritiva contendo 2 mM de N-NO, e 2)
Tratamento: sem trocade solucado nutritiva. O contedido
de NO, dos potes onde néo houve troca da solugéo foi
monitorado a cada quatro horas até a 1202 hora, e a
partir desse momento a cada duas horas até atingir o
C,,, (concentracéo externa na qual o fluxo liquido de
fons é zero). As amostras de solugdo nutritiva foram
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utilizadas para determinar o conteido de NO, pelo
método de Cataldo et al. (1975).

A partir do esgotamento de NO, da solugéo
nutritiva, foi iniciado o acompanhamento da
remobilizagdo do NO, acumulado pelaplanta. Paraisso
foram feitas coletas da parte aérea, cauleeraiz as0, 24,
48 e 72 horas das plantas controle e tratamento. Deste
materia também foram retiradas amostras de 200 mg de
folhas, caules e raizes que foram utilizadas para a
determinacéo da atividade da Nitrato Redutase
(Jaworski, 1971); e amostras de um grama foram
homogeneizados em etanol (80%), sofreram particdo com
cloroférmio (Fernandes, 1984) e afracao solGvel abtida
foi utilizada paraadeterminagdo dosteoresde N-amino
livre(Yemm & Cocking, 1955), N-NH,* (Felker, 1977), N-
NO, (Cataldo et al., 1975) eaglicares soliveis(Yemm &
Willis, 1957).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A deplegéo do NO, dasolugdo nutritivando ocorre
de maneiradecrescente e continua. Nas primeiras horas
apos a ultima troca de solugéo ha um efluxo de NO, .
Isto pode estar associado as elevadas concentragfes
de NO, ja existente na planta. O fato € que o efluxo
ocorre no periodo da noite, onde ndo ha formagéo de
fotoassimilados pela planta (Figura 1). Matt (2001)
observou que a absorcéo de nitrato durante o dia, foi
40% maior que a absor¢do durante a noite em tabaco.
Nota-se que, com a diminuicdo do contetdo de nitrato
na solucdo, a planta passa a absorver o nitrato
independentemente da presenca ou auséncia de luz
(Figural).

Quando o suprimento denitrato € cortado, aatividade
da nitrato redutase (ANR) nas raizes é sempre menor
que no controle (Tabelal). Essesresultados corroboram
os encontrados por Fernandes & Rossiello (1995) que
correlacionam positivamenteaANR com o fluxo do seu
substrato no citossol das células. O comportamento da
ANR nas bainhas parece ndo seguir essa mesmaldgica
visto que quantidades significativas de nitrato séo
remobilizadas desses tecidos (Tabela 2) e isso ndo esta
relacionado com umamaior ANR. A atividade danitrato
redutase nas bainhas foi muito baixaquando comparada
com as outras partes da planta e sempre maior onde o
suprimento de nitrato foi esgotado, diferente do
observado nasraizes (Tabela 1).

Como o nitrato que é enviado paraas bainhas é aquele
gue teoricamente estd em excesso ndo haveria entao
l6gica em reduzi-lo, mas quando a planta esta sob
deficiénciadesse nutriente a atividade de reduc&o neste
tecido faz sentido, pois como ele também dependedo N
paramanter asuaatividade metabdlica, deve haver uma
remobilizagdo do NO, estocado justificando umamaior
atividade da ANR. Resultados semelhantes foram
obtidos por Fernandes& Freire, 1976 em Brachiaria sp.
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Figura 1 - Deplegao ae nitrato na soiugao NuUtritivacorm O CUIltivo 0e arroz (var. Laiapo), apos a suspensdo naadicao
de nitrato na solugéo nutritiva.

Tabela 1 - Atividade daNitrato Redutase, teor de N-total e Massafrescaem folhas, raizes e bainhas de plantas de
arroz cultivadas com 2 mM de NO,” nasoluggo nutritivaou sob deplecéo do NO, durante 72 h. UFRural-
RJ, 2004.

Atividade da Nitrato Redutase (umoles de NO,.g ™ dt

FOLHA RAIZ
Coletas OmM NO3’ 2mM NO3’ OmM NO3’ 2mM NO
Oh 0,52 Aa* 0,48 Ba 0,49 Ab 1,62 Ba
24 h 0,67 Aa 0,59 Ba 0,56 Ab 1,68 Ba
48 h 0,23 Bb 0,60 Ba 0,30 Bb 1,69 Ba
72 h 0,28 Bb 0,97 Aa 0,26 Bb 2,14 Aa
CV (%) 31,90 22,33
N-Total (umoles de N.g™ de massa se
Oh 37,45 Ab* 44,41 Aa 20,33 Aa 23,03 Az
24 h 40,30 Aa 45,93 Aa 18,17 Aa 22,07 Ae
48 h 34,70 Ab 51,37 Aa 21,18 Aa 24,28 Ae
72 h 34,41 Ab 49,52 Aa 16,41 Aa 19,85 Ae
CV (%) 10,07 15,31
Massa Fresca (g)- Peso de 10 plante
Oh 5,56 Ba 5,47 Aa 5,77 Ba 5,58 £
24 h 5,63 Ba 5,31 Aa 5,77 Ba 4,89 /
48 h 6,06 Ba 5,82 Aa 6,65 Ba 5,30 £
72 h 6,96 Aa 5,91 Ab 8,60 Aa 4,84 /

* Médias seguidas de mesma letra, maiUsculas nas colunas e mindsculas nas linhas para cada parte da planta ndo diferem entre si pelo

teste Scott Knott 5%.

Tanto nas raizes como nas folhas, a atividade de
remobilizag&o do nitrato se d& de maneiramais répida
nas primeiras 24 horas, justificando amaior atividade da
NR nesse periodo (Tabela ).

Apobs o0 esgotamento do contetido de nitrato na
solugdo nutritiva, o teor de NO, presente em todas as
partes da planta sofre diminuicdo gradativa, o que é
mais evidente na raiz e bainha, mostrando que esses

doislocaissdo preferenciais em relagdo aremobilizagdo
desse anion. A bainha apresenta os maiores niveis de
nitrato quando a planta & mantida permanentemente sob
nutricdo com 2 mM de NO,", mostrando mais uma vez
queeste tecido é provavelmente o local principal parao
armazenamento desse ion no arroz (Tabela 2).
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Tabela 2 - TeoresdeN-NO,’, N-Amino, N-NH,* eAclcares sol iveis em fol has, raizes e bainhas de plantas de arroz
cultivadas com 2 mM de NO," nasoluggo nutritivaou sob deplecéo do NO, durante 72 h. UFRural-RJ,

2004.

N-NOS- (wmoles de N03—.g -Tde massaire

FOLHA RAIZ
Coletas OmM NOS— 2mM NOS— OmM NOS— 2mM NO
Oh 8,78 Ab* 23,73 Aa 15,54 Ab 21,50 Bi
24 h 7,36 Ab 20,14 Aa 9,93 Ab 23,93 Bi
48 h 3,10 Bb 14,19 Ba 1,68 Bb 22,17 Bi
72 h 2,69 Bb 13,24 Ba 0,23 Bb 29,61 Ai

CV (%) 31,47 24,98
N-Amino (umoles de N-Amino. g -1 de massa
Oh 6,90 Ab* 8,80 Ba 4,89 Aa 5,48 Ba
24 h 6,44 Ab 9,19 Ba 6,87 Ab 10,10 Ai
48 h 6,04 Ab 10,70 Aa 7,46 Aa 9,54 Aa
72 h 5,07 Ab 12,36 Aa 6,91 Ab 11,36 Ai

CV (%) 14,73 20,90
N-NH4+ (wmoles de NH4+. g -Idemassafr
Oh 0,84 Ab* 1,05 Ba 0,58 Aa 0,48 Bk
24 h 0,79 Ab 0,97 Ba 0,48 Bb 0,61 Aa
48 h 0,77 Ab 1,12 Aa 0,45 Ba 0,50 Ba
72h 0,73 Ab 1,21 Aa 0,43 Bb 0,60 Aa
Média 0,78Db 1,09a 0,48D 0,55 a

CV (%) 7,68 11,74
Acucares Solaveis (umoles de Glicose. g -1 de m:
Oh 62,98 Ba* 52,59 Ba 10,66 Aa 9,09 Aa
24 h 73,65 Ba 56,31 Ba 14,05 Aa 10,81 Ai
48 h 89,73 Aa 74,16 Aa 15,45 Aa 10,15 Al
72 h 102,3 Aa 84,51 Aa 15,88 Aa 14,49 Ai
Média 82,16 a 66,89Db 14,00 a 11,14 a

CV (%) 16,76 25,85

* Médias seguidas de mesma letra, mailsculas nas colunas e minGsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott 5%.

Houve aumento significativo deN-amino livre, entre
as coletas 0 — 72 horas, tanto nas folhas, como nas
raizes das plantas submetidas & nutri¢éo constante com
2 mM de NO, (Tabela 2). A elevada concentragéo de
nitrato na solucdo nutritiva em que as plantas estéo
submetidas aumenta o fluxo interno desse nutriente no
interior de raizes e folhas, 0 que por suavez através da
acdo das enzimas de assimilagdo de N eleva os teores
de N-Amino livre. Esse aumento nédo € observado
quando as plantas estéo sob condi¢des de privacéo de
fonte externa de N. Por outro lado, observa-se que
mesmo com afaltadesse nutriente, osniveisde N-amino
nao sofrem redugdes drasti cas, indicando que as plantas
devem estar remobilizando o NO,” acumulado nos
vacUol os afim de manter uma homeostase metabdlica.

Nas bainhas, de maneira distinta do que ocorre nas
folhas e raizes, ndo se observam aumentos nos teores

de N-amino quando as plantas sdo nutridas
constantemente com 2 mM de NO,". Esta constatacdo
pode ser umindicativo de que nestetecido aNR é pouco
abundante ou a area citosélica do mesmo é pequena,
prejudicando dessa forma o contato da enzima com o
substrato. O contetido de N-Amino nasfolhas e bainhas
€ sempre igual ou menor no tratamento onde houve
esgotamento do suprimento de NO,, indicando uma
menor velocidade de reducdo do N, que como pode ser
observado na Tabela 2 esta sendo remobilizado. Isto
indica que as plantas de arroz quando se encontram sob
deficiénciade N remobilizam o N presente no vactol o
em velocidade menor do que quando sob condic¢éo
normal desse nutriente, podendo ser estaumaestratégia
para garantir um maior periodo de sobrevivéncia e/ou
formar gréos.

Hauma queda significativano contetido de N-NH,*
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das raizes das plantas nas primeiras 24 horas apés o
esgotamento do N-NO, dasolugéo nutritiva (Tabela2).
Tanto para folhas quanto para raizes, os teores de
amonio nas plantas submetidas ao esgotamento de NO,
em solucéo, rel acionam-se negativamente com osteores
de aclcares soluveis (R?= - 0,94 e R?= - 0,98,
respectivamente para folhas e raizes). De maneira
distinta ao que ocorre nas raizes e bainhas da plantas
gue foram supridas permanentemente com 2 mM de N-
NO, em solugdo, nas folhas ha aumento no contetido
deN-NH," entreascoletasfeitasa0 horae 72 horas. Se
observarmos os valores médios de cada tratamento,
podemos constatar que os menores teores de N-NH,*
ocorreram em todas as partes das plantas cultivadas
com deplecdo do N dasolucdo nutritiva (Tabela 2).

Houve aumento nos teores de aglcares sol (iveis nas
folhas e bainhas das plantas ap6s o esgotamento do
contetdo de NO," na solugdo nutritiva (Tabela 2). Isto
se da provavelmente porque ha uma diminuicéo
gradativano conteido de N presente no pool dereserva
da planta com o decorrer do tempo. Nas folhas, ndo ha
diferencas significativas nas primeiras 24h. Nasbainhas,
0 aumento no conteido de aglicares solUveis sb pode
ser observado a partir de 48 h apds esgotamento do
contetdo de N-NO," nasolugéo (Tabela2).

Foi observadaumarelagéo negativa (R? =- 0,94)
entre os teores de N-amino livre e aglcares solUveis
nas folhas das plantas ap6s esgotamento do contetido
de N-NO," na solugdo, indicando que a diminuigéo no
contelido de N-amino com consegiiente aumento no
teor de aclicares solGiveis é devido ao decréscimo de N
no decorrer do tempo, e pode também estar relacionado
aumamenor remobilizacio do NO, estocado. Nasraizes,
parao mesmo tratamento estarelacdo éalta(R?=0,88) e
positiva, indicando que a remobilizacdo ocorre de
maneiramais rapida mantendo o contetido de N-amino
aproximadamente constante até as 72 h apoés
esgotamento do NO, na solugdo. Talvez esta
manutengéo no contetido de N-amino (Tabela 2) nas
raizes ocorraem funcao da necessidade de aminoécidos
para suportar o crescimento radicular observado neste
0rgado apds esgotamento do suprimento de N externo
(Tabelal). O N-total das folhas ndo varia entre os dois
tratamentos, no entanto, pode-se notar que apds o
esgotamento do NO, na solugéo, o conteldo de N-
total € sempremaishbaixo (Tabelal).

Naraiz, demaneirasimilar asfolhas, ndo hadiferenca
do contetido de N-total no decorrer do tempo, dentro de
cadaum dostratamentos com e sem apresencade nitrato
em solucdo. Esta observagdo pode indicar que sob
condicdo de privacdo de N os tecidos das raizes sao
mai s favorecidos em termos de compostos nitrogenados
para garantir o crescimento radicular observado sob
privacdo deN-NO, (Tabelal).

Na bainha, de maneira diferente do observado nas
folhas e raizes, ocorre um decréscimo continuo e
significativo do contelido de N no tratamento onde é
cortado o suprimento externo de nitrato. Isto se deve a
continuaremobilizagdo de N destetecido, que se mostra
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como principal local dereservadeste nutriente (Tabela
2). Quando a planta € mantida sob nutricdo constante
com 2 mM de N-NO; o conteiido de N-total da bainha
ndo sofre grandes variacOes.

Nota-se na Tabela 1 que sob condicéo de privagdo
de N, ha um estimulo ao crescimento radicular que se
torna mais evidente a partir das 48 h horas apés
esgotamento do suprimento externo de N-NO,. Nas
folhas e bainha, também foi verificado um aumento na
massa fresca das plantas que teve o suprimento externo
de N-NO, esgotado. No entanto, esta constatagéo so
pode ser observada a partir de 72 horas ap6és
esgotamento do contedido de NO,™ na solugéo nutritiva
(Tabela 1). No decorrer do tempo, dentro de cada
tratamento, nota-se que quando as plantas séo
submetidas aum suprimento constantede2 mM deNO,
néo ha aumento significativo namassa fresca em todas
aspartesdaplanta. Por outro lado, quando o suprimento
externo de NO, foi esgotado houve aumento na massa
frescaapartir da 72 horas em todas as partes da planta.

CONCLUSOES

1. Nafaseinicial de crescimento das plantas de arroz
da variedade Caiap6 ocorre acimulo de nitrato na
bainhafoliar, enquanto que nas raizes e folhaso NO,
€ assimilado em maior intensidade.

2. Sob condi¢do normal de N na solugdo nutritiva, a
atividade danitrato redutase € muito baixa nas bainhas,
caracterizando esse tecido como especializado em
armazenar o NO, em excesso.

3. Somente apos a deplecéo de N da solugéo nutritiva
a planta comeca a remobilizar o NO, que esta
armazenado principal mente nas bainhas, para suprir
as necessidades de nitrogénio do vegetal.
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