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RESUMO

SANTOS, Leandro Azevedo. Absorcéo e remobilizagcdo de NO3s” em arroz (Oryza
sativa L.): Atividade das bombas de prétons e a dindmica do processo.
Seropédica-RJ, UFRRJ, 74f. (Mestrado em Agronomia— Ciénciado Solo).

O metabolismo de nitrogénio em arroz (var. Caiapd) foi estudado por esgotamento do
conteldo de nitrato em cultivo hidropdnico. Trinta dias ap6s a germinacdo (DAG)
metade dessas plantas continuou a receber a solucéo nutritiva, enquanto o outro grupo
foi mantido sem troca de solucéo e monitorado até o esgotamento do NOs. A deplecéo
do NOjs™ resultou em maior queda da atividade da Nitrato redutase nas raizes do que nas
folhas e bainhas. As maiores reducdes nos teores de NOs™ foram observadas nas bainhas,
indicando ser este compartimento o alvo preferencial para a remobilizacdo. Sob
2mmoles.L™* de nitrato as bainhas apresentam maior acimulo de N-NOz". Apés 72 h ha
gueda acentuada do N-total das bainhas. Os resultados indicam claramente que as
bainhas sdo os sitios preferenciais para 0 acimulo, reserva e remobilizacdo de N nesta
variedade de arroz. A dindmica da absorcéo de NOs™ foi estudada nas variedades Piaui e
|AC-47. Trinta dias apds germinacdo, as plantas ficaram sem N por 72 horas e depois
foram repostas solugdes com 0,2 ou 2 mmoles.L™* de N-NOs". As coletas foram feitas as
0, 6, 24 e 48 horas. A variedade Piaui mostrou Cmin inferior a variedade |AC-47. Nota-
se na dose de 2 mmoles.L™, que o influxo aparente de NO3™ é superior a extrusio de
prétons, com elevacdo do pH. Plantas da variedade Piaui apresentam as maiores
atividades da NR e GS e acumulam mais NOj3™ nas raizes quando comparada a |AC-47
nas duas doses de N. Acumular e reduzir NO3™ nas raizes é uma maneira de evitar um
gasto energético para 0 envio deste nutriente para a parte aérea. 1sso resultaria em uso
mais eficiente de esqueletos de carbono. N&o houve grandes variagOes na atividade das
P-H*-ATPases nas raizes e bainhas das duas variedades nesta fase de desenvolvimento,
indicando que esta proteina deve participar apenas no controle do pH citosdlico afetado
pela absor¢cdo de NO;s. Experimentos independentes com as variedades Piaui
(tradicional), 1AC-47 (melhorada) e Caiap6 (desenvolvida para terras altas) foram
realizados para estudar a dindmica de remobilizacdo do nitrato. O suprimento de N-
NOj3 foi cortado aos 30 dias apds germinacdo e coletas foram realizadas as 0, 24, 48 e
72 horas para a variedade Piaui e Caiapé e as 0 e 48 horas para a variedade IAC-47. N-
NOs, N-NH4" e N-amino diminuem, mas os teores de agucares sol(veis ndo diferem
entre 0 e 48 horas para as variedades Piaui e IAC-47. Foi possivel notar no experimento
com a var. Piaui uma correlacdo negativa entre a atividade das V-ATPases e 0s teores
de aclcares solUveis nas raizes e bainhas, sugerindo que a remobilizacdo do NO3 do
vacUolo atera o status de energia na planta. Apds a supressdo do N, houve aumento na
atividade das V-ATPases preferencialmente nas raizes para a var. Piaui e nas bainhas
para IAC-47, resultando numa maior quantidade de NOs™ remobilizado por esta Ultima
variedade. O aumento na atividade das H'-PPases e P-ATPases observada apenas na
var. Piaui pode ser produto do metabolismo para o crescimento radicular observado no
ensaio realizado com a var. Caiapd. Andlise em SDS-PAGE da fragdo tonopléastica da
var. Piaui mostra um aumento na quantidade de proteinas com tamanho de 73 e 67 kDa
que s3o atribuidas as H*-PPases e V-ATPases.

Palavras chave: Absorcéo de nitrato, remobilizacdo de nitrato, bombas de protons.
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ABSTRACT

SANTOS, Leandro Azevedo. Uptake and remobilization of NOs in rice (Oryza
sativa L.): Proton pumps activity and dynamics of the process. Seropédica-RJ,
UFRRJ, 74f. (Dissertation, Master Science in Agronomy, Soil Science).

The nitrogen metabolism of rice (Caiap0 variety) was studied under nitrate starvation in
hidroponic culture. Thirty days after germination half of the plants continued to receive
the nutrient solution, while the other group was maintained without solution change and
monitored until the exhaustion of NOs. The depletion of NOs resulted in greater
decrease of the nitrate redutase activity in the roots than in the leaves and sheaths. The
largest reductions in the NOgs' tissue content was observed in the sheaths, indicating this
compartment to be the preferential site for remobilization. Under 2mmoles.L™* of NO3
sheaths show great accumulation of this nutrient. After 72 h there is great decrease of
the N-content in sheats. These results indicate clearly that the sheaths are the
preferential site for accumulation, store and remobilizagdo of NOs™ in this rice variety.
The dynamics of NOs™ uptake was studied in Piaui and |AC-47 varieties. Thirty days
after germination, plants were kept without N for 72 hours. After that nutrient solution
was restored with 0.2 or 2 mmoles.L-1 of NOs™. The harvests were made at 0, 6, 24 and
48 hours. The Piaui variety showed lower Cmin that |IAC-47. At 2 mmoles.L™?, the
apparent influx of NOs™ was higher than the proton extrusion, incrising the pH. Plants of
the Piaui variety showed a greater NR and GS activity in the roots if compared with
IAC-47 in the two NOgs" concentrations. Nitrate accumulation and reduction in the roots
isa way to avoid waste o energy, sending this nutrient to leaves and sheaths. That
would result in more efficient use of carbon. There were no great variationsin the P-H'-
ATPase activities in the roots and sheaths of the two varieties at this development stage,
indicating that this protein should only participate in the citosolic pH control if affected
by NOs™ uptake. Independent experiments with the varieties Piaui (Landrace), IAC-47
(Improved) and Caiap6 (Bred for upland) were made to study the dynamics of nitrate
remobilization. The supply of NOs™ was supresed 30 days after germination and harvests
were made at 0, 24, 48 and 72 hours for the Piaui and Caiapd variety and 0 and 48 hours
for the IAC-47 variety. N-NO3", N-NH," and N-amino decreased, but the content of
soluble sugar did not show difference between 0 and 48 hours for the varieties Piaui and
IAC-47. In the experiment with Piaui variety it was possible to see a negative
correlation between V-ATPase activity and soluble sugars in roots and sheaths,
suggesting that nitrate remobilization change the energy status of the plants. After
suppression of N, there was an increase in the V-ATPase activity, preferentialy in the
roots of the Piaui variety, and in the sheath of the |AC-47, resulting in a great amount of
NO3 remobilization in the IAC-47 variety. The increase in the H*-PPase and P-H'-
ATPase activities only observed in the Piaui variety may be a product of root growth
metabolism as was showed in the experiment with the Caiapd variety. SDS-PAGE
analysis of the tonoplast root fractions of the Piaui variety shows an incriase of proteins
bands at 73 and 67 kDa agreeing with the observed activities of PPases and H'-
ATPases.

K ey words: Nitrate uptake, nitrate remobilization, proton pumps.
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1INTRODUCAO

O arroz € um dos cereais mais importantes para o homem, e se constitui na
alimentacdo basica para mais de trés bilhdes de pessoas. Além da sua importancia
econdmica, estudos com arroz evoluiram de tal maneira que a espécie foi indicada como
a planta modelo em pesquisas gendmicas, representado as monocotileddneas IZAWA
& SHIMAMOTO, 1996), devido ao genoma do arroz ser um dos menores na familia
das gramineas (440 Mbp) e por sua intima relagdo com 0s principais cereais. aveia,
milho, sorgo, trigo e cevada (SANDHU & GILL, 2002; BENNETZEN & MA, 2003).

De todos os elementos minerais requeridos pelas plantas, o N é necessario em
maiores quantidades e mais fregiientemente limita o crescimento. O nitrogénio (N) esta
presente no solo em diferentes formas, onde amoénio (NH;"), nitrato (NOs),
aminoécidos, peptideos solUveis e outras formas complexas insollveis podem ser
encontradas. No entanto, este nutriente é absorvido principa mente na forma inorganica
como NOsz ou NH4 através do sistema radicular. O nitrogénio € um constituinte
mineral que se integra a compostos de carbono, dando origem a diversas proteinas
estruturais, &cidos nucléicos, aminoacidos, nucleotideos, coenzimas e hormdnios
vegetais e muitos outros componentes celulares importantes, como as membranas.
Portanto, a deficiéncia desse nutriente pode implicar em decréscimo do crescimento
vegetativo e rendimento nos cultivos. Plantas deficientes em N apresentam sintomas
facilmente perceptiveis como a redugdo de crescimento, clorose das folhas mais velhas,
podendo levar a abscisdo dessas folhas e até a morte da planta (TAI1Z & ZEIGER, 2004;
WILLIAMS & MILLER, 2001).

Atualmente, problemas relacionados ao custo destes fertilizantes nitrogenados e
a poluicdo por nitrato (NO3") tém levado a selecdo de variedades vegetais que absorvam
e metabolizem o nitrogénio (N) do solo mais eficientemente.

A forma de nitrogénio absorvida pelas plantas é determinada principamente
pela sua abundancia e acessibilidade, o que faz do NOs e do NH4" as formas de N mais
importante para nutric&o das plantas sob condicdes de cultivo (WIREN et a., 1997).

O nitrato é considerado afonte de N mineral mais importante para o crescimento
das plantas em solos bem aerados. Uma vez no interior da célula, o NOs™ absorvido
pode ser reduzido a NO;™ e depois a NH,", armazenado no vactolo ou exportado pelos
vasos condutores para as regifes de consumo na parte aérea. A primeira etapa da
assimilagcdo do NOs™ ocorre no citosol pela agdo da enzima Nitrato Redutase (NR) que
catalisaareducéo do NOs aNO, com gasto de poder redutor naformade NAD(P)H. O
NO; apds entrar nos plastidios (proplastideos em raizes e cloroplastos na parte aérea) é
reduzido a NH;" pela agdo da enzima Nitrito Redutase (NiR) utilizando ferredoxina
reduzida. O NH;" é entdo incorporado em esqueletos de carbono pelo sistema
enzimatico GS/GOGAT (Glutamina Sintase/Glutamato Sintase). Novamente no
citoplasma, o glutamato sofre transaminacgdes pela agdo das enzimas aminotransferases
dando origem a outros aminoacidos, que por sua vez dardo origem as proteinas
(TISCHNER, 2000).

A NR é uma enzima passivel de ativacéo e inducéo pelo substrato (nitrato) e
possui meia-vida curta (em torno de trés horas). A diminui¢do no influxo de NOs’, €,
portanto da quantidade de NOs™ no citosol, pode resultar em queda da atividade daNR.
Deste modo, 0 NO3z™ armazenado nos vacuolos constitui-se em uma importante reserva,
gue pode ser posteriormente remobilizada e utilizada para 0 metabolismo nitrogenado
daplanta.



O nitrato absorvido pelas plantas pode ser transocado para a parte aérea,
reduzido no citosol ou transportado para 0 vacUolo através de canais ibnicos
(FERNANDES & ROSSIELLO, 1995). O movimento de NOs do citosol para o
vacuolo pode ser muito répido, resultando numa deplecdo do seu contelido no citosol
mesmo quando o contelido de NO3™ na célula é elevado, sendo, portanto essa organela
considerada como o pool de reserva desse nutriente na célula vegetal (ROGRIGUES et
al., 2004).

HIREL et al. (2001), sugerem que plantas de milho selecionadas para uma
elevada eficiéncia no uso de N, deveriam possuir uma alta capacidade de absorver o N e
armazen&lo nos primeiros estagios de crescimento vegetativo. Estes mesmos autores
também sugerem que durante a fase de crescimento vegetativo, essas plantas teriam
uma baixa atividade da NR, o que favoreceria o acimulo de NOs™ nos tecidos que
poderia ser usado no final do ciclo para producdo de gréos.

RODRIGUES et al. (2004), trabalhando com duas variedades de arroz, uma
tradicional (Piaui) e outra melhorada (IAC-47), verificaram que a cultivar Piaui
apresentou aparentemente uma elevada eficiéncia no uso de N quando comparada com a
IAC-47. Estes autores atribuiram o fato a elevada capacidade que a cultivar Piaui
apresentou em armazenar o N absorvido no estagio inicial de crescimento e remobiliz&
lo no final do ciclo para sintese de proteina nos gréos.

A eficiéncia para absor¢cdo de N em estagios iniciais de desenvolvimento na
cultura do arroz pode ser proveniente de um processo adaptativo dessas plantas a
ambientes onde a disponibilidade desse nutriente é baixa e ocorre em “fluxos’ nas
épocas de chuva.

SOUZA et al. (1995), verificaram que variedades de arroz tradicionais s0 mais
eficientes na utilizaggo do N acumulado e, portanto menos dependentes de
suplementacéo externa desse nutriente que variedades melhoradas.

A capacidade de rdpido acimulo de NOs™ na fase inicia de crescimento pode
propiciar um maior estoque de N disponivel para o metabolismo das plantas nas fases
posteriores de seu ciclo de vida, principalmente quando do enchimento dos gréos, e
podem ser a razdo do alto acimulo de N nos gréos. A maior eficiéncia de aquisicdo de
NOjs’, a partir de baixas concentragdes na solugcdo externa pode ser uma indicacéo de
adaptacdo as condicdes de estresse nutricional (fluxos instdveis de N), como o
decorrente da disponibilidade sazonal de NOs™ em regides tropicais.

O NOs é considerado a mais importante fonte de N mineral para o crescimento
de plantas em solos aerdbicos. As plantas adquirem NOs; da solucdo do solo,
absorvendo-o através de transportadores especificos localizados na membrana
plasmética das células da epiderme e do cértex daraiz.

De acordo com a afinidade do transportador por seu substrato, o transporte de
NOsz é dividido em dois sistemas, denominados sistemas de transporte de baixa
afinidade (LATS - “low affinity transport system”) atuando em concentragcdes externas
superiores a 1 mmol L codificado pelos genes da familia NRT1, e de ata afinidade
(HATS - “high affinity transport system”), que sdo codificados pelos genes da familia
NTR2. Os HATS sdo ainda subdivididos em sistemas constitutivos (CHATS), que
operam a baixas concentracdes de NOz (em torno de 0,2 mmoles L) e induzidos
(IHATS) que sdo induzidos por concentragdes externas de NOs muito baixas (SIDDIQI
etal., 1990; ASLAM et d., 1992; ASLAM et a., 1993).

O transporte de NO3™ darizosfera para o interior celular é termodinamicamente
desfavoravel em termos de gradiente de potencial elétrico e potencial quimico, assim, a
absorcao de nitrato requer energia, presumidamente como uma forca préton-motriz, que
é proporcionada por bombas eletrogénicas (H*-ATPases). Essas enzimas existentes na



plasmalema e no tonoplasto, assim como as H'-PPases no tonoplasto, viabilizam a
absorc¢do e remobilizagdo de solutos e ions como 0 NOs” (PALMGREN et a., 2001).
Assim como para os transportadores, 0 NOz™ também atua sobre estas enzimas. SANTI
et al. (1995) observaram um aumento na quantidade de H'-ATPases e ateragio dos
parémetros cinéticos destas enzimas em plasmalema de raizes de milho quando expostas
ao nitrato.

Trabalhos anteriores realizados no laboratério de nutricdo mineral de plantas da
UFRural-RJ demonstraram que um grupo de variedades de arroz, tradicionalmente
cultivadas no estado do Maranh&o por pequenos produtores, apresenta alta eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio comparado com variedades melhoradas. Estes resultados
indicam que estas variedades desenvolveram mecanismos que as tornaram mais
eficientes na aquisicdo e uso deste nutriente resultando em teores e qualidade de
proteina nos graos superiores aos encontrados nas variedades mel horadas.

Esperase que a maior eficiéncia dessas variedades estgja relacionada a
mecanismos de absor¢éo e assimilagdo de N. A absorcdo pelos transportadores de
nitrato dos sistemas de alta e baixa afinidade bem como o acimulo e remobilizacdo do
N se dariam de maneira mais eficiente para a variedade tradicional quando comparada a
variedade melhorada.

Desta forma, esperase que alguns dos mecanismos responsaveis por esta
eficiéncia possam ser identificados por meio da andlise da atividade das enzimas de
assmilagdo de nitrogénio (Glutamina sintetase — GS e Nitrato Redutase — NR),
atividade das bombas de prétons (PM-H*-ATPase, V-H*-ATPase e V-H'-PPase), e
teores das fragdes sollveis de N e de agUicares livres. Atraves da andlise destas variaveis
serd possivel caracterizar a dindmica de absorcdo e remobilizaco de nitrato entre as
variedades de arroz, bem como explicar de maneira geral todas as modificagdes no
metabolismo da planta estabel ecidas pel os tratamentos.

As hipbteses desta dissertacdo sdo de que a dindmica de acumulo e
remobilizacgdo de NOs™ nas plantas de arroz se ddo de maneira diferente para variedades
tradicionais e melhoradas. Acreditamos também que o comportamento da atividade das
bombas €eletrogénicas de H* presentes no vactolo (V-ATPases e H'-PPases), pode
gjudar no entendimento da dinamica de remobilizacdo de NOs™ em arroz.

N&o s a remobilizagdo, mas também a dindmica de absor¢céo de N-NOs™ pode
estar ligada a maior eficiéncia no uso do nitrogénio. Dessa forma acreditamos que
existam diferencas no padr&o de absorgdo de nitrato entre as variedades tradicionais e
melhoradas quando comparados os sistemas de alta e baixa afinidade para absorcéo
deste nutriente.

Os objetivos e metas gerais desta dissertacdo sdo, portanto, determinar, entre
cultivares tradicionais e melhoradas, caracteristicas relacionadas a eficiéncia no uso de
nitrogénio, identificar caracteristicas de acimulo e remobilizacdo de N que possam ser
relacionadas a um maior conteldo de proteina nos graos de arroz e correlacionar o
padréo de absor¢do e remobilizagdo com a maior eficiéncia no uso de N pelas
variedades de arroz.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Absorcdo e Transportadores de Nitrato

O nitrato (NOg3) é considerado a mais importante fonte de N minera para o
crescimento de plantas em solos aerébicos. As plantas adquirem NOs™ da solugdo do
solo, absorvendo-o através de transportadores especificos localizados na membrana
plasmatica das células da epiderme e do coértex daraiz.

A absor¢do de nitrato € um processo ativo, que ocorre contra um gradiente de
potencia eletroquimico, e precisa da geracdo de um gradiente de préton através da
membrana plasmética, sendo portanto dependente da atividade das bombas de préton
(P-H*-ATPase) dessas membranas (GLASS et a., 1992).

A absorcdo de nitrato érealizada por transportadores de ata e baixa afinidade,
gue sdo codificados por uma familia multigénica. Alguns dos transportadores de nitrato
sd0 constitutivos, enquanto outros sdo induzidos pelo NOs'. Altos contelidos de NOs™ ha
parte aérea sd0 positivamente correlacionados com a absor¢éo de NOs™ e com 0s niveis
de mRNA para transportadores de alta afinidade, sugerindo que altos influxos de NOs’
s80 devido ao aumento na expressao dos transportadores.

De acordo com sua afinidade pelo substrato os transportadores de NOs  sdo
divididos em dois sistemas, denominados sistemas de transporte de baixa afinidade
(LATS — “Low Affinity Transport System”) atuando em concentragdes externas
superiores a 1 mmol L™ de NOs e codificado pelos genes da familia NRT1, e de dta
afinidade (HATS — “High Affinity Transport System”), que s&o codificados pelos genes
dafamiliaNTR2. Os HATS sdo ainda subdivididos em sistemas congtitutivos (CHATS),
que operam a baixas concentracdes de NOs™ (em torno de 0,2 mmoles L) e induzidos
(IHATS) que sdo induzidos por concentragdes externas de NOs muito baixas (SIDDIQI
et al., 1990; ASLAM et a., 1993).

Onde a concentracdo externa de nitrato alcanca valores acima de Immol L2, o
sistema de baixa afinidade comeca a operar. O sistema de baixa afinidade esta
envolvido na absor¢cdo de NOs* em concentragOes externas elevadas, e aparentemente
ndo satura, enquanto os cHATS e IHATS sdo saturados em baixas concentragdes
externasde NOs (VIDMAR et. al., 2000).

Assim como ocorre regulacdo na assimilagdo do NOs’, ha também controle na
sua absor¢do. Neste caso, 0s mecanismos regulatérios atuam principalmente nos
transportadores, regulando a entrada do NOs™ na célula por meio do controle no nivel de
expressdo dos seus genes. Os membros das familias NRT1 e NRT2 sdo induzidos em
resposta ao NOs™ no ambiente e sdo regulados por sinais internos, incluindo metabdlitos
de nitrogénio e demanda da planta por este nutriente (CRAWFORD & GLASS, 1998).

Estudos ja mostraram que a quantidade de mRNA dos genes de iHATS aumenta
rapidamente apds fornecimento de nitrato a plantas privadas deste elemento (ZHUO et
al., 1999). E bem conhecido que o sistema de absor¢io de NOs de ata afinidade em
plantas superiores € rapidamente induzido pela presenca externa de nitrato
(CRAWFORD & GLASS, 1998). Entretanto, esse tipo de inducdo ja foi verificado
também para o sistema de baixa afinidade (WANG et al., 2001).

O fato de que os transportadores de NOs™ de alta afinidade sdo induzidos pela
exposicdo a0 NOz ou NO;" nunca foi explicada satisfatoriamente. Nas tentativas de
identificar as moléculas responsaveis pelainducdo e repressao dos transportadores de N,
tem havido pouca discordancia de que o NO3z € o indutor natural dos transportadores de
ata afinidade (GLASS, 2003). Por outro lado, estudos na tentativa de identificar
metabdlicos responsaveis pela repressao destes tem mostrado que o status de N e o



reservatério interno de NOs ndo sdo importantes para sua repressdo mas sim 0s
produtos da reducdo do NOs como NH;", glutamina e outros aminoécidos
(ZHUO et al., 1999).

Quanto ao tempo de indugdo, sabe-se, pelo menos para 0 sistema de ata
afinidade, que a inducdo é bastante rapida. Alguns estudos demonstraram inducéo ja a
partir da primeira hora de exposi¢do permanecendo até 48 h apds a inducéo inicial. Em
milho, foi detectado acUmulo de transcritos do gene ZmNRT2.1 0,5 horas apos
transferéncia das plantas para soluc&o contendo 1 mmol L™ de NOs'.

QUAGGIOTTI et a. (2003) observaram que variedades de milho adaptadas a
baixa disponibilidade de nitrogénio, quando sob baixa concentracdo de NOs” ho meio
externo, mantinham um influxo de NOs” maior que variedades melhoradas e ao mesmo
tempo essas variedades adaptadas mantinham um nivel constante de mRNA para uma
H*-ATPases, sugerindo que a expressio dessa enzima possibilitaria uma vantagem na
absorcéo de NOs” em relacéo a variedade ndo adaptada.

Em trabalho com milho HIREL et al. (2001) sugerem que o ato teor de nitrato
acumulado nas folhas nos estagios iniciais de crescimento das plantas € um bom
indicador da sua capacidade para produzir e acumular N nos gréos e supdem que este é
um bom parametro para a selecéo de plantas com ata eficiéncia no uso de N. Estes
autores sugerem que a formagdo de reserva de NOsz nos vacuolos € um fendmeno
controlado geneticamente, e que, além de outros fatores, € dependente de uma baixa
atividade da NR na fase vegetativa, e que este NOs pode ser de fundamental
importancia nas etapas posteriores de assmilacdo de N e producéo de gréos. Estes
resultados foram confirmados para arroz, em nosso laboratério RODRIGUES et al.,
2004).

A capacidade de rgpido acimulo de NOs™ na fase inicial de crescimento pode
propiciar um maior estoque de N disponivel para o metabolismo das plantas nas fases
posteriores de seu ciclo de vida, principalmente quando do enchimento dos gréos, e
podem ser a razéo do alto acimulo de N nos gréos. A maior eficiéncia de aquisicdo de
NOs’, a partir de baixas concentragdes na solucdo externa pode ser uma indicacéo de
adaptacdo as condicdes de estresse nutricional (fluxos instdveis de N), como o
decorrente da disponibilidade sazonal de NO3™ em regides tropicais.

2.2 H*-ATPases de Plasmalema ou P-H*-AT Pase

Células com grande fluxo de prétons através da membrana plasmatica
compartilham de importantes caracteristicas em comum. Com relagdo a estrutura,
células especializadas para transporte sdo freglentemente caracterizadas por (1)
exposicdo de uma elevada area de superficie para aumentar a interface de absorc¢ao,
podendo exibir muitas protrusdes (células epidérmicas) ou invaginacbes (células de
transferéncia) e (2) apresentam um grande nimero de mitocdndrias, que serdo
encarregadas aumentar o suprimento de ATP para viabilizar o transporte ativo.
Biofisicamente, células competentes para transporte sdo caracterizadas por
apresentarem (1) uma elevada diferenca de potencial de membrana entre aface internae
externa da membrana, tipicamente na faixa de -150 mV a -200 mV, interior negativo; e
(2) um exterior &cido, onde o pH apoplastico esta tipicamente entre 4 e 5. Assim,
através da membrana plasmatica, observa-se um gradiente de cargas elétricas e quimico
(matéria), que é chamado de gradiente de potencial eletroquimico (SONDERGAARD et
al., 2004).

A principa bomba iénica em plantas e fungo é a H'-ATPases de membrana
plasmética. Estas bombas ndo sdo encontradas em animais, em que as enzimas
equivalentes sdo as Na'/K*-ATPases, que por sua vez estdo ausentes em plantas.



Entretanto, ambos tipos de bombas de prétons sdo evolucionariamente relacionadas a
mesma superfamilia das P-H*-ATPases (SONDERGAARD et al., 2004).

Em funcdo de uma etapa de fosforilagdo no seu ciclo catalitico, as RPATPases
sfo fortemente inibidas por ortovanadato (HVO,%), um fon andlogo ao fosfato (HPO4*)
gue compete com o fosfato do ATP pelo sitio de fosforilagdo do acido aspartico da
enzima. |sso ocorre porque o ortovanadato é muito parecido com a estrutura transicional
do fosfato no momento da hidrélise. Devido a esta caracteristica, foi possivel o estudo
de diversos processos fisiol6gicos em que as P-ATPases estavam envolvidas, ja que sua
atividade pode ser isoladacom 0 uso deste inibidor que € especifico para esta enzima.

Estas proteinas sdo reguladas pela concentracdo de seu substrato, temperatura,
pH, ions entre outros, e podem ser reversivelmente ativadas ou desativadas por diversos
sinais exégenos como horménios, luz, atague de pragas e/ou patdgenos, dentre outras. A
regulagdo das P-ATPases € mediada por um dominio auto-inibitério localizado na
extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica (face citosdlica), que atua na regulagdo
da atividade hidrolitica desta proteina. Esta regulacdo pode também ser resultado da
acdo de quinases ou fosfatases que podem adicionar ou remover grupos fosfato nos
residuos de serina ou treonina presentes no dominio auto-inibitério daenzima.

A fosforilacgo destes residuos e aligacdo da proteina regulatéria 14-3-3, resulta
na ativagdo da enzima. Este complexo H*-P-ATPase-14-3-3 pode ser observado em
plantas tratadas com fusicosing, uma toxina produzida pelo fungo Fusicoccum
amygdali. A fusicosina liga-se ao complexo H'-P-ATPase-14-3-3 e 0 estabiliza,
ativando dessa forma irreversivelmente a enzima (KANCZEWSKA et al., 2005)

(Figural).
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Figura 1. Esquema estendido da P-H"-ATPase, mostrando o efeito da fusicocina na
ativacéo irreversivel desta proteina.

As bombas de prétons contribuem de maneira crucial para a manutencdo de
diversos processos fisiolégicos nes plantas. Existem evidéncias de sua participagdo no
controle do ciclo celular, balanco osmético, e expansdo celular via acidificacéo da
parede celular induzida por auxinas (KALAMPANAYL & WIMMERS, 2001). A P-H"-
ATPase é uma glicoproteina transmembranar com importantes funcdes no
desenvolvimento da célula vegetal. E uma bomba eletrogénica que hidrolisa ATP para



gerar um movimento vetorial de H™ em dirego ao apoplasto. O gradiente de prétons
atua como uma forca motriz paraviabilizar os transportes ativos secundérios para dentro
ou foradacélula(HU-CHENG et al, 2003).

Diferente das V-H'-ATPases, que viabilizam os transportes através da
membrana vacuolar e possuem mais de 10 diferentes subunidades, as H-ATPases da
membrana plasmética tem como unidade funcional um monémero, embora possa estar
organizada na membrana como dimero ou oligbmero.

Pelo fato dessas proteinas estarem envolvidas em diversos processos fisiol 6gicos
nas plantas, existem muitas isoformas da mesma proteina que podem tanto atuar de
maneira tecido-especifica como ser ativadas sob determinadas situagdes em que as
plantas sfo expostas a fatores externos. Estudos moleculares tém mostrado que as P-H'-
ATPases sdo codificadas por uma familia multigénica dividida em duas subfamilias
(SANTI et al., 2003).

O genoma de plantas dicotiledéneas (Arabidopsis) e monocotileddneas (Oryza
sativa) foi sequenciado, resultando na identificacdo de 11 e 10 isoformas das H*-
ATPases de membrana plasmética respectivamente (BAXTER et al., 2003). Este
elevado nimero de isoformas em plantas pode indicar que algumas bombas tém fungdo
redundante, ou a diversidade de isoformas também pode estar relacionada com a
natureza multicelular das plantas. Algumas isoformas exibem padréo de expresséo
tecido- e desenvolvimento-especifico e tem ligeiras diferencas bioquimicas e
propriedades regulatérias (PALMGREN, 2001).

O transporte do NO3 da rizosfera da para o citoplasma do cértex celular é
termodinamicamente desfavoravel tanto em termos de gradiente de potencial elétrico
(negativo dentro da célula) quanto em gradiente de potencial quimico. A concentragdo
de NO3™ na solugdo do solo, que é sujeita a relevantes flutuagdes, encontra-se na faixa
de 0,1 a5 mM (SANTI et al., 1995). A concentragdo de NO3 no citoplasma das células
radiculares expostas a nitrato foi estimada na faixa de 5 a 30 mmoles L™ (KING et al.,
1992). E portanto claro que sob condicdes normais, a absorgéo de NOs™ requer energia
presumivel mente como uma forga préton motriz.

SANTI et a. (1995) mostram que vesiculas de plasmaema de milho isoladas
por gradiente descontinuo de sacarose apresentam uma atividade de P-ATPase duas
vezes maior quando expostas a NOs™ em relagcéo ao controle sem NOs'. Estes mesmos
autores atribuem este aumento de atividade pelo menos em parte a um aumento na
quantidade das H*-ATPases da membrana plasmética de raizes de milho.

Em plantas de trevo, YAN et al. (2002) observaram que quando essas plantas
foram cultivadas sob baixas concentracbes de fosforo ocorria um intenso
desenvolvimento de raizes protedides que levaram a uma grande acidificacéo da
rizosfera, 0 que ocasiona um aumento na solubilidade do fésforo tornando possivel a
sua absor¢do pela planta. Os mecanismos de extrusdo de prétons podem criar uma forca
préton motriz e um gradiente de potencia eletroquimico através da membrana
plasmética suficientemente grande a ponto de possibilitar a absor¢do de potassio em
baixissimas concentracdes (em torno de 27 ?moles L™?) (SCHATCHTMAN &
SCHROEDER, 1994), que neste caso ocorre através de transportadores de alta afinidade
em simporte com H".

Abaixo segue descrito o movimento do NO3z no interior da planta e sua relagéo
com aagdo das H*-ATPases e H'-PPases (Figura 2). O nitrato entrano interior da célula
através de transportadores tipo simporte, com dois prétons (NOs/2H™), onde esses H'
s3o fornecidos pela agdo das P-H*-ATPases. O nitrato no interior da célula pode ser
entdo ser reduzido, ou quando em excesso armazenado no vacuolo através de canais
iGnicos. Da mesma forma como para entrar na célula, 0 NO3™ sai do vacUolo através de



transportadores tipo simporte, no entanto, com apenas um préton (NOz/H"), e esses
podem ser fornecidos através da agdo da V-H"-ATPases e H*-PPases.
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Figura 2. Esquemailustrativo do movimento do NOs™ no interior da célula vegetal e sua
relacdo com a agdo das bombas de proétons.

2.3 Destino do Nitrato no Interior da Planta

Além de sua importancia para a biossintese de proteinas, o NOs é
considerado como um sinal para reprogramar o metabolismo da planta na distribuicéo
de metabdlitos essenciais e para acionar mudangas na arquitetura do vegetal
(CRAWFORD, 1995).

ApoGs a absorcdo, o NOs™ pode ser prontamente reduzido através das enzimas de
assimilacdo do N, pode ser enviado para a parte aérea atravées do Sstema vascular para
regi6es-dreno desse nutriente, ou pode ser armazenado no vacuolo quanto disponivel em
excesso. Quantidades razoaveis de NO3s™ pode ser absorvido e acumulado nos tecidos
vegetais, sem ser assimilado sob a forma de moléculas organicas (HIREL et a., 2001,
RODRIGUES et a., 2004). O NOs que é acumulado nos vaclolos se refere ao
compartimento de reserva, enquanto que o NOs presente no citosol forma o
compartimento indutor ou metabdlico. Nesse compartimento metabdlico o NO3™ é capaz
de ativar e induzir a sintese da enzima Nitrato Redutase (NR) (SOLOMONSON &
BARBER, 1990).



2.4. Reducéo e Assimilagao do Nitrato

Uma vez no interior da célula, o NO3 absorvido pode ser reduzido a NOy,
depois a NH;" e incorporado em esqueletos de carbono. Pode também ser armazenado
no vacuolo ou exportado pelos vasos condutores para as regides de consumo na parte
aérea.

O NOs absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH," para que a assimilag&o
possa ocorrer. Essa reducéo € realizada em duas etapas. As enzimas que catalisam essa
reducdo sdo: a nitrato redutase (NR; NO3™ =>NO;) e nitrito redutase (NiR; NO, =>
NH,"). Para a grande parte das plantas, a maioria da NR envolvida na assimilagio usa
NADH como poder redutor e é localizada no citoplasma das células radiculares e da
parte aérea. A atividade dessa enzima € sujeita a regulacéo ao nivel de expressdo génica
e através de complexas modificagdes pos-transcricionais, envolvendo fosforilacdo e
interacdo com a proteina 14-3-3 (HUBERT et a., 2002).

A NiR usa Fd como agente redutor e ocorre nos cloroplastos de tecidos
fotossintéticos e nos plastidio em raizes e outros tecidos ndo fotossintéticos. A NiR é
regulada através de expressdo génica de maneira similar a NR, mas ndo possui controle
pos-tanscricional. As raizes ou parte aérea podem ser 0s principais locais de assimilacéo
de NOgs', dependendo do gendtipo e das condigdes ambientais. Para cereais de clima
temperado e leguminosas, a raiz € o principal loca de assimilagdo de NOs em
concentracdes por volta de 1 mol m™ ou menos, mas a assimilagdo na parte aérea
aumenta significativamente com o aumento da concentracdo externa de nitrato de 1 para
20 mol m3 (ANDREWS et a., 1992). Por outro lado, vérios cereais tropicais,
subtropicais e leguminosas apresentam a maior propor¢do da assimilagdo do NOs™ na
parte aérea, crescendo em baixas ou atas concentracdes externas de NOs'.

A assimilagdo de 1 NOs™ resulta na geragdo de 0,67 OH", que assim como o H*
gerado pela assimilagdo priméaria do NH,4*, pode ser excretado ou neutralizado pelos
mecanismos de manutencdo do pH citosolico. A maioria do OH™ gerado através da
assimilacdo do NOjs™ nas raizes é exudado para 0 solo, enquanto que a maior proporgao
do OH gerado na assimilacdo da parte aérea é neutralizado pela sintese de &cidos
organicos, em particular, malato (MULER et al., 2001).

O NH," gerado pelareducdo do NOs, ou absorvido diretamente pela planta pode
ser assimilado em aminoé&cidos primariamente via Glutamina Sintase (GS) / Glutamato
Sintase (GOGAT), embora rotas alternativas, como, por exemplo, via glutamato
desidrogenase (GDH) e asparagina sintase tenham sido propostas, mas ndo confirmadas
(DUBOIS et a, 2003). No caso da GDH, existem fortes evidencias de que a sua
principal funcdo é a desaminacdo do glutamato, produzindo esquel etos de carbono que
podem ser adicionados ao ciclo de Krebs (ANDREWS et al., 2004).

A glutamina sintetase catalisa a conversio de glutamato e NH4" para glutamina
com gasto de ATP. Existem duas isoformas de GS: a GS citosdlica (GS;), ocorrendo no
citosol de raizes e células da parte aérea, e a GS plastidica (GS,), presente nos tecidos
fotossintéticos, plastidio de raizes e outros tecidos ndo fotossintéticos. Embora exista
normalmente somente um gene que codifica para GS,, estudos com diversas espécies
tém mostrado que GS; é codificada por uma familia multigénica. Em milho, foi
demonstrado que cinco diferentes genes para GS; foram expressos em raizes, e que
existiu diferenca na expressdo dentro dos tecidos (LI et al., 1993). No entanto, o papel
preciso de cada uma dessas isoformas de GS; ainda ndo € bem conhecido (ANDREWS
et al., 2004).

A glutamato sintase (GOGAT), catalisa a conversdo de glutamina e 2-
oxoglutarato a duas moléculas de glutamato, podendo usar para tanto ferredoxina ou



NADH. Tanto a Fd- quanto a NADH-GOGAT parecem ser localizadas somente em
cloroplastos e plastidios, com uma atividade maior da Fd-GOGAT em tecidos
fotossintéticos. Dois distintos genes que sdo diferencialmente expressos nas raizes e
folhas foram encontrados para codificar a Fd-GOGAT, enquanto que para NADH-
GOGAT, ainda ndo é claro se existem um ou dois genes (LEA & MIFLIN, 2003).

Nas raizes, 0 agente requerido para reducdo do NOs™ e para a glutamato sintase
(GOGAT) é gerado através da via oxidativa das pentoses fosfato. Nas folhas, o ATP eo
agente redutor requerido para NiR, GS; e Fd-GOGAT séo derivados diretamente dos
fotossistemas | e Il de cloroplastos (sob iluminagdo). Tem sido proposto, que a
assmilacdo de NO3 na parte aérea apresenta vantagem em baixas temperaturas
(ANDREWS et al., 2004).

A raiz € o principal local de assimilag&o priméria de NH4", enquanto que o NOg
pode ser assimilado nas raizes ou parte aérea. Nas raizes, a assimilacdo primaria de
NH,;" (absorvido diretamente ou através da reducdo do NO3) acontece via GS;-
GS,/NADH-GOGAT, enquanto na parte aérea, GS,/Fd-GOGAT € a principal rota de
assimilagdo do NH," produzido pelareducdo do NOs'.

2.5 Acumulo de Nitrato nos Tecidos Vegetais

Quando a planta € submetida a uma condicéo de elevada disponibilidade de N na
forma de NOgs, parte deste nutriente é reduzido e assimilado, enquanto uma grande
guantidade pode ser armazenada nos vacuol os das células de todos os tecidos da planta.

O transporte de NO3 do citosol para o vacuolo ocorre através de canais i6nicos
gue operam a uma velocidade muitas vezes superior a dos transportadores. O vactolo
das plantas pode ser considerado o compartimento de reserva do NOs™ nos tecidos
vegetais.

A regulacdo do contetido e volume dos vacuolos nas células das plantas depende
da atividade coordenada de transportadores e canais localizados no tonoplasto
(membrana vacuolar). As trés proteinas de maior abundancia do tonoplasto sdo duas
bombas de prétons vacuolares (H*-V-ATPase e H'-V-PPase) e as aguaporinas
(MAESHIMA, 2001).

O vacuolo central € o maior compartimento da célula madura das plantas e pode
ocupar mais que 80% do volume total da célula. Entretanto, novas descobertas indicam
gue ao lado do vacuolo central, podem existir varios pequenos vacuol os. Estes vactiolos
freglientemente pertencem a diferentes classes e podem ser distinguidas através dos seus
contelidos em proteinas solUveis ou por diferentes tipos de uma proteina de membrana
vacuolar abundante, as aquaporinas (MARTINOIA et al., 2000).

O movimento seletivo e a redistribui¢do de ions e moléculas organicas pequenas
S80 essenciais para 0 crescimento e homeostase celular. Assim, as plantas possuem
numerosas proteinas envolvidas na facilitagdo do transporte de minerais, acucares,
metabdlitos, e outros compostos através dos limites da membrana de células e organelas
(BUCANAN, 2000).

As células eucaridticas possuem extensas membranas internas que separam o
componente citoplasmético do extraplamatico. As organelas da via secretéria, como 0s
reticulos endoplasméticos, complexos de golgi, lisossomos, e o vactiolo sdo unidos pelo
trafego de vesiculas que também envolve a membrana plasmética. Nas plantas
particularmente, devido ao seu tamanho, o vaclolo ocupa a maior parte do volume
celular. Esta organela contém uma maquinaria de transporte da via secretoria, com um
papel muito importante na resposta da planta a varios regimes de estresse (DIETZ et al.,
2001).
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O NOs™ acumulado pode ser remobilizado no vactolo, quando o seu contetido
citoplasmético diminuir ou quando a planta o exigir em maiores quantidades para 0s
processos de biossintese na fase de crescimento vegetativo intenso.

Todas as células eucari6ticas apresentam uma rede de organel as circundadas por
membranas que diferem na funcdo intracelular que realizam. Todas precisam ser
energizadas de alguma maneira e, para a membrana celular, esta energizacdo ocorre
através da atividade de bombas el etrogénicas (TEODORO, 2004).

O transporte de ions NOs do vaclolo para o citosol ocorre através de um
simporte com um préton (NOs/H™), e paraisso um gradiente de potencial eletroquimico
deve ser criado de dentro parafora do vactolo (FERNANDES, 1995). A acidificacéo de
compartimentos intracelulares por uma bomba protonica tipo-V (V-ATPase) é
responsavel pela energizagdo do transporte de ions e outros metabdlitos
(PADMANABAN et al., 2004).

Duas distintas bombas proténicas foram encontradas na membrana vacuolar
(tonoplasto) de plantas, V-ATPase e H'-PPase, ambas enzimas contribuem para gerar
um gradiente de potencia eletroquimico de H" usando energia derivada da hidrélise de
ATP e PPi respectivamente. E fregiientemente aceito que as V-ATPases apresentam
papéis predominantes ha manutencéo do gradiente eletroquimico transmembrana de
prétons, entretanto, as H'-PPases parecem servir como um sistema  auxiliar no
bombeamento de prétons, principalmente em tecidos mais jovens onde a producdo de
PPi é maisintensa (FACANHA & MEIS, 1998).

2.6 Remobilizagdo do Nitrato Acumulado

O NO3 armazenado no vacuolo das células do tecido vegeta pode ser
disponibilizado para assimilagdo durante periodos onde o suprimento externo de N se
torna limitante. Dessa forma o vacuolo funciona como um reservatério de N-NOs™ para
sustentar 0s processos de crescimento em condigdes de deficiéncia desse nutriente.

A remobilizacdo do nitrato do vacUolo para o citosol se d& a custa de energia
metabdlica através do acionamento de duas bombas de prétons presentes na membrana
do tonoplasto, as V-H"-ATPases e as H*-PPases. A estequeometria deste processo é de
1INO3/1H*, enquanto que para absorcdo € de INOs/2H". Quando o NOs™ estd presente
em grandes concentragdes no citosol, ele funciona como um anion caotropico para as
V-ATPases, causando um desligamento entre os domineos integral e periférico desta
proteina tornando-a incapaz de hidrlizar ATP e trandocar protons (FINBOW et dl.,
1997). Dessa forma as V-ATPases ndo funcionam quando h& grandes quantidades de
NOs3™ no citosol, priorizando desta forma o acimulo deste nutriente.

Alguns autores sugerem que a taxa de transporte de NO3z™ do vacuolo para o
citosol € proporcional a concentragdo deste ion no interior do vaclolo e que a
remobilizac&o segue cinética de primeiraordem (MACDUFF et al., 1989).

2.7 H-ATPase Vacuolar (EC 3.6.1.3)

A V-ATPase acidifica compartimentos intracelulares e € essencia para muitos
processos, incluindo cotransportes, movimento das células guarda, desenvolvimento, e
tolerancia a estresses ambientais. SZE et a. (2002), identificaram pelo menos 26 genes
codificando subunidades da V-ATPase no genoma de Arabidopsis thaliana, muito
embora a nomenclatura desses genes cause confusdo. Estes mesmos autores propdem
uma simples nomenclatura paraidentificar as subunidades dessa holoenzima.
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Tabela 1. Nomenclatura proposta para os genes das subunidades da V-ATPase e
proteinas em plantas.

Referenciaem fungos  Novo nome? Arabidopsis
Funcéo da Subunidade
ungao kDa Gene Gene/ou kDa Proteina
proteina
V1 - Setor periférico
A i‘?g caditico do  gq VMH1 VHA-A 68 Periférica
Sitio ndo catalitico el
B oATP 60 VMH2 VHA-B 54 Periférica
c L¥ebiiza dividde VMHS VHA-C 42 Periférica
p Hate central, 35 VMHS VHA-D 29 Periférica
acoplamento
g Hate cenrd ou VMH4 VHA-E 26 Periférica
periférica
F o Pomedeconao Ve gy VMH? VHA-F 14 Periférica
(o]
G gi’/p' amento do Vi 44 VMH10 VHA-G 12 Periférica
(o]
H Regulagio 54 VMH13 VHA-H 50 Periférica
V, — Setor membranar
a Acoplamento, jungdo  95-101 VPH1/STV1® VHA-a 89-95 Integral, 6-7TM
¢ lradocagd  de g VMH3 VHA-c 16 Integrd, 4TM
prétons
¢ lraslocagdo  de 4 VMH11 - ND .
prétons
c’ zrooéeo' ipideo similar 5 VMH16 VHA-C 18 Integrd, 5TM
Montagem do Vo, i N
d estabilidade 36 VMH6 VHA-d 40 Periférica
e - ND VHA-e ~8 Integral, 2 TM

#Novo nome sugerido paraV-ATPase pode ser aplicado para plantas e animais
Genes de Arabidopsis thaliana poderia ser denotado como AtVHA-X.

®\/PH, e STV si0 homélogos a subunidade a em fungos.

Abreviagdes: ND, ndo detectado. TM, dominio transmembrana.

Fonte: SZE et . (2002).

As V-ATPases locadlizadas na endomembranas (tonoplasto, reticulo
endoplasmatico, complexo de golgi etc.) sdo uma familia de bombas de prétons ATP-
dependente responsaveis pela acidificagdo de compartimentos intracelulares de células
eucaridticas. A V-ATPase € composta de dois dominios estruturais. O dominio
periférico (V1) € um complexo de 640 kDa responsavel pela hidrdlise de ATP e contém
oito diferentes subunidades (A-H) de massa molecular entre 13 e 70 kDa com a
estequiometria AsBsCDEFG;H;-,. O dominio integral (Vo) € um complexo de 260 kDa
responsavel pelatransocacdo de prétons e é composto de cinco subunidades (a, b, ¢, ¢,
c’) com massa molecular entre 17 e 100 kDa na estequiometria abc'c’’¢
(KAWASAKI-NISHI et al., 2003).

A V-ATPase é a bomba de H" dominante nas endomembranas da maioria das
células vegetais, tanto em termos de quantidade de proteina como também
freqlentemente em atividade. Sob condicbes de estresse como salinidade, déficit
hidrico, frio, estresse &cido, anoxia e excesso de metais pesados nos solos, a
sobrevivéncia da c&lula depende fortemente da manutencdo ou ajuste da atividade das
V-ATPases (DIETZ et a., 2001).
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No tonoplasto, a V-ATPase é a proteina mais abundante, ocorrendo na faixa de
6,5 a 35% do total de proteinas presentes no tonoplasto de diferentes espécies de plantas
(RATAJCZAK, 2000). A V-ATPase usa a energia liberada durante a hidrélise do ATP
para bombear prétons para o interior do IUmem vacuolar, portanto criando um gradiente
de potencial eletroquimico, e aforgca préton motriz para uma variedade de eventos de
transporte de ions e metabolitos. Assim, a V-ATPase é extraordinariamente importante
com uma enzima “house-keeping” para manutencdo da homeostase ibnica citosdlica e
do metabolismo celular.

2.7.1 A V-ATPase esuarelacdo com a F-ATPase

A V-ATPase é estruturamente relacionada as F-ATPases (ou F1Fo ATP-
sintase) que normalmente funcionam na sintese de ATP em mitocondrias, cloroplastos e
bactérias. A relacdo entre as V-ATPases e F-ATPases é evidente tanto na estrutura
global da holoenzima quanto na segiiéncia de certas subunidades (KAWASAKI-NISHI
et a., 2003). Eletromicrografias tém revelado uma estrutura global similar entre as duas
proteinas, com um dominio periférico ligado ao dominio integral da membrana por
hastes centrais e periféricas. Acredita-se que estas hastes possuam um importante papel
no mecanismo pelo qual esta enzima catalisa o transporte de prétons ATP-dependente.

cytoplasm

membrana

lumen

Figura 3. Modelo estrutural das V-ATPases e comparagdo com as F-ATPases.
Fonte: KAWASAKI-NISHI et al. (2003).

A V-ATPase é composta de um dominio periférico V1 responsavel pela hidrolise
de ATP e um dominio integral responsavel pela translocacéo de prétons. Os dominios
correspondentes para as FATPase sdo F1 e Fo. O loca de ligacdo do nucleotideo esta
localizado sobre a subunidade A e B do dominio Vi, com a catdlise ocorrendo
primariamente sobre a subunidade A.

A translocagdo de protons ocorre na interface da subunidade a e do anel
proteolipidico das subunidades (c, ¢’ e ¢'’). Os dominios V; e V, sdo conectados por
hastes centrais (compostas pelas subunidades D e F) e hastes periféricas (compostas
pelas subunidades C, E, G e H). Estas hastes possuem uma fungéo crucial no proposto
mecanismo rotatorio do transporte de prétons mediado pela hidrolise de ATP.
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A hidrélise de ATP no dominio V; transmite uma forca rotacional as hastes
compostas pelas subunidades D e F que por sua vez transmite essa mesma forga
rotacional ao anel proteolipidico composto pelas subunidades (c, ¢’ e ¢'’) que faz
contato com a subunidade a no dominio V3. A subunidade a é mantida relativamente
fixaao dominio V1 através das hastes periféricas compostas pelas subunidades C, E, G e
H. A subunidade a forma dois hemi-canais em comunicagdo com os lados
citoplasméticos e luminal da membrana.

ADP-+Pi ﬁ'\ﬂe
H+
ATP P A A
SASNAJNN | E ORIV
A (WNNIIITVNIINNSN
S N/ s sa e
S ) .

Figura 4. Mecanismo rotatério proposto para translocacdo de prétons pelas V-ATPases.

2.7.2 Acoplamento da hidrélisede ATP com o fluxo de H*

A V-ATPase exibe duas atividades distintas que podem ser medidas pela
aplicagcdo de diferentes técnicas. A atividade hidrolitica do ATP é caculada pela
determinagdo do fosfato liberado durante a hidrélise do ATP. A atividade de transporte
de H" pode ser estimada através do monitoramento do decréscimo de fluorescéncia ou
mudancas na absor¢do da coloracdo da quinacrine ou “acridine orange’ devido a
geracdo do gradiente de prétons com acumulagéo da coloracdo no interior das vesiculas.
Ambas atividades podem ser determinadas simultaneamente num Unico ensaio
aplicando-se 0 método de Palmgren , usando um sistema enzimético que acopla a
hidrélise de ATP com a oxidacdo de NADH para determinacéo do consumo de ATP,
enquanto a acumulacdo de H* é monitorada pela determinagdo das mudancas de
absor¢éo da sonda acridine orange (RATAJCZAK, 2000).

Estudos realizados através de “patch-clamp” em vaclUolos de Beta vulgaris
mostram evidéncias de uma estequiometria variavel na razdo H*/ATP. Foi observado
que a razdo, H' transportado / ATP hidrolisado decresceu de 3,28 para 1,75 quando o
gradiente de pH entre o citosol e o vactolo aumentou de 2,8 para 4,7 (RATAJCZAK,
2000). O mesmo autor propde que o baixo nimero de H* bombeados por ATP
hidrolisado beneficiaria o transporte de prétons para dentro do vactolo contra um alto
gradiente de H" por razdes termodinamicas.
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2.7.3 Caracteristicasda atividade das V-ATPase einibidores

O pH 6timo para a atividade das V-ATPases estd afaixade 7,5 a 8,0 e pode ser
estimulada pelo anion cloreto (CI). Tanto as F-ATPases como as V-ATPases sdo
sensiveis ao nitrato, entretanto ao contrario das F-ATPases mitocondriais, a atividade
das V-ATPases sdo insensiveis aazida. Assim, a hidrélise de ATP sensivel ao nitrato e
resistente & azida € usado para caracterizar aatividade das V-ATPases (RATAJCZAK,
2000).

A atividade das V-ATPases pode ser distinguida de outras bombas de prétons
gue hidrolisam ATP por sua sensibilidade a diferentes inibidores. As V-ATPase tem
sdo demonstradas como insensiveis a0 vanadato diferentemente das P-ATPases,
embora tenham sido identificadas algumas V-ATPases de plantas que sdo sensiveis a
altas concentragdes de vanadato, nafaixade 0,5 a1 mmol L™* (TEODORO, 2004).

Muitos estudos sobre a funcéo fisioldgica dessas proteinas tem sido possives
gracas a presenca de inibidores especificos tais com a bafilomicina A, e concanamicina
O antibidtico bafilomicina A; tem sido demonstrado como um inibidor especifico de
V-ATPases tanto “in vitro” como “in vivo” (TEODORO, 2004). Este antibidtico inibe a
atividade da V-ATPases de diferentes organismos em concentragcbes na faixa
nanomolar. A bafilomicina A; também inibe a atividade da P-ATPase, porém em
concentracdes muito elevadas na ordem de 10° M, e as F-ATPases sf0 insensiveis a
este inibidor BOWMAN et al., 1988). A acdo da bafilomicina A; se da pela ligacédo
desse inibidor ao setor Vo impedindo o fluxo de prétons através do canal de prétons da
enzima (CRIDER et a., 1994). KAWASAKI-NISHI et a. (2003), atribui o efeito
inibitério da bafilomicina A1 a uma ligagcdo desta droga a interface das subunidades a e
¢, impedindo desta forma a rotacéo do anel proteolipidico.

Embora a inibicdo das V-ATPases por bafilomicina A1 sga bastante efetiva,
parece que esta inibicdo pode ocorrer de diferentes maneiras entre as V-ATPases
(RATAJCZAK, 2000).

Outro inibidor da V-ATPase é o antibidtico concanamicina A que € mais efetivo
gue a bafilomicina A; com concentracdo 6tima para inibicdo das V-ATPases em torno
de /10 da concentragdo de bafilomicina A;. A inibicdo total da V-ATPase por
concanamicinaA é obtida com concentragdes em torno de 10° M (TEODORO, 2004).

2.7.4 Distribuicéo das V-ATPases

Estudos imunoquimicos e bioguimicos tem revelado que a V-ATPase ndo é
localizada exclusivamente no tonoplasto de vacUolos maduros, mas é também
associadas com o reticulo endoplasmético (RE), provacuolos, membrana plasmética, e
outras membranas da via secretéria (DEITZ et al., 2001). Este mesmo autor diz que a
funcdo precisa das V-ATPases nessas membranas, particularmente na membrana
plasmética, € objeto de muita especulacdo. No entanto é necessario ressaltar que a V-
ATPase é encontrada principal mente na membrana vacuolar.

A atividade de V-ATPase e PPase estimulada por K* em compartimentos
diferentes do vacUolo constitui aproximadamente 50% da atividade hidrolitica
encontrada nas membranas totais. Este fato fortalece a idéia de que as V-ATPases e
PPases estimuladas por K estdo localizadas e podem estar funcionalmente ativas em
uma série de compartimentos e sub-compartimentos da via secretéria, além do
tradicional compartimento vacuolar (TEODORO, 2004).
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2.7.5 Efeito de estr esses ambientaissobrea V-AT Pase

A V-ATPase € indispensdvel para o crescimento das plantas sob condicdes
normais devido seu papd na energizacdo dos transportes secundarios e manutencéo da
homeostase de solutos na célula. Sob condi¢des de estresse como salinidade, seca, frio,
acidez, anoxia, e excesso de metais pesados no solo, a sobrevivéncia da célula depende
fortemente da manutengdo ou agjuste da atividade das V-ATPases (DEITZ et al., 2001).

a) Salinidade

Geralmente, a concentraggo citosolica de Na" ndo excede a 0,15 moles.L™, pois
uma ampla variedade de reacGes metabdlicas pode ser inibida (WANG et a., 2001).

Os inconvenientes da salinidade para as plantas séo dois. 0 primeiro seria a
deficiéncia hidrica causada pela elevada concentracdo de sais no solo e a segunda seria
0 estresse i0nico resultante da alteragdo na relagdo K'/Na' e na concentracdo dos ions
Nat e Cl', téxicos as plantas (BLUMWALD, 2000).

Enquanto o Na' pode entrar nas raizes passivamente (movendo a favor de um
gradiente de potencial eletroquimico), a remocdo do Na“ do citoplasma pode ser
realizada pelo seqlestro para o interior do vactolo ou pelo transporte através da
membrana plasmética para fora da célula (LIN et al., 1997). O gradiente de Na’ pode
ser regulado pela operagdo de transportadores secundérios (antiportes Na'-H*)
localizados no tonoplasto e na membrana plasmética. Estes sistemas de transporte
pedem funcionar para remover o Na" do citoplasma através da membrana plasmética ou
compartimentaliza-lo no IGtmem vacuolar. A operacdo combinada das H*-ATPases e
antiportes Na“™-H* podem permitir o controle do Na" citoplasmatico.

LIN et al. (1997) estudando estresse salino em algodao sugerem que a atividade
das P-ATPases ndo sdo a determinante primaria natolerancia ao sal, e a atividade dessas
proteinas de plasmalema sozinhas sdo insuficiente para regular os niveis intracelulares
de Na'. Estes autores chegaram a esta conclusio ao constatar a estimulacdo das P-
ATPases sob condic¢des de estresse salino tanto em variedades de algoddo sensiveis ao
sal quanto em Salicornia bigelovii (planta tolerante a salinidade). Nesta mesma
variedade de algoddo sensivel a salinidade ndo foi encontrado aumento na atividade
hidrolitica das V-ATPases, embora, estudos com plantas tolerantes a sainidade
mostrem aumento tanto na atividade quanto na quantidade das V-ATPases. Estes
resultados sugerem que a inabilidade das V-ATPases em responder a exposicdo ao Na
pode levar a uma insuficiente forca motriz para o transporte de Na* (via troca Na'™-H™)
ao interior do vacuolo.

Em plantas haldfitas, a sadlinidade induz a um aumento na atividade e
modificagbes da holoenzima V-ATPase. Tais modificagdes sdo observadas em
diferentes espécies de plantas e podem até certo ponto ser responsavel por mudancgas na
relacdo entre o acoplamento da atividade de hidrédlise de ATP e transporte de H*
(RATAJCZAK, 2000).

WANG et a. (2001), em estudos com uma planta hal 6fita (Suaeda salsa L.) sob
condicbes de estresse salino, observaram uma regulacdo positiva da atividade da
V-ATPase enquanto a V-PPase possui apenas uma leve contribuicdo. Estes mesmos
autores atribuem o aumento na atividade da V-ATPase ndo a mudancgas estruturais na
enzima, mas sim a um aumento na quantidade desta proteina.

O efeito da salinidade sobre as proteinas do tonoplasto tem sido extensivamente
estudadas na plantas haldfitas e tolerantes a salinidade Mesembryanthemum
crystallinum. Depois de 8 dias submetidas a alta salinidade, a quantidade de proteina V-
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ATPase bem como sua atividade aumentou num fator de 2,5, enquanto que a quantidade
e aatividade de V-PPase diminuiu (WANG et al., 2001; RATAJCZAK et a., 1994).

b) M etais pesados

Varios mecanismos celulares como a sintese de fitoquelantes e metal otioneinas
estdo envolvidos no mecanismo de detoxificacdo de metais pesados, onde uma funcéo
muito importante esta reservada para o transporte transmembrana destes metais (DEITZ
et a., 2001).

As atividades de antiporte através do tonoplasto requerem um gradiente de
prétons, e sdo entdo fortemente dependentes da atividade das V-ATPases. Em plantas
sensivels a metais pesados, a atividade de absor¢éo de zinco através do tonoplasto foi
reduzida em 42% na presenca de bafilomicina, que claramente mostra o papel das
V-ATPases no transporte de zinco (DEITZ et a., 2001).

Em estudos com uma cultivar de trigo resistente a aluminio (Al) foi observado
gue quando esta planta era exposta a estresse de diferentes concentragtes deste metal,
ocorria tanto um aumento na expressdo como na atividade hidrolitica de V-ATPase e -
ATPases. Esta resposta mostrou ser dependente da dose, sugerindo que estas bombas de
H" estdo envolvidas no mecanismo de tolerancia e/ou adaptacdo ao Al (HAMILTON et
al., 2001).

O crescimento de raizes de cevada em meios contendo 5 umoles L™ de CdCl, ou
5nmolesL™ de bafilomicina A; foi apenas levemente afetados, no entanto, a
combinagdo de ambas substéncias apresentou um efeito fortemente inibitorio ao
crescimento radicular. A interpretacdo deste fenémeno é que a atividade de antiporte de
cétion é dirigida por uma forca préton motriz criada pelas V-ATPases, que contribui
significativamente para a detoxificacéo do Cd através da compartimentalizacdo vacuolar
deste cétion nas raizes de cevada (DEITZ et ., 2001).

2.8 Pirofosfatase Vacuolar ou V-PPase (EC 3.6.1.1)

Prétons pirofosfatases (H*-PPases), s3o bombas eletrogénicas de prétons que acidificam
vaclolos em células vegetais. O substrato para as H'-PPases, PPi, € um subproduto de
varios processos metabdlicos, como polimerizacdo de DNA e RNA, sintese de
aminoacil-tRNA, formagdo de ADP-glicose e UDP-glicose entre outras (MAESHIMA,
2000).

A H*-PPase é composta de um Unico polipeptidio com massa molecular em
torno de 80 kDa (MAESHIMA, 2000). Quantidades estimadas sugerem que a H'-PPase
representa em torno de 1 a 10% da proteina total do tonoplasto, enquanto as V-ATPases
podem constituir até mais de 30% (TEODORO, 2004).

H*-PPase € a Unica bomba de prétons que possui as trés seguintes
caracteristicas. Primeiro, ela consiste num unico polipeptidio com massa molecular de
aproximadamente 80 kDa. Segundo, a enzima utiliza um substrato de baixo custo
energético, o pirofosfato (PPi), sendo este, produto gerado por Va&rios processos
bi osintéticos de macromol écula, como proteina, RNA e celulose. Terceiro, esta eficiente
bomba de prétons coexiste com a V-ATPase na mesma membrana vacuolar em células
de plantas (MAESHIMA, 2000).

A principal funcdo das V-PPases parece ser na acidificacéo de vactuolos. Em
tonoplasto de Zea mays L., sintese de PPi foi obtida em resposta a criacdo de um
gradiente de H" pela hidrdlise de ATP, bem como sintese de ATP foi obtida em resposta
acriacdo de gradiente de H* pelo PPi (BALTSCHEFFSKY et al., 1999).
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H*-PPase requer Mg™ como um cofator necessario para estabilizacdio da
atividade enzimética. Altas concentragdes de K* podem estimulas as H'-PPAses,
enquanto o excesso de PPi, Ca’, Na', e F inibe a sua atividade (SHIMAOKA et a.,
2004).

Nas plantas, o transporte de solutos para dentro do vactolo central € um pré-
requisito para o crescimento e expansao celular. Além disso, as plantas tém que manter
sua homeostase i6nica em diversas condic¢bes ambientais, portanto ndo € surpresa que as
endomembranas das plantas possuam um segundo tipo de bomba de prétons, a
pirofosfatase (H*-PPase) (GAXIOLA et a., 2002). O requerimento diferenciado de
energia por estas duas bombas de prétons pode prover a plasticidade necesséria para a
manutencdo da homeostase celular numa ampla faixa de condigdes metabdlicas
(DETTMER et al., 2005). Por exemplo, tem sido argumentado que H'-PPase é a bomba
predominante em tecidos jovens que contém um elevado conteldo de pirofosfato
oriundo das altas atividades biossintéticas desses tecidos. YANG et a. (2003), afirmam
gue a atividade das V-PPase nas células em crescimento gjuda a conservar o ATP, que é
moeda corrente de energiana célula.

As PPases de uma ampla variedade de organismos podem ser divididas em trés
classes. PPases sollveis, PPase associada a membrana, e H'-PPase. Somente a
H*-PPase entre estes trés tipos de PPases tem a habilidade de transportar prétons através
da membrana (MAESHIMA, 2000).

2.8.1 Origem do PPi na célula vegetal

A H'-PPase, juntamente com a V-ATPase s30 as principais enzimas envolvidas
no transporte de prétons em plantas e utilizam como fonte de energia o PPi e ATP
respectivamente. A V-PPase é uma bomba de préton que consiste em um Unico
polipeptidio, e seu substrato, o pirofosfato (PPi) € um dos compostos de ata energia
mais simples (MAESHIMA, 2001).

Muitas vias biossintéticas geram PPi na célula vegetal. Podem ser citados como
exemplo a acetilacgo da coenzima A na sintese de acidos graxos, a aminoacilagdo do
tRNA na sintese de polipeptidios, formacdo de ligacbes fosfodiéster na sintese de
polinuclectidios, ativagdo de agucares na sintese de polissacarideos, sintese de
nucleotideos e lipideos, e a formacéo de fosfosulfato de adenosina a partir de ATP e
sulfato (TEODORO, 2004). Segue abaixo descrita as principais rotas para producéo de
PPi em células vegetais:

Ativacao de aminoacidos (aminoacil t-RNA sintetase)
Aminoacido + tRNA + ATP ? aminoacil-tRNA + AMP + PPi

Sintese de RNA (RNA polimerase)
(NMP),+ NTP? (NMP)py + PPi

Sintese de DNA (DNA polimerase)
(ANMP),+ dNTP? (dNMP),.1 + PPi

Formacao de ADP-glicose (ADP-glicose pirofosforilase, sitese de amido)
Glicose-1-fosfato + ATP? ADP-glicose + PPi

Formacdo de UDP-glicose (UDP-glicose pirofosforilase, sintese de celulose e

sacarose)
Glicose-1-fosfato +UTP ? UDP-glicose + PPi
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Ativagao dos acidos graxos na 3-oxidagdo (acido graxo-acil-CoA sintetase)
Acido graxo + CoA + ATP? &cido graxo-acil-CoA + AMP + PPi

2.8.2 Estrutura da V-PPase

A V-ATPase de plantas consiste de 761 a 771 aminoacidos, massa molecular em
torno de 80 a 81 kDa e tamanho aparente em gel de poliacrilamida de 70 a 73 kDa
(MAESHIMA, 2001; TEODORO, 2004). A sequéncia de aminoacidos é altamente
conservada entre plantas terrestres com 86% a 91% de identidade (MAESHIMA, 2001).

2.8.3 Tamanho funcional das V-PPases

As V-PPases funcionam como um mondmero durante a hidrélise de PPi. A
massa funcional aproximada das V-PPases determinada por radioinativacdo esta entre
88 e 96 kDa quando a atividade hidrolitica é analisada pés-irradiacdo, enquanto que o
tamanho determinado através da sequiéncia do seu cDNA é de 81 kDa. O tamanho das
V-PPases também determinado por radioinativagdo para transporte de H" esta em torno
de 290 a 370 kDa, com tamanho de trés a quatro vezes maior que o observado gpenas
para a hidrolise do seu substrato (REA & POOLE, 1993). Estes mesmos autores
sugerem que é possivel que enquanto subunidades autbnomas podem cataisar a
hidrélise de PPi, o transporte de H" e/ou transduc&o de energia livre da hidrélise de PPi
para o transporte de H* através da membrana demanda uma proximidade funcional
entre as subunidades.

2.9 Envolvimento do Nitrato nos Processos Fisioldgicos das Plantas

O desenvolvimento do sistema radicular de plantas é altamente responsivo a
disponibilidade e distribui¢do de nutrientes no solo (ZHANG & FORDE, 2000). Tem
sido sugerido que a assimilagéo de nitrato leva a um aumento do influxo de fotossintatos
e/ou auxina que entdo estimula o crescimento de raizes laterais neste local de
assimilacéo (STTELMACHER et al., 1993).

A primeira evidéncia clara do papel do nitrato na regulacdo do desenvolvimento
de plantas vem de estudos realizados com mutantes de Nicotiana plumbaginifolia
deficientes em nitrato redutase (NR), em que foi mostrado que a acumulagéo de altas
concentracBes de NOs™ na parte aérea correlacionou-se com uma marcante inibicéo do
crescimento radicular (SCHEIBLE et al., 1997). ZHANG & FORDE (1998),
encontraram taxas similares de alongamento radicular entre mutantes de Arabidopsis
sem NR e plantas normais, indicando que a resposta néo é dependente da habilidade da
plantaem assimilar o NOs'.

Em milho, o aumento nas taxas e freguéncia de iniciagdo do alongamento das
raizes laterais associado com um suprimento localizado de NOs™ foi correlacionado com
um aumento no contelido endégeno de AIA nas raizes da zona de suprimento do NOg’
(SATTELMACHER et al., 1993).

Além de estimular o crescimento radicular quando sob suprimento localizado, o
NO3z também exerce um efeito inibitério sobre o alongamento de raizes laterais
(ZHANG et d., 1999; ZHANG & FORDE, 2000). Estainibicdo que ndo afeta as raizes
primérias foi primeiro notada quando altas concentracdes de NOs (>10 mmoles L™)
foram aplicadas ao sistema radicular de Arabidopsis (ZHANG & FORDE, 1998). Estes
mesmos autores afirmam que existem evidéncias sugerindo que o acimulo de nitrato
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dentro da planta tem um importante papel na inibicdo do desenvolvimento de raizes
laterais.

Segundo ZHANG e FORDE (2000), existem fortes evidéncias fornecidas por
diversos estudos de gue as raizes podem perceber a presenca do nitrato no ambiente e
usar isto como sinal para modular a expressao de genes. Os genes para NR em plantas
sdo rapidamente induzidos pelo nitrato, sendo esta inducdo muito rapida (dentro de
minutos) e ndo dependente da sintese de novas proteinas (GOWRI et a., 1992).

Uma forma de nitrato redutase ligada a membrana plasmética (PM-NR) que é
bastante distinta da forma citosdlica e esta localizada na superficie da face externa da
membrana plasmatica tem sido indicada como um possivel sensor de NOs™ (FORDE,
2002a). Uma nova enzima ligada a membrana que catalisa a reducéo do NO,™ a oxido
nitrico (NO) foi recentemente descoberta em raizes de tabaco (STOHR et al., 2001).
Este mesmo autor sugere gue esta enzima nitrito:NO-redutase pode atuar em conjunto
com a PM-NR para converter o NOs™ externo em NO, que poderia prontamente passar
através da membrana plasmatica e atuar como um intermediario na sinalizacdo pelo
NOs'.

Dois genes codificam possiveis componentes da rota de sina de transducéo
disparada pelo nitrato externo (Figura 5) (FORDE, 2002a). O primeiro (ANR1) é um
gene regulado pelo NOs” membro dafamiliaMADS-box de fatores de transcrigdo. Onde
aexpressao do ANRL foi reprimidapor antisense ou co-supressao, as linhas transgénicas
resultantes ndo mostraram resposta de desenvolvimento radicular ao suprimento
localizado de NO3s (ZHANG & FORDE, 1998). O segundo (AXR4) é um gene que foi
primeiramente identificado como em gene sensivel a auxina com uma importante
func&o no gravitropismo radicular. Assim como as linhas transgénicas com a expressio
do ANR1 reprimida, as linhas mutantes de axr4 ndo respondem ao tratamento localizado
com nitrato (ZHANG et al., 1999), sugerindo uma sobreposicdo entre a auxina e a rota
de resposta ao NOs™ naregulacéo do crescimento radicular.

A sinadizacdo pela auxina em raizes de Arabidopsis envolve uma atividade
mitotica de proteinas cinase (MAPK), sendo a ativagao destas proteinas dependente de
AXR4 (MOCKAITIS & HOWEL, 2000).

auxin

: * von| MAPK |1 Meristematicl
ANRT-% AXR4 =¥ pathway > activity

llll>

External
NO;

Figura 5. Rota de sinal de transdugdo induzida pelo suprimento localizado de nitrato
estimulando o alongamento de raizes laterais. Copiado de FORDE (2000a).
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3.MATERIAL E METODOS
3.1 Metabolismo de N em Arroz sob Deficiéncia de N-NO3

Para estudar a dindmica do acimulo e da remobilizacdo de N-NOs3’, um ensaio
foi realizado para caracterizar 0 metabolismo de nitrogénio em plantas crescidas com
suprimento normal de N-NOs’, ou na auséncia deste ion em solugdo nutritiva. Plantulas
de arroz da variedade Caiap6 foram cultivadas em camara de crescimento submetidas a
fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com luminosidade de 80 pmol m? s? (fluxo de
fotons fotossintéticamente ativos), umidade relativa do ar de 70% e temperatura
28°C/24°C (diurna/noturna).

As sementes de arroz foram colocadas para germinar em potes contendo agua
destilada, onde uma gaze foi usada como suporte para impedir aimersdo das sementes.
Uma semana apo6s a germinacdo as plantulas foram transferidas para potes de 2 litros
(10 pléntulas por pote), contendo solucdo de HOAGLAND & ARNON (1954) com 2
mmoles L™ de N-NOs e a¥4 da forca ibnica. Cinco dias depois a solucgo foi trocada
para outra a2 da forca idnica e ap6s mais cinco dias 0 sistema recebeu solugcdo em
forcaiodnicatota até os 30 dias apds a germinacdo (DAG) com trocas a cadatrésdias. A
correcao do pH foi realiza com H2SO,.

Depois da ultima troca de solucéo aos 30 DAG os potes foram divididos em dois
grupos: Controle (troca de solugéo nutritiva com 2 mmoles L™ de N-NO3 a cada 3 dias)
e Tratamento (sem troca de solugdo nutritiva). O contelido de NO3 na solucdo nutritiva
das plantas submetidas ao tratamento foi monitorado a cada 4 h até a 1207 h, e a partir
desse momento a cada 2 h até atingir o Cmin (concentracdo externa na qual o fluxo
liquido de ions é zero). As amostras de solucdo nutritiva foram acondicionadas em tubos
ependoff e o conteldo de NOs foi determinado pelo método de CATALDO et al.
(1975).

A partir do esgotamento de NOs; da solugdo nutritiva, foi iniciado o
acompanhamento da remobilizacdo de NOs que se espera tenha sido acumulado pela
planta. Paraisso foram feitas coletas da parte aérea, caule eraiz &s 0, 24, 48 e 72 horas,
tanto das plantas controle como do tratamento. Foram também quantificadas a massa
frescade folhas, bainhas e raizes.

Amostras de folhas, bainhas e raizes das plantas de arroz foram coletadas e
utilizadas para a determinagéo da atividade da Nitrato Redutase (JAWORSKI, 1971).
Amostras de um grama de materia coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e apds particdo com cloroférmio (FERNANDES,
1984) a fracéo sollvel obtida foi utilizada para a determinagdo dos teores de N-amino
livie (YEMM & COCKING, 1955), N-NH,;" (FELKER, 1977), N-NO3z (CATALDO et
al., 1975) e aclcares soluveis (YEMM & WILLIS, 1957). O restante do material vegetal
foi seco para determinacdo do N-total (TEDESCO et al., 1982).

3.2 Dinamica de Absor ¢do do Nitrato

Um outro experimento com as variedades Piaui e IAC-47 foi realizado afim de
caracterizar a dinamica de absorcdo de N-NOs3™ entre estas variedades contemplando os
dois sistemas de absorcdo. As plantas foram cultivadas em cémara de crescimento
submetidas a fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com luminosidade de 80 umol m? s*
(fluxo de fotons fotossintéticamente ativos), umidade relativa do ar de 70% e
temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).
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As plantas foram crescidas em soluc&o de Hoagland com 2 mmoles.L™ de N-
NOj3 até amesmaidade do experimento realizado para o estudo da remobilizacao.

Depois de 30 DAG as plantas foram privadas de NO3™ na solugdo nutritiva
durante 72 horas, e a partir de entzo foi reposta a solucdo com 0,2 ou 2 mmoles L™ de
NOj3" para acompanhamento do processo de absorcéo as 0, 6, 24 e 48 horas (Figura 6).

Oh 6h 24h 48h

Germlna(;éo 30 DAG v l l v
! } 0,2mmolesL™ NOy

2mmoles L™ NOs 72 h NO;

2mmoles L™ NOs

Figura 6. Esquema do experimento realizado para avaliagdo da dinamica de absor¢éo
de NOs™ entre variedades tradicionais e melhoradas de arroz.

O contetido de NOs™ ha solugdo nutritiva foi monitorado em amostras de 0,1 mL,
a cada hora até as 12 horas; de duas em duas horas até as 24 toras; e de quatro em
quatro horas até o final do experimento as 48 horas. As amostras de solucdo nutritiva
foram acondicionadas em tubos ependorff e o contelldo de NOs™ foi determinado pelo
método de CATALDO et d. (1975).

Amostras de folhas, caules e raizes das plantas de arroz foram coletadas e
utilizadas para a determinacgéo da atividade da Nitrato Redutase (JAWORSKI, 1971) e
Glutamina Sintetase (FARDEN & ROBERTSON, 1980). Amostras de um grama de
material coletado da parte aérea ou raizes foram homogeneizadas em etanol 80%, e apis
particdo com cloroformio (FERNANDES, 1984) a fracdo solUvel obtida foi utilizada
para a determinagdo dos teores de N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-
NH;" (FELKER, 1977), N-NO3 (CATALDO et al., 1975) e agUcares soliveis (YEMM
& WILLIS, 1957).

Amostras de cinco adez gramas de raizes e bainhas foram coletadas para andlise
da atividade das PM-H"-ATPase, utilizando metodologias propostas por GIANNINI &
BRISKIN (1987); LIN et al. (1977) e YAN et d. (2002), com modificagdes.

As metodologias utilizadas para isolamento de vesiculas de plasmaema e
tonoplasto, quantificagdo de proteinas, medicdo de atividade das bombas de prétons e
eletroforese das proteinas, estdo descritas abaixo.

3.2.1 I solamento de vesiculas de plasmalema e tonoplasto

Todo o processo descrito para o isolamento das vesiculas foi realizado de 0 a
4°C. Amostras de caule e raizes (5 a 10 g de massa fresca) foram maceradas em
amofariz e pistilo com 10 a 20 mL do meio de extragdo contendo: Tris-HCI 50 mmoles
L™ (pH 8,0), sacarose 250 mmoles L™, glicerol 100 mL L™, KI 150 mmoles L™, cloreto
de colina 100 mmoles LY, EGTA 2 mmoles L', EDTA 2 mmoles L%,
polivinilpirrolidona (PVP) 10 g L™, fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mmol L™,
ditiotreitol (DTT) 5 mmoles L™, 2-mercaptoetanol 5 mmoles L™ e 5 g L™ de albumina.
O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e em seguida submetido a uma
centrifugacdo de 3.600 g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e novamente
centrifugado a 8.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e agora
centrifugado a 105.000 g por 40 minutos. Descarta-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se
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0 precipitado com 2 mL de um meio contendo: Tris-HClI 30 mmoles L™ (pH 7.5),
glicerol 150 mL L™, EGTA 1 mmol L™, EDTA 1 mmol L, MgCl, 2 mmoles L™, DTT
2 mmoles Lt e PMSF 1 mmol L. 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 2h.
As vesiculas de plasmalema e tonoplasto foram separadas por densidade de flutuacéo e
formaram bandas que poderam ser coletadas e diluidas em meio de suspensdo na
proporcdo de 2:1 (meio:banda). As fragdes de plasmalema e tonoplasto agora separadas
foram submetidas a uma centrifugacéo de 105.000 g durante 40 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de meio de suspensdo. As proteinas
foram congeladas em N liquido e armazenadas a -25°C para posteriores andlises.

3.2.2 Quantificacédo de proteina

A concentracdo de proteinafoi determinada pelo método de BRADFORD, 1976,
usando soro albumina bovina como padréo.

3.2.3 AtividadedasPM-H"-ATPases, V-H"-ATPases e H"-PPases

A atividade das bombas de prétons, PM-H*-ATPases, V-H"-ATPases e H'-
PPases foram determinadas pela quantificagéo do fosfato inorganico (Pi) liberado pela
hidrélise de ATP (PM- e V-H"-ATPase) e PPi (H"-PPase) como descrito por YAN et dl.
(2002), com modificacdes. O meio de reacdo para a PM-H'-ATPase € composto de
MOPS-BTP 30 mmoles L™ (pH 6,5), MgSO; 5 mmoles L™, KCl 50 mmoles L™,
NayM 0O, 1 mmol L2, 0,2mL L de Triton X-100, KNOz 50 mmoles L%, NaN3 1 mmol
Lt e ATP 5 mmoles LY. O meio de reacso para as V-H'-ATPases é composto de
HEPES-BTP 30 mmoles L™ (pH 7,5), MgSO; 5 mmoles L™, KCl 50 mmoles L™,
NaxM0oO; 1 mmol L, 0,2 mL L de Triton X-100, NasVO,4 0,2 mmoles L, NaN3 1
mmol L™* e ATP 5 mmoles L™.O meio de reacso para as H*-PPase contém HEPES-BTP
30mmolesL™ (pH 7,2), MgSOs 5 mmoles L, KCl 100mmoles L, 0,2 mL L* de
Triton X-100, NaN3 1 mmol L™t e PPi 1 mmol L.

A reacfo foi iniciada para todas as bombas de H*, pela adicdo de 4 ug de
proteina por mL de meio. Ap6s 30 min a 30°C areacdo foi paralisada pela adicdo de 0,5
mL do meio de reacdo contendo as proteinas e 1 mL do meio de parada contendo H,SO,
20 mL L%, SDS 50 g L™ e (NH4)2M0O; 7 g L™ previamente em tubos de ensaio
submersos em gelo. Em seguida foram adicionados 50 uL de &cido ascorbico 100 g L™.
Ap6s 10 minutos 1,45 mL de um meio contendo 40 g L™ de citrato de sddio e 20 g L™
de acido acético glacial foi adicionado a fim de prevenir a medicdo do fosfato (Pi)
liberado pela atividade residual das H'-ATPases e hidrélise &cida do ATP. A cor foi
totalmente desenvolvida apds 30 min e a leitura espectrofotdmetrica foi realizada a
820 ?m.

Para verificar a agdo de inibidores sobre a atividade da P-H*-ATPase, foi usado
um meio com 0,2 mmoles L* de Vanadato (NagVOy). A atividade desta proteina foi
calculada pela diferenca entre a atividade observada sem e com a presenca de vanadato
no meio de reacdo. Para verificar a agdo de inibidores sobre a atividade da
V-H*-ATPase, foi usado um meio como o acima descrito, mas contendo 100 ?moles L™
de bafilomicina A;. A atividade desta enzima foi calculada pela diferenca entre a
atividade observada sem e com a presenca de bafilomicina A;. A atividade da H*-PPase
dependentes de K* foi calculada pela diferenca entre a atividade observada na auséncia
e presenca de 100 mmoles L™* de KCI no meio de reacso. NaF a 2,5 mmoles L™ também
foi usado num meio de reagdo separado para verificar o grau de inibicdo das H*-PPases.
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3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE)

Para verificar a quantidade relativa de proteina nas membranas isoladas, foi
realizada uma andlise de SDS-PAGE como descrito por LAEMMLI (1970). As
proteinas de membrana vacuolar gl pg) foram inicialmente tratadas com tampé&o de
amostra (Tris-HCI 62,5 mmoles L™ pH 6,8, SDS 100 g L™, glicerol 250 mL L™, azul de
bromofenol 5 g L™ e mercaptoetanol 50 mL L™) na proporcéo de 2:1 (amostra:tampao).
As amostras foram aquecidas a 95°C durante 5 min e depois de resfriadas aplicadas em
SDS-PAGE constituido de gel de separacéo (Tris-HCl 125 mmoles L' pH 8,8, SDS
1g L™, acrilamida 100 g L™, persulfato de aménio 0,5gL™* e TEMED 0,1 mL L™) egel
de empilhamento (Tris-HCl 125 mmoles L™ pH 6,8, SDS 1 g L™, acrilamida 40 g L™,
persulfato de amdnio 0,5 g L e TEMED 0,1 mL L. A eletroforese foi realizada em
tampao de corrida contendo glicina 192 mmoles L%, Tris 25 mmoles L* e SDS1 g L™
sob 70V. As proteinas foram coradas com nitrato de prata (CHAVES, 2004).

3.3 Dinamica de Remobilizacdo do Nitrato
3.3.1 Variedade Piaui

O experimento foi conduzido em camara de crescimento no Departamento de
Solos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) com uma variedade
tradicional de arroz (Piaui) cultivada em solugdo nutritiva.

As plantas foram submetidas a fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com
luminosidade de 80 pmol m? s* (fluxo de fétons fotossintéticamente ativos), umidade
relativado ar de 70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

As sementes de arroz foram colocadas para germinar em potes contendo agua
destilada, onde uma gaze foi usada como suporte para impedir aimersdo das sementes.
Uma semana apés a germinacdo as plantulas foram transferidas para potes de dois litros
(10 plantulas por pote), contendo solugdo de HOAGLAND & ARNON (1950) com
2mmoles L™ de N-NOs a ¥4 da forca iénica, cinco dias depois a solucdo foi trocada
para ¥ da forca idnica e apds mais cinco dias recebeu solugdo com 5 mmoles L™ de N-
NOsz em forca ibnica tota até os 30 dias apOs a germinacdo (DAG), com trocas
periédicas acada 2 dias.

No momento da Ultima troca de solucdo aos 30 DAG as plantas receberam
solucdo nutritiva completa sem N-NOs e a partir de entéo foram realizadas coletas &
Oh, 24h, 48h e 72h.

Amostras de folhas, caules e raizes das plantas de arroz foram coletadas e
utilizadas para a determinagéo da atividade da Nitrato Redutase (JAWORSKI, 1971).
Amostras de um grama de material coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e apds particdo com cloroférmio (FERNANDES,
1984) a fracdo soluvel obtida foi utilizada para a determinacéo dos teores de N-NOs
(CATALDO et a., 1975), N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NH;"
(FELKER, 1977) e aclcares solGveis (YEMM & WILLIS, 1957).

Amostras de trés gramas de raizes e bainhas foram coletadas para andise da
atividade das V-H'-ATPase, H*-PPase e P-H'-ATPase, utilizando metodologias
propostas por GIANNINI e BRISKIN, (1987); LIN et a. (1977); YAN et al. (2002),
com modificagdes, como descrito no item 3.2. As proteinas extraidas no tonoplasto
foram utilizadas para andlise em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE).
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Para verificar quais os efeitos das condigcdes experimentais sobre o crescimento
radicular, um outro experimento foi feito, usando-se a variedade Caiapd, planta
recomendada para cultura de sequeiro, em ambiente semelhante ao usado para a cultura
da variedade Piaui. Plantas da variedade Caiap6 foram cultivadas como descrito acima
Aos 30 DAG, as plantas foram divididas em dois grupos. Controle, com troca de
solugdo nutritiva (2 mmoles L™ de N-NOs) a cada trés dias, e Tratamento (sem troca de
solugéo nutritiva). A partir do esgotamento de NOs da solugdo nutritiva, foram feitas
coletas da parte aérea e raiz, as 0, 24, 48 e 72 horas. Amostras de um grama de raizes e
bainhas foram coletadas para determinagdo de N-NO3z (CATALDO et d., 1975). Foi
também determinada a massa fresca de raizes.

3.3.2Variedade | AC-47

O experimento foi conduzido em camara de crescimento em condi¢des idénticas
as utilizadas para a variedade Piaui. No entanto, neste experimento foram realizadas
coletas apenas as 0 e 48 h depois da adicéo dos tratamentos. Amostras de um grama de
material coletado da parte aérea ou raizes foram homogenei zadas em etanol 80%, e ap0s
particdo com cloroformio (FERNANDES, 1984) a frac8o sollvel obtida foi utilizada
para a determinacdo dos teores de N-NOs” (CATALDO et al., 1975), N-amino livre
(YEMM & COCKING, 1955), N-NH," (FELKER, 1977) e aclicares solGveis (YEMM
& WILLIS, 1957).

Amostras de trés gramas de raizes e bainhas foram coletadas para andise da
atividade das V-H'-ATPase, H'-PPase e P-H'-ATPase, utilizando metodologias
propostas por GIANNINI e BRISKIN, (1987); LIN et a. (1977); YAN et al. (2002),
com modificagoes.

3.4 Efeito do KNO3 sobre a Aividade das P-H*-ATPases

A atividade de extrusdo de prétons pelas raizes foi determinada de acordo com
ROMHELD et a., (1984). As raizes de plantas de arroz da variedade Piaui com 2
semanas apds germinacdo e crescidas em &gua deionizada, foram imersas numa solugéo
geleificada contendo agar 7,5 g L™, parpura de bromocresol 0,06 g L™, K»SO4 2,5
mmoles L™ e CaSO; 1 mmol.L ™, pH 6. As raizes foram gentilmente imersas no gel para
evitar danos ao tecido. O registro da acidificacdo rizosférica foi realizado apés 3h da
imersio das raizes no gel. Para determinacdo da sensibilidade das P-H*-ATPases ao
vanadato, foi adicionado a solugdo 1 mmol.L™ de NagVO;. Para visudizacdo do efeito
do nitrato sobre a acidificacio rizosférica foi adicionado a solucdo 2 mmoles L™ de
KNOs.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Metabolismo de N em Arroz sob Deficiéncia de N-NO3”

A deplecdo do NO3 da solugdo nutritiva ndo ocorre de maneira continua (Figura
7). Nota-se que nas primeiras horas apds a Ultima troca de solugdo ha um efluxo de
NOj3 para a solugdo nutritiva. Isto pode estar associado as elevadas concentragdes de
NO;z j& existentes na planta, decorrentes do cultivo permanente com 2 mmoles L de
NOs e trocas a cada trés dias. O fato € que o efluxo ocorre no periodo da noite, onde
ndo ha formacdo de fotoassimilados pela planta.

3,0
Inicio do 1° periodo noturno apds a Ultima troca de solucéo
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Figura 7. Deplecao de nitrato na solucéo nutritiva por plantas de arroz (var. Caiap0).

MATT (2001) mostrou que a absorcdo de nitrato durante o dia, foi 40% maior
gue a absorcdo durante a noite em tabaco. Observa-se que, com a diminuicdo do
contelido de nitrato na solucdo, a planta passa a absorver o nitrato independentemente
dapresencaou ausénciade luz (Figura 7).

Quando o suprimento de nitrato é cortado, a atividade da nitrato redutase (ANR)
nas raizes € sempre menor que no controle (Tabela 2). Esses resultados corroboram os
encontrados por FERNANDES & ROSSIEL O (1995) que correlacionam positivamente
a atividade da nitrato redutase com o fluxo do seu substrato no citosol das células. O
comportamento da ANR nas bainhas parece ndo seguir essa mesma logica, a0 se
observar que quantidades significativas de nitrato sdo remobilizadas (Tabela 3) desses
tecidos e isso ndo esta relacionado com uma maior ANR (Tabela 2). O que parece
acontecer, € que o nitrato remobilizado das bainhas (Tabela 3), € em sua maioria
reduzido nas folhas, ja que nas primeiras 24h ap6s aretirada do NO3™ da solucéo ndo se
observa difrenca entre a ANR das folhas nas plantas com e sem nitrato em solucéo.
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Tabela 2. Atividade da Nitrato Redutase (umoles de NO, g* de MF h') em folhas,
raizes e bainhas de plantas de arroz cultivadas com 2 mmoles L™ de NOs na
solucgéo nutritiva ou sob deplecdo do NOs durante 72 h.

NO3 na solucdio nutritiva (mmolesL ™)

%hoc')ftg 0 20 0 2.0 0 20
FOLHA RAIZ BAINHA
oh 052Aa 0438Ba  049Ab 162Ba  017Ba 00BAD
24 h 067Aa 059Ba  056Ab 168Ba  045Ba 007 Ab
48h 023Bb 060Ba  030Bb 169Ba  022Aa 010Ab
72h 028Bb 097Aa  026Bb 214Aa  015Ba 011Aa
oV (%) 31.90 2233 25.29

* Médias seguidas de mesma letra, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas para cada parte da
planta ndo diferem entre si pelo teste Scatt Knott ao nivel de 5% de significancia.

De maneira oposta a0 observado nas raizes, a ANR nas bainhas foi sempre
maior apds 0 esgotamento do nitrato na solucdo nutritiva, valendo ressaltar que sdo
atividades muito baixas quando comparado com as outras partes da planta (Tabela 2).

Quando as plantas foram cultivadas permanentemente com 2 mmoles L™ de
nitrato, os maiores niveis desse nutriente sdo observados nas bainhas, demonstrando ser
este o compartimento preferencial das plantas de arroz para o armazenamento do nitrato
(Tabela 3). Se admitirmos que as bainhas sdo os locais preferenciais de armazenagem de
nitrato (Tabela 3), poderiamos também supor que ha um maior fluxo de nitrato para esse
tecido. Entretanto, a ANR ndo é proporcional a esse fluxo. 1sso também nos permite
especular que pode haver uma menor expressao dessa enzima NR neste tecido ou
mesmo gue o volume ocupado pelo citosol seja extremamente reduzido.

Tanto nas raizes como nas folhas, a atividade de remobilizacdo do nitrato se da
de maneiramais rapida nas primeiras 24 horas (Tabela 3), justificando a maior atividade
daNR nesse periodo (Tabda 2).

Apbs o esgotamento do contelido de nitrato na solucdo nutritiva, o teor deste
nutriente presente em todas as partes da planta sofre diminuicéo gradativa, o que é mais
evidente naraiz e bainha, mostrando que esses dois locais so preferenciais em relacdo
aremobilizagdo desse &nion (Tabela 3).

A planta quando sob deficiéncia de nitrato na solug&o do solo inicia 0 processo
de remobilizacdo desse nutriente para que possam ser mantidas todas as reagdes e
processos metabolicos necessarios para a sua sobrevivéncia. A saida deste nutriente do
pool de reserva (vacuolo) da planta se da através de um simporte com um préton NOg’
/H", sendo portando necesséria a criagdo de um gradiente de prétons de dentro para fora
do vacuolo para que este nutriente possa ser remobilizado. A criagdo deste gradiente de
prétons se da a custa de energia metabdlica (ATP e PPi) através da acéo de duas bombas
de protons presentes na membrana vacuolar (H*-ATPase e H'-PPase). Talvez, devido a0
fato dessas enzimas serem fortes drenos de energia e 0 experimento ter sido conduzido
sob baixa luminosidade (aprox. 80 pmoles de fétons m? s?), ndo tenha havido
aumentos significativos nos teores de aglcares solUveis depois da retirada do N-NO3™ da
solucgo quando comparado com o tratamento que permaneceu com 2 mmoles.L ™ deste
nutriente (Tabela 3).

Houve um aumento significativo nos teores de N-amino livre, entre as coletas de
0 a 72 horas, tanto nas folhas quanto nas raizes das plantas submetidas a nutricéo
constante com 2 mmoles L™ de NOs™ (Tabela 3). A elevada concentracdo de nitrato na
solucdo nutritiva a que as plantas estavam submetidas aumentou o contelido desse
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nutriente no interior da planta, que, através da acéo das enzimas de assimilagéo de N
elevou osteores de N-Amino livre.

N&o ha decréscimo nos teores de N-amino qundo as plantas estdo sob condicoes
de privagéo de fonte externa de N. Por outro lado, observa-se que mesmo com a falta
desse nutriente, os niveis de N-amino ndo sofrem grandes reducdes, indicando que as
plantas devem estar remobilizando o0 NOs™ acumulado nos vacuolos a fim de manter
uma homeostase metabdlica.

Tabela 3. Teores de N-NOs™ (umoles de NOs™ g ™! de massa fresca), N-Amino (umoles
de N-Amino g “* demassa fresca), N-NH,4* (umoles de NH;* g * demassa fresca) e
AcUcares soliveis (umoles de atcares soliveis g ™ de massa fresca) em folhas,
raizes e bainhas de plantas de arroz cultivadas com 2 mmoles L™ de NOs na
solugdo nutritiva ou sob deplecdo do NOs durante 72 h.

N-NOs
NO3 na solucdio nutritiva (mmolesL ™)
%hoc')ftg 0 2.0 0 2.0 0 2.0
FOLHA RAIZ BAINHA
oh 878Ab* 2373Aa  1554Ab 2150Ba  2413Ab 31.78Ba

24h 736 Ab 20,14 Aa 993Ab 2393Ba 16,22 Bb 30,63 Ba
48 h 310Bb 14,19Ba 168 Bb 2217 Ba 9,39Cb 3597Ba

72h 269Bb 1324Ba 0,23Bb 29,61 Aa 3,77Cb 44,97 Aa
CV (%) 31,47 24,98 16,57
N-Amino

Oh 6,90 Ab* 8,80 Ba 4,89 Aa 5,48 Ba 6,95Aa 8,33Aa
24h 6,44 Ab 9,19 Ba 6,87 Ab 10,10 Aa 571Ab 914 Aa
48 h 6,04 Ab 10,70 Aa 7,46 Aa 9,54 Aa 544Ab 751Aa
72h 507Ab 12,36 Aa 6,91Ab 11,36 Aa 6,36 Aa 7,92 Aa

CV (%) 14,73 20,90 18,20
N-NH4"

Oh 0,84 Ab* 105Ba 058Aa 048Bb 060Ba 0,64Aa
24h 0,79Ab 097 Ba 0,48Bb 0,61 Aa 051Bb 0,76 Aa
48 h 0,77Ab 1,12 Aa 045Ba 0,50Ba 055Bb 0,66 Aa
72h 0,73Ab 121Aa 043Bb 0,60Aa 0,71Aa 0,72Aa

Média 0,78b 1,09a 0,48b 055a 0,59b 0,70a
CV (%) 7,68 11,74 11,14
Acucares soluveis

Oh 62,9 Ba* 52,59 Ba 10,66 Aa 9,09 Aa 27,70Ba 25,39 Aa
24h 73,65Ba 56,31 Ba 14,05 Aa 10,81 Aa 2494 Ba 24,24 Aa
48h 89,73 Aa 74,16 Aa 15,45Aa 10,15Ab 31,04Ba 26,09 Aa
72h 102,3Aa 84,51 Aa 15,88 Aa 14,49 Aa 53,18 Aa 30,75Ab

Média 82,16a 66,89b 14,00a 11,14a 3422a 26,62b
CV (%) 16,76 25,85 23,08

* Médias seguidas de mesma letra, maiUsculas nas colunas e minlsculas nas linhas ndo diferem entre s
pelo teste Scott Knott ao nivel de 5% de significancia.

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 mmoles L™ de NOs'. Esta constatagio pode ser um indicativo de
gue neste tecido a a érea citosolica € muito pegquena, prejudicando dessaforma o contato
da NR com o seu substrato. A presenca de area citosolica peguena e vacuolos grandes
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nas células das bainhas realcariam ainda mais a sua fungdo como tecido preferencial ou
especializado para acimulo de NOs.

O contetdo de N-Amino nas folhas e bainhas entre os tratamentos é sempre
igual ou menor onde houve esgotamento do suprimento de NOs’, indicando uma menor
velocidade de reducéo do N, que como pode ser observado na Tabela 3 esta sendo
remobilizado. Isto mostra que as plantas de arroz da Var. Caiap0, quando se encontram
sob deficiéncia de N, remobilizam o N presente no vactiolo numavelocidade mais baixa
do que pode absorvé-lo, podendo ser esta uma estratégia para garantir um maior periodo
de sobrevivéncia ou mesmo uma caracteristica da variedade que procura poupar o N
armazenado quando sob deficiéncia deste nutriente em solugéo.

Ha uma queda significativa no contetido de N-NH;" das raizes das plantas nas
primeiras 24 horas apés o esgotamento do N-NOs; da solugdo nutritiva (Tabea 3).
Tanto para folhas quanto para raizes, os teores de amdnio nas plantas submetidas ao
esgotamento de NOs” em solucdo, relacionam-se negativamente com os teores de
acUcares soluveis (R=- 0,97 e R=- 0,99, respectivamente para folhas e raizes).

De maneira distinta do que ocorre nas raizes e bainhas das plantas que foram
supridas permanentemente com 2 nmoles L™ de N-NOz™ em solucgo, nas folhas ha
aumento no conteido de N-NH,4" entre as coletas feitas a 0 e 72 horas. Se observarmos
os valores médios de cada tratamento, podemos constatar que 0os menores teores de N-
NH;" ocorreram em todas as partes das plantas cultivadas com deplecdo do N da
solugdo nutritiva (Tabela 3).

Houve aumento nos teores de aglcares solUveis nas folhas e bainhas das plantas
apos o esgotamento do conteldo de NOs na solugdo nutritiva (Tabela 3). Isto se da
provavelmente porque ha uma diminuicdo gradativa no contelido de NO3™ presente no
pool de reserva da planta com o decorrer do tempo. Nas folhas, aremobilizacdo do NOs’
presente nos vacuolos € suficiente para garantir um teor de aclicares solUveis sem
diferengas significativas apenas nas primeiras 24 h. Nas bainhas, o aumento no
contetido de aglicares sollveis sO pode ser observado a partir de 48 h apds esgotamento
do contetido de N-NOs ™ na solugéo.

Apesar do contelido de aglcares solUveis ser sempre levemente maior no
tratamento onde houve esgotamento do contelido externo de nitrato, ndo se observa
diferencgas significativas entre os dois tratamentos no decorrer do tempo. Por outro lado,
guando se observa a média entre os dois tratamentos, constata-se que nas folhas e
bainhas, o contelido de acUcares solUveis é significativamente maior no tratamento onde
houve esgotamento do N da solucéo (Tabela 3).

Foi observada umarelagéo negativa (R=-0,97) entre os teores de N-amino livre e
acUcares slUveis nas folhas das plantas ap6s esgotamento do contetido de N-NO3™ na
solucdo, indicando que a diminuicdo no conteddo de N-amino com conseqlente
aumento no teor de aglcares solUveis é devido ao decréscimo no contelido de NO3z” no
interior deste tecido no decorrer do tempo, e pode também estar relacionado a uma
menor remobilizacdo do NO3 estocado. Nas raizes, para 0 mesmo tratamento a relacéo
entre N-amino e acUcares sollveis é dta (R=0,94) e positiva, indicando que a
remobilizacdo ocorre de maneira mais rapida mantendo o contelido de N-amino
aproximadamente constante até as 72 h apds esgotamento do NO3z™ em solucéo. Talvez
esta manutencdo do conteido de N-amino (Tabela 3) nas raizes ocorra em funcéo da
necessidade de aminoacidos para suportar 0 crescimento radicular observado neste
0rgédo ap0s esgotamento do suprimento de N externo (Tabela 4).

O conteido de N-total das folhas ndo varia dentro dos dois tratamentos, no
entanto, pode-se notar que apds o esgotamento do NOs™ na solugdo, o contetdo de
N-total € sempre mais baixo (Tabela4).
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Naraiz, de maneirasimilar as folhas, ndo ha diferenca do contelido de N-total no
decorrer do tempo, dentro de cada um dos tratamentos com e sem a presenca de nitrato
em solugdo. Por outro lado, de maneira diferente da observadanas folhas, o contetido de
N nas raizes ndo varia entre os dois tratamentos. Esta observacéo pode indicar que sob
condicdo de privacdo de N os tecidos das raizes sdo mais favorecidos com compostos
nitrogenados para garantir o crescimento radicular observado sob privagdo de N-NOs’
(Tabela 4).

Tabela 4. N-total (mg de N g de massa seca) e Massa fresca (g) observada em folhas,
raizes e bainhas de plantas de arroz cultivadas com 2 mmoles L™ de NOs na
solucgéo nutritiva ou sob deplecdo do NOs durante 72 h.

N-total
Coletas NOs na solucdio nutritiva (mmolesL ™)
(horas) 0 2,0 0 2,0 0 2,0
FOLHA RAIZ BAINHA
Oh 37,4Ab* 44,41 Aa 20,33 Aa 23,03Aa 28,23 Aa 29,16 Aa
24 h 40,30 Aa 45,93 Aa 18,17 Aa 22,07 Aa 22,98Bb 26,61 Ba
48 h 34,70 Ab 51,37 Aa 21,18 Aa 24,28 Aa 20,03Cb 2547Ba
72h 34,41 Ab 49,52 Aa 16,41 Aa 19,85 Aa 1493 Db 26,16 Ba
CV (%) 10,07 15,31 6,26
M assa Fresca
Oh 556Ba 547Aa 577Ba 558Aa 759Ba 761Aa
24 h 563Ba 5,31Aa 577Ba 489Aa 756Ba 785Aa
48 h 6,06 Ba 5,82Aa 6,65Ba 530Ab 816Ba 8,26Aa
72h 6,96 Aa 591Ab 8,60Aa 4,84Ab 9,38Aa 7,87Ab
CV (%) 10,36 10,47 8,99

* Médias seguidas de mesma letra, maiUsculas nas colunas e minlsculas nas linhas ndo diferem entre s
pelo teste Scott Knott ao nivel de 5% de significancia.

Na bainha, ocorre um decréscimo continuo e significativo do contetido de N no
tratamento onde € cortado o suprimento externo de nitrato (Tabela 4). Isto se deve a
continua remobilizacdo de N deste tecido, que se mostra como principal local de reserva
deste nutriente (Tabela 3). Quando a planta € mantida sob nutricdo constante com 2
mmoles L™ de N-NOs™ o contetido de N-total deste tecido n&o sofre grandes variacoes.

Sob condicdo de privacdo de N, ha um estimulo ao crescimento radicular que se
torna mais evidente a partir das 48 h horas apds esgotamento do suprimento externo de
N-NOs™ (Tabela 4). Sedundo LOPEZ-BUCIO et a. (2003) mudancas na arquitetura
radicular podem mediar a adaptacéo de plantas a solos em gue a disponibilidade de
nutrientes é limitada pelo aumento da superficie de absor¢do do sistema radicular. Ha
também evidencias de que o aumento do contelido interno de acUcares transportado no
floema tenha efeito estimulatério do desnvolvimento do sistema radicular (FORDE,
2002b).

Nas folhas e bainha, também foi verificado um aumento na massa fresca das
plantas que teve o suprimento externo de N-NOs™ esgotado. No entanto, esta constatacéo
s6 pode ser observada a partir de 72 h apds esgotamento do conteldo de NOs na
solugdo nutritiva (Tabela 4).

No decorrer do tempo, dentro de cada tratamento, nota-se que quando as plantas
sd0 submetidas a um suprimento constante de 2 nmoles L™* de NOs ndo ha aumento
significativo na massa fresca em todas as partes da planta. Por outro lado, quando o



suprimento externo de NOs™ foi esgotado houve aumento na massa fresca a partir da 72
horas em todas as partes da planta.

Esses resultados mostram que nessa fase de crescimento a bainha das folhas de arroz
€ o sitio preferencial de acimulo de nitrato, enquanto que nos outros tecidos (raiz e
folha) a atividade de assimilagéo ocorre em maior intensidade. Sob condicdo normal de
N na solucdo nutritiva a atividade da nitrato redutase € muito baixa nas bainhas,
caracterizando esse tecido como especializado em armazenar 0 NOs em excesso.
Somente apo6s a deplecdo de N da solugdo nutritiva a planta comeca a remobilizar o
NO;3" armazenado nas bainhas, suprindo para suprir as necessidades de nitrogénio do
vegetal.

4.2 Dinamica de Absor¢do de NO3™ entre as Variedades Piaui e |AC-47

A variedade |AC-47 mostrou-se mais desenvolvida que a Piaui, com maiores
valores de massa fresca em todas as partes da planta (Tabela 5). 1sso se deve pelo menos
em parte aum estresse sofrido pelas plantas da variedade Piaui apds atransferéncia para
camara de crescimento que havia sido submetida a um expurgo com formaldeido
poucos dias antes de receber as plantas.

Para as duas variedades estudadas ndo houve diferenca entre os valores de massa
fresca em todas as partes da plantas nas duas concentragdes de nitrato (Tabela 5),
provavelmente devido ao curto periodo de tempo de acompanhamento do ensaio apds
adicdo dos tratamentos (48h).

Tabela 5. Massa fresca (g/vaso) de raizes, bainhas e folhas de duas variedades de arroz
(Piaui e IAC-47) submetidas a duas concentracdes de N-NOs (0,2 e 2

mmoles.L™).
Tempo _ 0,2 mmole;eL'l deNO5
) Raiz Bainha Folha
Piaui IAC-47 Piaui IAC-47 Piaui IAC-47
0 393+0,73* 759+130 792+174 1581+285 6,03+126 1127+1,93
6 418+037 790+231 755060 1580+3,70 5,73+023 1105267
24 468+033 943+249 849+0,76 1767x217 6,27+053 12,76+1,77
438 448+118 853+090 7,79+139 1553+1,08 6,13+122 1143+0,93
Tempo _ 2 mmoles_L'l deNOs
) Raiz Bainha Folha
Piaui IAC-47 Piaui IAC-47 Piaui IAC-47
0 393+0,73 759+130 792+174 1581+285 6,03+126 1127+1,93
6 429+064 8,15+041 885+062 1542+081 6,76x050 10,74+0,50
24 325+120 1069+204 7,73+312 17,78+3,14 597+194 12,72+2,26
48 407+032 848+277 834+038 1766+6,66 6,29+042 1226+4,38

*Os valores sdo médias de quatro repeticdes + o desvio padrao da média.

Mesmo apresentando um desenvolvimento do sistema radicular inferior ao da
variedade |AC-47, a variedade Piaui quando submetida & dose de 0,2 mmoles.L™* de N-
NOs;  consome o0 nitrato mais rapidamente (Figura 8A). Aparentemente, as duas
variedades atingem o Cmin (concentracdo do nutriente em solucdo nutritiva no qual o
influxo liquido é zero) em concentraces diferentes de NOsz, o que também foi
observado para NH,4" por BAPTISTA et al. (2000). As 20 horas o contelido de nitrato
fornecido & variedade Piaui na dose de 0,2 mmolesL™?, chega a zero, enquanto a
variedade |IAC-47 parece ndo conseguir esgotar totalmente o contelido de NO3 da
solugdo nutritiva. Esta observacdo sugere que o sistema de alta afinidade para absorcéo
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de nitrato da variedade Piaui € mais eficiente que o da variedade |AC-47. Poderia ser
esta maior eficiéncia talvez, uma isoforma mais competente de transportador de ata
afinidade para absorcéo de nitrato presente na variedade Piaui.

Em virtude do menor desenvolvimento do sistema radicular das plantas da
variedade Piaui, esta apresenta um menor influxo de NOz™ na dose de 2 mmoles.L ™. No
entanto, ndo se observa diferencas no pH da solugdo nutritiva entre estas duas
variedades nessa mesma dose (Figura 9 B).
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Figura 8. Deplecéo de N-NO3 na solugdo nutritiva com o cultivo de duas variedades de

arroz (Piaui e IAC-47) submetidas a 0,2 mmoles.L™* (A) e 2 mmoles.L™ de N-NOs
(B), depois de 72 horas de privag&o deste nutriente.

As plantas da variedade 1AC-47 promoveram maior acidificagdo da solucéo
nutritiva na concentracdo de 0,2 mmoles.L™* de N-NOs que a variedade Piaui (Figura
9). A absorcdo do NOs™ ocorre em simporte com dois H' e talvez por isso o pH da
solucdo fornecida a variedade Piaui ficou mais acalino, ja que esta variedade absorveu
mais nitrato que a var. IAC-47. Além disso, 0 sistema radicular da variedade |AC-47
estava bem mais desenvolvido que a da var. Piaui (Tabela 5) e parte desta acidificacdo
observada pode ser devido aisto.

Se observarmos que as P-H*-ATPases funcionam no processo de absor¢io de
nitrato para geracdo ou manutencdo do gradiente de prétons, podemos chegar a
conclusdo a partir da observacdo da Figura 9B, onde as plantas estdo submetidas a alta
concentracdo de NOgs, que o influxo de prétons é maior que a extrusdo nos estagios
iniciais de absor¢édo desse nutriente e por isso 0 pH da solucéo se torna mais alcalino.

32



No entanto, apds o consumo ou reducdo substancial na quantidade de NO3™ presente na
solucdo nutritiva, o pH da solugdo voltaacair e tende aficar constante. Neste momento,
aparentemente o influxo se iguala ao efluxo de prétons. Esse fendmeno pode ser melhor
visualizado nas Figura 9 C e D, onde sfo mostradas médias de pH e concentragdo de H*
em intervalos de tempo. Nota-se principalmente na dose de 2mmoles L™ de N-NO3’
(Figura 9D), que a concentracdo de H" na solug&o nutritiva cai no intervalo de 11-24h e
voltaasubir apartir de entéo.

Na dose de 0,2 mmoles.L™ de NOs (Figura 9A), nota-se que ap6s a adicéo do
nitrato o €luxo de H" € maior que o influxo nas primeiras 4h, e portanto, observa-se
umaleve queda do pH. Vale ressaltar, que os transportadores de alta afinidade presentes
no inicio devem ser apenas 0s constitutivos e em pequena quantidade, no entanto, apds
adicdo do NOgs ocorre a sinalizagdo para a expressao dos transportadores induzidos
(iIHATS), o que aumenta o influxo de H" levando a um aumento do pH da solucéo. Da
mesma forma que para atas concentragdes, na dose de 0,2 mmoles.L™* quando o
conteddo de nitrato € muito reduzido, ha um aumento do efluxo de prétons em relacéo
ao influxo, diminuindo o pH da solucéo externa.

Se compararmos os graficos da Figura 9 A e B, podemos notar que quando as
plantas sfo cultivadas em 2 mmoles.L™ de nitrato (Figura 9B), o pH externo tende a
permanecer mais elevando, mostrando que o influxo de prétons € proporcional a
guantidade de NOs™ presente na solugédo nutritiva. Vale notar, no entanto, que parte dos
H* que entram junto com o nitrato so consumidos no processo de redugdo deste
nutriente, o que pode explicar ao menos em parte a alcalinizagéo da solugédo nutritiva na
maior dose de nitrato.

Observa-se uma leve reducéo na atividade das P-H*-ATPases apds a adicdo do
N-NOs’, nas raizes da variedade Piaui nas duas doses de NO3™ e também na variedade
|AC-47 na dose de 2 mmoles.L™* de NOs (Figura 10). No inicio do ensaio ensaio as
plantas se encontravam ha 72 horas sem NOs™ na solucdo nutritiva. Como sera mostrado
no experimento de remobilizacdo, a retirada brusca do N-NOs™ da solucéo nutritiva
funcionou como sinal para aumento o aumento da atividade das P-H*-ATPases e do
crescimento do sistemaradicular das plantas (Figura 22A).

Quando as plantas da variedade Piauf foram crescidas com 0,2 mmoles.L™* de N-
NO; observa-se um aumento da atividade das P-H*-ATPases a partir das 6 horas,
chegando as 48 horas com atividade superior as da variedade |1AC-47 (Figura 10 A).
Esta observacdo pode explicar o fato da variedade Piaui ter esgotado totalmente o
conteldo de NOs™ da solucdo nutritiva a partir das 20 horas (Figura 8) enquanto que a
variedade |AC-47 mesmo com o sistema radicular mais desenvolvido (Tabela 5) ndo o
tenha esgotado.

SANTI et a. (1995) em estudo utilizando plantulas de milho, mostram um
aumento da atividade das P-H'-ATPases ap6s adicdo do N-NOs'. Neste caso, vale
ressaltar, que estes autores usaram plantulas de milho com apenas trés dias apos
germinagdo, crescidas em solugdo contendo somente sulfato de calcio na auséncia de
luz. Sob estas condigbes as plantas poderiam mostrar modificagdes no metabolismo
apos o primeiro contato com o NOjs, ativando entre outras coisas, 0 crescimento
radicular. Outro fato a ser considerado neste caso é a auséncia de luz, que diminui
bastante o0 processo de reducdo do NOs™ absorvido e conseqlientemente o consumo de
prétons absorvidos juntos com este ion. Nessas condic¢les, as bombas de prétons da
plasmalema podem ser acionadas para controlar o pH do citosol retirando os prétons
acumulados.
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Figura 9. Variagdo de pH em solug&o nutritiva causada por duas variedades de arroz
(Piaui e IAC-47) sob duas concentracdes de N-NOs (0,2 mmolesL™ - A e
2 mmoles. L "% B), depois de 72 horas de privacso deste nutriente. As figuras C e
D se referem a médias de pH e concentracdo de prétons em intervalos de tempo
definidos pelas linhas pontilhas verticais na figura acima nas concentragdes de 0,2
(C) e2 mmoles.L™* de NOs (D).

A nossa sugestdo € de que, a atividade das P-H"-ATPases aumenta em func&o da
acidificagdo do citosol que ocorre com aabsor¢do do N-NO3z” (NOz/2H™), ndo sendo a
absorcéo do NO3™ uma consegiiéncia da ativacdo das bombas de proétons, desde que um
gradiente de prétons ja exista naturalmente entre o apoplasto e o citosol das células para
o0 inicio da absor¢do do nitrato.

Dessa forma, parece haver um caréter transitorio na resposta das P-H*-ATPases
a adicdo do N-NOgs’, ou segja, apos a adicdo do nitrato a planta comeca a absorvé-lo
(NO3/2H") e hd uma acidificagdo do citosol. Essa acidificagdo logo é controlada pela
extrusdo de uma grande quantidade de prétons através da acdo das P-H'-ATPases,
levando a uma diminuicdo do pH da solugdo nutritiva. Com o decorrer do tempo a
planta entdo mantém um equilibrio entre a absorcéo do nitrato e a extrusao do excedente
de prétons do citosol.

Quanto a atividade das P-H*-ATPases nas bainhas, foi observada apenas uma
leve reducdo na variedade IAC-47 entre as Oh e 6 h (Figura 10 C e D). As P-H*-
ATPases na parte aérea participam dos processos de carregamento e descarregamento
do xilema e floema, desenvolvimento embrionario, abertura e fechamento estomatico,
entre outras (SONDEGAARD et al., 2004).
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Figura 10. Atividade das P-H"-ATPases nas raizes e bainhas de duas variedades de
arroz (Piaui e |AC-47), submetidas a 0,2 mmolesL™ (A e C) e 2 mmoles.L™ de
NOs (B e D) depois de 72h de privagdo de deste nutriente.

Segundo SONDEGAARD et a. (2004), o envio de nutrientes para a parte aérea,
entre eles 0 NO3’, € um processo dependente de energia metabdlica sob aformade ATP,
consumida pelas H-ATPases (Figura 14). Dessa forma, o fato das plantas terem sido
cultivadas sob baixa radiacdo luminosa pode em parte explicar a baixa atividade das P-
H*-ATPases nas bainhas quando comparadas as raizes.

Observa-se nos dados da Figura 11 que apés a adicdo da solucdo contendo
nitrato houve um aumento na atividade das V-H*-ATPases entre as 0 e 6 horas. Neste
mesmo intervalo de tempo pode ser observado um aumento nos teores internos de
nitrato nas raizes e folhas (Figura 15). Dessa forma, o aumento ma atividade das V-
ATPases pode ser uma estratégia usada pela planta para o controle de cargas no interior
do vactolo que tende a ficar muito eletrogénico com a entrada de grandes quantidades
de nitrato, que ocorre através de um canal.

A maneirapelaqual o controle de cargas no interior do vacutolo é mediado pelas
V-H*-ATPases se da através do bombardeamento de H" para dentro desse
compartimento que energiza antiportes com Na'/H* e Ca*?/2H*. A absorco vacuolar de
sodio é mediada por um antiporte Na'/H* (transporte ativo secundario) no tonoplasto e
esta energia préton motriz € fornecida pela atividade da V-ATPases RATAJCZAK,
2000). Dessa forma o0 aumento da atividade das V-H*-ATPases concomitantemente ao
aumento nos teores de NOs™ nos tecidos ocorre pela necessidade do restabel ecimento do
equilibrio de cargas no interior do vactolo aterada devido ao acimulo excessivo de
NOs'.
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Figura 11. Atividade das V-H"-ATPases nas raizes e bainhas de duas variedades de
arroz (Piaui e IAC-47), submetidas a duas concentraces de N-NOs (0,2 e
2 mmoles.L ™) depois de 72h de privacéo de deste nutriente.

Nota-se na Figura 12 A e B, que a atividade das H*-PPases foi sempre maior nas
raizes da variedade |AC-47 quando comparada a variedade Piaui. As H*-PPases s30
geralmente tidas por diversos pesquisadores como uma bomba de H* auxiliar as V-H'-
ATPases quando o0 suprimento energético estd baixo. Se observarmos a Figura 18,
veremos que os teores de agUcares solUveis (energia prontamente disponivel) da
variedade |AC-47 estdo mais baixos que o da variedade Piaui, principamente nas
plantas sob 0,2 mmoles.L ™! de NOs". Dessaforma, é possivel que as plantas davar. IAC-
47 tenham usado mais intensamente as H*-PPases devido ao baixo contetido energético
no qual se encontravam.

As maiores atividades da nitrato redutase para variedade Haui sdo observadas
nas raizes nas duas doses de N-NOs™ (Figura 13 A e B).

Na maioria das plantas, quando as raizes recebem pequenas quantidades de
nitrato, 0 mesmo é reduzido principalmente nesse 6rgdo (TAIZ & ZEIGER, 2004). 1sso
€ 0 que acontece nas primeiras 6h com as plantas das duas variedades quando séo
submetidas a 0,2 mmolesL-1 de NOs'.

O balanco da reducéo do NOs™ entre raiz e parte aérea pode variar de espécie
para espécie, onde em geral, as espécies naivas de clima temperado dependem mais
intensamente da assimilacdo do nitrato pelas raizes, enquanto que espécies tropicais e
subtropicais assimilam a maioria do nitrato na parte aérea (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Nota-se na Figura 13, que para variedade Piaui houve preferéncia de reducdo do nitrato
nas raizes, enquanto que para variedade 1AC-47 essa preferécia sO acontece nas
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primeiras 6h, ndo havendo grandes diferencas de reducéo de nitrato entre raiz e parte
aérea para esta variedade.
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Figura 12. Atividade das H'-PPases nas raizes e bainhas de duas variedades de arroz
(Piaui e IAC-47), submetidas a duas concentracbes de N-NOs (0,2 e
2 mmoles.L ™) depois de 72h de privacéo de deste nutriente.

Talvez pelo fato das plantas da variedade Piaui ter apresentado uma preferéncia
de reducdo do nitrato nas raizes (Figura 13 A e B), houve um maior acimulo de
acUcares sollveis nas folhas desta variedade (Figura 18 E e F), ja que o envio deste
nutriente para parte aérea ocorre a custa de energia metabdlica sob a forma de ATP
através das bombas de protons (Figura 14).

Quando as plantas de ambas as variedades sdo cultivadas em solugdo nutritiva
contendo 0,2 mmoles.L™* de NOs™ nota-se que ha um répido aumento na atividade da
nitrato redutase nas raizes entre Oh e 6 horas e uma posterior queda a partir de entdo.
Esta observacdo esta de acordo com os dados da curva de deplecéo de NO3™ observados
na Figura 8A, onde aqueda do contelido de nitrato na solugdo nutritiva acompanha a
queda na atividade da NR. Nota-se também na Figura 15A que a partir das 6 horas h&
uma queda no contetido interno de nitrato nas raizes das plantas submetidas inicialmente
a0,2 mmoles.L™* de N-NOs'.

Quando as plantas s30 cultivadas na solugdo contendo 2 mmoles.L™ de NOs a
atividade da nitrato redutase nas raizes aumenta bastante entre Oh e 6 horas e se mantém
elevada até as 48 horas. Para a variedade |AC-47 observa-se uma gueda expressiva da
atividade da nitrato redutase (ANR) as 24 horas, no entanto ha um aumento da ANR nas
folhas (Figura 13F), neste mesmo periodo.
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Nas folhas, nota-se que nas duas doses de NOz” ha um leve aumento da ANR a
partir das 6 horas, sem grandes diferencas entre as variedades. No entanto, a ANR nas
folhas davar. IAC-47 tende a ser um pouco superior quando comparada a var. Piaui na
dose de 2 mmoles.L ™ de NO5 (Figura 13 E e F).
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Figura 13. Atividade da nitrato redutase (NR) nas raizes, bainhas e folhas de duas
variedades de arroz (Piaui e IAC-47) submetidas a duas doses de N-NO3 (0,2 e
2 mmoles.L ™) depois de 72 horas de privacio deste nutriente.

Conforme pode ser notado na Figura 15, nas duas concentracbes de N-NOs
estudadas as plantas da variedade Piaui acumulam mais nitrato nas raizes que a
variedade |AC-47, enquanto esta acumula mais que a Piaui nas bainhas. Embora isto
ocorra, vale notar que a variedade Piaui, assim como a IAC-47 apresenta 0 pool de
reserva de nitrato nas bainhas, ou sga, a maior quantidade de nitrato acumulada na
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planta estéd localizada neste tecido. Isto é particularmente valido para os niveis mais
elevados de NOs™ nasolugéo (2mmoles.L ™).
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Figura 14. Visdo geral das barreiras de transporte no corpo da planta e a energizacdo da
absorcdo celular de nutrientes pelas H-ATPases da membrana plasmética. Fonte:
SONDERGAARD et a. (2005).

Além de apresentar uma maior atividade da nitrato redutase nas raizes (Figura
13A e B), as plantas da variedade Piaui também mostram maiores acimulos de nitrato
neste tecido quando comparada a IAC-47 (Figura 15A e B). Este comportamento da
variedade Piaui pode ser uma estratégia de economia de energia, pois aém de ndo
enviar o nitrato para reducdo na parte aérea da planta acumuld-0 nas raizes. Esta
aparente maior eficiéncia energética da variedade Piaui quando submetida a baixa
luminosidade pode ser meramente uma resposta adaptativa, onde a arquitetura da planta,
bem como a condigdo ambiental em que a mesma foi desenvolvida, n&o proporcionam
altataxa fotossintética. A condicdo de dias nublado na época das chuvas e seca na outra
metade do ano, associado a arquitetura das folhas desta variedade (folhas superiores
sombreando as inferiores) sdo caracteristicas que a levam ter uma menor taxa
fotossintética quando comparada avar. |IAC-47.

Quando as plantas de ambas as variedades foram cultivadas com 0,2 mmoles.L
de nitrato, nota-se que a partir das 6 horas ha uma continua queda nos teores de NO3 em
todas as partes da planta, enquanto que na dose de 2 mmoles.L™ de nitrato, ha um
aumento até as 24h e umatendéncia de equilibrio até as 48 horas.

Nadose de 0,2 mmoles.L ™ de N-NOs™ 0 actimulo deste nutriente é maior naraiz
paraavariedade Piaui e nas folhas e bainhas para a variedade IAC-47. O fato de a
variedade Piaui ter apresentado os menores valores de acimulo de NO3™ nas bainhas nas
duas doses de N estudadas pode ser decorrente dos maiores valores de nitrato
acumulado nas raizes e de uma ANR também maior neste tecido. A atividade da GS
também é maior nas raizes da variedade Piaui (

Figura 16).

Tanto nadose de 0,2mmoles.L™* como nadose de 2 mmoles.L ™ de N-NOs, a
atividade da GS nas raizes é maior na variedade Piaui quando comparada a variedade
|IAC-47 (

Figura 16). Somente as 48 horas, nadose de 0,2 mmoles.L ™ n&o ha diferencana
atividade da GS nas raizes entre as duas variedades. Estes resultados estdo de acordo
com os observados para a ANR, também maior nas raizes da variedade Piaui nas duas
dosesde N.
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Os baixissimos valores da ANR nas bainhas de ambas variedades nas duas doses
de N também se refletem em baixas e ndo significativas atividades da GS neste tecido.
Por outro lado, ao contrério do observado para nitrato redutase que possui as maiores
atividades nas raizes, aatividade da GS é claramente maior nas folhas. A GS utilizao
ATP para catalizar a reagdo entre o 2-oxoglutarato e NH4" e formar a glutamina,
portanto, € de se esperar que esta enzima possua maior atividade nas folhas, ja que o

ATP é mais produzido neste tecido atraveés das reagdes da fotossintese.

Entre as variedades, a atividade da GS nas raizes € maior paraa Piaui. No

entanto, nas bainhas e folhas ndo ha um padréo de resposta afavor de uma ou outra
variedade (




Figura 16). Nota-se que a2 mmoles.L ™! de NOs™ a variedade Piaui ndo mostra
grandes variagOes na atividade da GS nas folhas no correr do tempo (

Figura 16F), enquanto que na variedade |AC-47 pode-se observar um aumento

até as 24 horas com posterior queda as 48h.
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Figura 16. Atividade da Glutamina Sintetase (GS) nas raizes, bainhas e folhas das
variedades Piaui e IAC-47 submetidas a 0,2 e 2 mmoles L-1 de N-NO3- depois de
72 horas de privagao deste nutriente.

Nota-se nas bainhas, que a atividade da NR e GS (Figura 13 e 16) sdo
extremamente reduzidas se comparada com os outros tecidos da planta. Por outro lado,
as bainhas apresentam os maiores teores de NOs acumulado na planta (Figura 15).
Especiamente na dose de 2 mmoles.L™* de NOs', ha um grande actiimulo desse nutriente
nas bainhas, onde o transito deste nutriente ndo se reflete em atividade da NR. Estes
dados sugerem mais uma vez que as bainhas sdo tecidos especializados para 0 acimulo
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de nitrato e portanto pode ser considerado um tecido pouco ativo para reducdo e
assimilagdobdeste nutriente.

Essas baixas atividades da NR nas bainhas também pode ser um indicativo de
gue as células deste tecido possuam um pequeno volume citosolico, ou que esta enzima
sgja pouco expressa neste tecido. Estes dados estdo de acordo com o observado no
experimento anterior realizado com a variedade CaiapO.

Em todas as partes da planta ndo se observam grandes aumentos no contetido de
N-Amino (

Figura 17) a partir do tempo zero (momento em que as plantas se encontravam
com 72 horas sem nitrato), podendo ser notada até mesmo uma pequena queda a partir
das 6 horas. Estes dados sugerem que as plantas ndo se encontravam sob estresse por
falta de N, ou mesmo, que a remobilizacdo do NOs;™ armazenado foi suficiente para
manter elevados os teores de N-amino.

Outro fato a ser observado € que inicialmente os valores de NNAmino livre é
maior na variedade Piaui em todas as partes da planta. Se observarmos os teores de
acUcares sollveis (Figura 18), podemos notar que a variedade Piaui mantém niveis mais
elevados que a IAC-47, e esta pode ser uma das explicagdes pelas quais também se
observa maiores teores de N-amino livre na var. Piaui, principalmente nas folhas, ja que
paraformacéo de N-Amino sdo necessarios esguel etos de carbono.

Uma maior eficiéncia energética das plantas da variedade Piaui, associada a um
melhor controle da remobilizacéo, pode ser a causa dos maiores teores de N-amino no
periodo inicia do ensaio, ou sgja, quando as plantas se encontravam com 72 h de
privacdo de N. Estes resultados reforcam os dados obtidos anteriormente no laboratorio
de nutricio mineral de plantas da UFRura-RJ, que assume ser as variedades
tradicionais de arroz, mais eficientes no uso do N quando comparadas as melhoradas.

Sabemos que h& uma estreita correlacdo entre o metabolismo de nitrogénio e
carbono nas plantas, portanto uma maior eficiéncia energética, se traduz quase que
obrigatoriamente numa maior eficiéncia no uso do N, pois 0s processos de absorcao,
trandocagdo, reducdo e remobilizacdo deste nutriente é dependente de energia
metabolica. Ha gasto de poder redutor e ATP para as enzimas envolvidas nesse
Processos.

Nota-se, principalmente nas folhas, que ap6s a adicdo de nitrato, ao invés de
ocorrer um aumento nos teores de N-Amino (

Figura 17), h& uma diminuicdo. Isso pode se decorrente da baixa radiacdo
luminosa na qual as plantas estavam submetidas. A energia gasta nos processos de
absorcdo e reducéo do NOs™ pode ser uma das explicacoes pela qual se observa queda
nos tores de N-amino, ja que os esquel etos de carbono produzidos foram utilizados para
geracdo de ATP e poder redutor necessario para estes processos.

A reducdo nos teores de N-amino, mesmo apés a adicdo de NO3- é um
indicativo de que os processos de absorcdo, translocacdo e reducéo deste nutriente €
forte dreno de energia, capaz de alterar o metabolismo de carbono das plantas. No
entanto, vale notar que essa observagao soO foi possivel de ser observada devido abaixa
radiacdo luminosa em que as plantas foram submetidas (em torno de 80 umoles de
fotonsm2.ht).
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de 72 horas de privacdo deste nutriente.



60

= ._ —— Piaui 0,2 mmoles.L* ._ —%— Piaui 2mmoles.L*
% 50 A A Raiz —o— |AC-47 0,2 mmoles.L™ B Ral —o— |AC-47 2mmolesL™
©
i 40
.m 7
3
8 30 A
(&)
&
& 20 1
8

0

60
L . —e— Piaui 0,2 mmoles.L* . —— Piaui 2 mmoles.L™”
Bainh ’

% 50 C anha IAC-47 0,2 mmoles.L* D Bainha IAC-47 2 mmoles.L™
i)
a 40 -
3
8 30
& 201
i)
B
g 10 -

0

60

L —e— Piaui 0,2 mmoles.L™ —e— Piaui 2 mmoles.L™*
> 5l E Folha | ac-470,2 mmolest F Folha o | Ac.472 mmolesL
©
i 40
.m 7
3
8 30 A
(&)
&
& 20 1
S
8
g 10 A

0 T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 0 12 24 36 48
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 18. Teores de agUcares solUveis nas raizes, bainhas e folhas de duas variedades
de arroz (Piaui e IAC-47) submetidas a duas doses de N-NO3- (0,2 e 2 mmoles.L-
1) depois de 72 horas de privagdo deste nutriente.

4.3 Dindmica de Remobilizacdo do Nitrato (Var. Piauf)

Nota-se na Figura 19 que no momento incial (Oh), quando as plantas ainda se
encontravam com nitrato em solugdo, os maiores niveis de ANR sdo observados nas
raizes. Isto indica que araiz foi o principal 6rgao envolvido no processo de reducdo do
N-NOs absorvido, nesta fase de desenvolvimento da planta e nas condi¢es que o
experimento foi conduzido.

Com aretirada do nitrato da solucdo nutritiva ha uma queda brusca na atividade
da nitrato redutase (ANR) nas raizes. Nas folhas e bainhas observa-se comportamento
semelhante nas primeiras 24h depois de retirada no N externo, embora a atividade
inicial tenha sido menor que nas raizes. Apoés este periodo observa-se uma tedéncia de
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aumento na ANR. Estes resultados confirmam que com a retirada do nitrato da solucéo
externa ha uma rpida diminuicdo no fluxo interno deste ion, o que causa uma queda na
ANR (FERNANDES & ROSSIELLO, 1995).

A ANR preferencial nas raizes na coleta feita no tempo zero (Figura 19), pode
entre outras coisas ser devido a baixa luminosidade a que as plantas estavam submetidas
(80 pmol de fétons m? s?). Segundo Andrews et a. (2004), o principa local de
assimilacdo do NOs pode ser a raiz ou a parte aérea, dependendo do gendtipo e das
condi¢cbes ambientais. Por exemplo, este mesmo autor mostra que a assimilagéo de NOs
na parte aérea € uma desvantagem sob condi¢fes de baixa temperatura.
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Figura 19. Atividade da Nitrato Redutase nas folhas (A), bainhas (B) e raizes (C) de

plantas de arroz (var. Piaui) apos retirada da fonte externa de N-NOs da solucéo
nutritiva durante 72 h.

* M édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).



Entre 24 h e 72 h depois da retirada do NO3 da solugéo externa observa-se um
leve aumento na ANR nas bainhas, o que pode ser atribuido ao processo de
remobilizacdodo NOs™ armazenado nos vacuolos desse tecido. De maneira diferente do
observado nas bainhas, as raizes ndo apresentam uma retomada da atividade da nitrato
redutase, havendo sempre uma queda na ANR até as 72 horas.

Nas folhas, a ANR permaneceu constante apés as 24 horas sem NOs, € se
mostrou superior a atividade observada nas bainhas e raizes ap6s as 48 horas sem NOs
(Figura 19). Como mostrado no item 4.1 de Resultados e Discussdo, O nitrato
remobilizado das bainhas foi provavelmente reduzido nas folhas, e talvez por isso, a
ANR se mostrou maior neste tecido a partir das 48h sem NOs'.

Em todas as partes da planta houve um decréscimo continuo e significativo no
contetdo de N-NOs’, mostrando haver uma ininterrupta utilizagdo do NOs™ acumulado
(Figura 20 A). Nota-se também, que nas raizes, a queda no contelido de nitrato nas
primeiras 24 h € mais rapida do que nas folhas e bainhas. Entre 0 e 72 horas, ocorre uma
queda de 81,6% no contetido de NOs™ das raizes, 73,4% das folhas, e apenas 48,5% nas
bainhas, podendo este fato estar associado aos atos valores de ANR das raizes nas
primeiras horas do ensaio.
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Figura 20. Teoresde N-NOs (A), N-Amino (B), aglicares solliveis (C) e N-NH;" (D)
nas folhas, raizes e bainhas de plantas de arroz (var. Piaui) apos retirada da fonte
externa de N-NO3™ da solucdo nutritiva durante 72h. # Percentagem de reducéo do
teor de NOs relativo ao valor inicial (0 h).

* M édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Outro fato a ser observado € que a queda continua do contetido de N-NO3™ nas

raizes é acompanhada por uma queda também progressiva na atividade da NR. Por
outro lado, nas folhas e bainhas a queda no contelldo de NOs nos tecidos nédo
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acompanha uma queda progressiva na ANR, havendo uma retomada da ANR nesses
0rgdos a partir das 24h (Figura 19 e Figura 20A).

Com a diminui¢éo dos teores de NOs™ nos tecidos da planta, esperava-se um
aumento nas concentracfes de agUcares sollveis em funcdo de uma economia de
esgueletos de carbono que néo seriam utilizados para a assimilagéo do N. No entanto,
nas primeiras 24 h depois da retirada do suprimento externo de N houve uma
diminuicdo significativa dos teores de agUcares solUveis em todas as partes da planta
(Figura 20C). Como serd mostrado adiante, a diminui¢do do contetdo de NO3™ nas
primeiras 24h correlaciona-se negativamente com a atividade das H*-ATPases, que
mostra um pico de atividade neste mesmo intervalo de tempo (Figura 23).

Nota-se também, que apds a retirada da fonte externa de N ha uma reducéo nos
teores de N-Amino das raizes nas primeiras 24 h, enquanto que, nas folhas e bainha s6
se observa uma reducdo significativa apés 48h (Figura 20B). Este fato pode ser devido
aos maiores teores de N-NOs encontrados nos tecidos das folhas e bainhas (Figura
20A).

O aumento nos teores de N-NH,4" livre na bainha confirma a tendéncia da ANR
(Figura 20), enquanto ocorrem redugdes nas folhas e raizes.

Nota-se na Figura 21A um aumento significativo da atividade das P-H*-ATPases
nas primeiras 24 horas apos a retirada do NOs™ da solugéo nutritiva. Os resultados do
experimento com a variedade Caiopd (Figura 22A) mostrou que apés a retirada do
nitrato da solucéo nutritiva houve uma indugdo do crescimento radicular. Isto sugere
que 0 aumento na atividade das P-H"-ATPases na variedade Piaui podetambém ter sido
devido a acidificagdo do apoplasto para promoc¢do do crescimento radicular, admitindo-
se que tenha ocorrido nesta variedade crescimento radicular semelhante ao observado
para avariedade Caiapd (Figura 22A).

Existem evidéncias da participacdo das P-H*-ATPases no controle do ciclo
celular, balanco osmético, e expansdo celular via acidificacdo da parede celular
induzida por auxinas (KALAMPANAYL & WIMMERS, 2001). Portanto, este aumento
na massa fresca radicular acompanhado por um aumento na atividade das P-H*-
ATPases sugere a participagdo dessas enzimas no processo de crescimento radicular.

Observa-se na Figura 22B, que o contelido de NOs™ nas folhas e bainha das
plantas que permanecem com 0O suprimento externo de nitrato se mantém elevados,
enguanto que os teores observados nas plantas apos retirada do NOs da solucéo
diminuem continuamente. Esta diminuicdo no contetido de NOs™ nos tecidos das plantas
pode ser 0 sinal para aumento no crescimento radicular.

Os dados apresentados na Figura 21A e Figura 22A sugerem que a retirada do
nitrato da soluco nutritiva foi percebida pela planta, como sinal parainducéo das P-H'-
ATPases. Nota-se na Figura 22A que sob condicdo de privacéo de N, hdum estimulo ao
crescimento radicular que se torna mais evidente a partir das 48 h horas apls
esgotamento do suprimento externo de N-NOs'.

A Figura 21C mostrou que hd um aumento na atividade das H'-PPases
dependentes de K* apds a retirada do N-NOs™ da soluc&o nutritiva. De maneira similar
ao observado para as H'-PPases, também ha um aumento na atividade das V-H*-
ATPases, no entanto em propor¢des bem menores (Figura21B).
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Figura 21. Atividade das PH"-ATPases (A), V-H"-ATPases (B) e H'-Ppases (C) nas
raizes e bainhas de plantas de arroz (var. Piaui) apés retirada da fonte externade N-

NOs™ da solucéo nutritiva durante 72 h.
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 22. Massa fresca de raizes (A) e concentracdo de nitrato nas raizes e bainhas (B)
de arroz (var. Caiapd) com suprimento de NOs esgotado e com 2 mmoles Lt de
NOs™ em solucéo nutritiva durante 72 h.

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A- mailiscula
dentro dos tratamentos e mindscul a entre os tratamentos B- comparacdo dentro dos tratamentos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que apés aretirada do nitrato da
solugdo nutritiva, houve aumento da atividade das H*-PPases e também das P-H*-
ATPases, estando portanto de acordo com os resultados obtidos por LI et a. (2005).

O contelido e a atividade relativamente altos de H*-PPases da membrana
vacuolar de tecidos em crescimento foram observados em feijdo de corda, quando em
comparacdo com as partes maduras do hipocétiio (MAESHIMA, 1990). Ha
confirmagdo de que isto sgja devido a uma ativa transcricdo dos genes para as H*-
PPases (NAKANISHI & MAESHIMA, 1998). Estes resultados também foram
observados em nosso experimento, onde pode ser notado um aumento na quantidade de
proteina com tamanho aproximado de 73 kDa que pode ser atribuida as H*-PPases
(Figura 24). Este aumento observado no gel relaciona-se positivamente com os niveis
de atividade hidrolitica de PPi (Figura 21C).
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SMART et a. (1998) investigaram as mudangas nas enzimas-chave envolvidas
no desenvolvimento de fibras de algoddo depois da antese. Os genes para H-PPases
foram constantemente transcritos e a atividade das H'-PPases mudaram drasticamente
durante o alongamento celular com pico em poucos dias depois do pico na taxa de
alongamento dafibra. Altos niveis de atividade das H*-PPase também foram observados
em tecidos jovens de fruto de péra (SHIRATAKE et al., 1997). Diante das evidéncias da
participacdo da H'-PPases no processo de crescimento e divisio celular observado em
diversos estudos anteriores, a elevada atividade desta enzima observada neste trabal ho,
refletem realmente o seu alto contetido.

Em frutos de péra e hipocoétilos de feijdo de corda, a atividade das H'-PPases é
muitas vezes maior que a atividade das V-H*-ATPases (MAESHIMA, 2000). Como
pode ser notado na Figura 21C, elevados valores de atividade das H*-PPases
comparados com as V-H"-ATPases so observados em situages em que espera-se um
aumento do crescimento radicular (Figura 22A), embora também tenha havido uma
aumento na atividade das V-H*-ATPase (Figura 21B).

A diminuicdo dos teores de aclcares sollveis observada na Figura 20C para a
variedade Piaui, podem em parte ser explicados pelo aumento na atividade das V-
ATPases (Figura 21B) que mostra uma correlagcdo negativa com os teores de agUcares
solUveis nas raizes e bainhas (Figura 23). Estes resultados mostram que as H*-ATPases
sdo fortes drenos de energia metabdlica e que um aumento na sua atividade em funcdo
de uma necessidade espontanea pode diminuir sensivelmente os teores de carboidratos
na planta, quando cultivadas sob baixa luminosidade.

MAESHIMA & YOSHIDA (1989) purificaram uma H'-PPase a partir de
membranas vacuolares de Vigna radiata e demonstraram que esta enzima apresentava,
em gel de poliacrilamida uma massa molecular de 73 kDa. SARAFIAN & POOLE
(1989) purificaram uma H'-PPase de beterraba que apresentava um peso molecular de
67 kDa, bem proximo ao encontrado por MAESHIMA & YOSHIDA (1989). De
maneira geral, as H'-PPases de tonoplasto em plantas terrestres contém de 761 a 771
residuos de aminoéacidos com uma massa molecular calculada de 80-81 kDa e, tamanho
aparente em gel de poliacrilamida de 70 a 73 kDa. Assim como estes autores, 0S
tamanhos das proteinas identificados por nds como sendo H'-PPases estdo em torno de
73 kDa (Figura 24).

Apesar de ndo ter sido utilizado os anticorpos especificos para estas proteinas, as
conclusdes sdo ainda vdlidas, ja que foi feita a purificagdo de membranas do tonoplasto
e as V-H'-ATPases e H'-PPases podem participar com até 10% e 30% do total de
proteinas presentes na membrana vacuolar respectivamente (Teodoro, 2004).

Como pode ser observado nas figuras (Figura 21B, Figura 21C e Figura 24)
apos aretirada do NO3™ da solucdo nutritiva, € percebido um aumento na atividade tanto
das V-H'-ATPases quanto das H'-PPases assm como aumento na quantidade de
proteinas com tamanho 73 kDa, 67 kDa e 58 kDa as quais podem ser atribuidas,
respectivamente, a H*-PPases, subunidade A das V-H'-ATPases ou H*-PPases e
subunidade B das V-H*-ATPases.
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Segundo Maeshima (2000) as H*-PPases consistem de um Unico polipeptideo de
67 kDa ou 73 kDa, confirmado em SDS-PAGE. Portanto, é possivel que no gel
apresentado na Figura 24 tenha havido sobreposicdo das bandas referentes as H'-
PPases e subunidade A das V-H"-ATPases.

Acompanhando o aumento na abundancia das V-H*-ATPases e H*-PPases, pode
ser observado um aumento na quantidade de proteinas com tamanho de 23 kDa. Estas
proteinas sdo as mais abundantes nas membranas vacuolares das plantas e sdo
conhecidas mmo aguaporinas. O aumento na quantidade desta proteina pode ter sido
necessario para aumentar o fluxo de &gua para o interior do vactolo e dessa forma
contribuir para a expansdo e divisdo celular. Segundo SMART et a. (1998) as plantas
podem alterar tanto a abundancia como a atividade de aquaporinas para modular o fluxo
transmembrana de &gua.
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Figura 24. SDS-PAGE de proteinas isoladas de membranas do tonoplasto nas raizes de
plantas de arroz (var. Piaui) depois de retirada da fonte externa de N-NO3™ da
solucdo nutritiva durante 72 h. *M=Marcador.

Devido aos intensos processos de biossintese que podem ter ocorrido,
principalmente pelo crescimento radicular, como observado nas raizes da variedade
Caiap6 depois da retirada do NO3’, tendo como consequiéncia uma grande producdo de
PPi, pode-se supor que a hidrdlise desse PPi pelas H*-PPases ocorreu ndo somente para
remobilizacdo do NOs acumulado no vactolo, mas também para 0 acimulo de solutos
necesséria a expansdo dos vacliolos no processo de crescimento e divisdo celular. Os
resultados mostrados nas Figura 21C e Figura 20 indicam ser este o caso, pois hdo ha
correlacdo entre a atividade das H'-PPases para remobilizagdo do NO3 e atividade das
NR para reducdo do N remobilizado nas raizes. Por outro lado, nas bainhas, 0 aumento
na atividade das H*-PPases é acompanhado por uma queda proporcional no contetido de
nitrato neste tecido (Figura 20).
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Pelo fato das plantas de arroz neste experimento estarem em fase de crescimento
vegetativo e submetidas a um ambiente de baixa radiacdo luminosa (condicOes
experimentais), a producéo e ou disponibilidade de esgqueletos de carbono, pelo menos
em parte, pode comprometer a producéo de ATP, e explicar a baixa atividade das V-H*-
AT Pases comparada as H*-PPases

As PPases de uma ampla variedade de organismos podem ser divididas em trés
classes. PPases solliveis, PPase associada & membrana, e H*-PPase. Somente a H'-
PPase entre estes trés tipos de PPases tem a habilidade de transportar prétons através da
membrana (MAESHIMA, 2000). Tem sido argumentado que H'-PPase € a bomba
predominante em tecidos jovens que contém um elevado contelido de pirofosfato
oriundo da alta atividade biossintética desses tecidos.

Os resultados obtidos sugerem a participagdo das P-H*-ATPases no processo de
crescimento radicular sinalizado pela retirada no N-NOs™ da solugdo nutritiva e a
participagdo das V-H'-ATPases e principamente das H'-PPases nos processos de
transporte de solutos para dentro do vactiolo necessario para o crescimento e a expansao
celular.

O fato de ndo ter sido observado uma recuperacéo da atividade da NR nas raizes
depois da retirada do N-NOs, como fruto de uma remobilizacdo digirida por um
gradiente de H* gerado pelas V-H"-ATPases e/ou H'-PPases, pode estar associada a
uma baixa concentracdo deste ion observado neste tecido quando comparado com as

bainhas e folhas apos 24 horas (Figura 20A). A atividade das H'-PPases parece estar
relacionado ao transporte de solutos paro o interior do vactolo como pré-requisito para
0 crescimento e expansao celular necessario ao desenvolvimento radicul ar observado.

4.4 Dinamica de Remobilizacédo de Nitrato (Compar acéo entre Piaui e | AC-47)

Ao contrario do observado nas raizes das plantas da variedade Piaui (Figura
21A), a atividade das P-H*-ATPases na variedade IAC-47 (Figura 25) é maior na
presenca de NOs". Este fato pode ser atribuido a uma resposta adaptativa diferenciada
entre estas variedades, onde a variedade Piaui “ percebe’ aretirada brusca do NO3™ como
um sinal de estresse que culminaem resposta ao aumento do sistema radicular em busca
do nutriente, explicando a maior atividade das P-ATPases no tratamento onde houve a
retirada dafonte externade NOs'.

As H"-PPases sdo geralmente tidas como enzimas abundantes em tecidos jovens
e também com enzima marcadora de estresse. MAESHIMA & YOSHIDA (1989) em
estudos com feijdo observaram aumento tanto na atividade quanto na quantidade desta
enzima quando as plantas foram submetidas a anoxia ou ao frio. Se para a variedade
Piaui aretirada do nitrato foi percebida pela planta como um sinal de estresse traduzido
em um elevado aumento na atividade das V-PPases (Figura 21C) o mesmo néo foi
observado para a IAC-47, que mostra atividades das H'-PPases muito baixa apds 48
horas da retirada do nitrato da solucéo, néo diferindo do controle com permanéncia de
NOs; a2 mmoles L™ em solugdo nutritiva (Figura 26A).

Quanto as V-ATPases, assim como a variedade Piaui a IAC-47 também
apresentou um aumento de atividade hidrolitica apds 48 horas da retirada da fonte
externa de NO3'. Este comportamento é esperado para as duas variedades, pois depois
da retirada da fonte externa do NOgs', espera-se que as plantas busquem remobilizar o
nitrato estocado no vacuolo, 0 que acontece através de transportadores em simporte com
um H* (NOs/H"), este fornecido as custas de energia metabdlica pelas V -H*-PPases.
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Figura 25. Atividade das PH"-ATPases nas raizes de plantas de arroz das variedades
Piaui e IAC-47 em presenca de 2 mmoles L™ de N-NOs™ e ap6s tratamento com
48h de privagéo de NO3™ em soluc&o nutritiva.

*Médias seguidas de mesmaletra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).

Um fato interessante quanto a atividade hidrolitica das V-ATPases entre as
variedades Piaui e IAC-47, é que para a variedade Piaui, as maiores atividades sao
observadas naraiz, enquanto que alAC-47 tem as maiores atividades nas bainhas.

Como pode ser observado na Figura 20A, ap6s a retirada do nitrato da solucéo
nutritiva, a variedade Piaui remobilizou apenas 25,1% do nitrato que havia inicialmente
estocado nas bainhas até as 48 horas, enquanto que a variedade 1AC-47 remobilizou
37,3% (Tabela 6) neste mesmo intervalo de tempo. Os maiores valores de atividade
hidrolitica das V-H"-ATPases observadas nas bainhas da variedade |AC-47 refletiu
numamaior quantidade de NOs™ remobilizado.

Sabemos que abainha é o tecido preferencia para acimulo de nitrato em plantas
de arroz. Sendo assim, a estratégia da variedade Piaui em remobilizar preferencialmente
0 nitrato presente nas raizes € uma maneira de poupar o NOs™ presente nos tecidos das
bainhas (local especializado para o seu acUmulo e, portanto presente em maior
guantidade). Esta pode ser uma estratégia da variedade Piaui no intuito de preservar o N
estocado para uso futuro e uma das explicacdes pelas quais a variedade Piaui apresenta
maior teor de proteina bruta nos graos.
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plantas de arroz das variedades Piaui e |AC-47 na presenca de 2 mmoles L™ de N-
NOs" e apds tratamento com 48h de privacdo de NOz” em solucdo nutritiva.

* M édias seguidas de mesmalletra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).

Jaavariedade | AC-47, selecionada para ambientes com suprimento adequado de
N apresenta as maiores atividades das V-ATPases nas bainhas, sendo isto
provavelmente uma forma de remobilizar mais rapidamente o NOs™ estocado, pois séo
nas bainhas que se concentram as maiores quantidades de nitrato. Este comportamento
guando em condicBes de privacdo de N pode levar a uma exaustdo muito rdpida das
reservas de N (NO3) e, portanto comprometer o teor de proteinas nos gréo ainda a
serem formados.

Nas folhas, a remobilizacdo também é um pouco maior na variedade 1AC-47
(54,8%) quando comparada a variedade Piaui e de 48,8%. Nas raizes, por outro lado os
valores de remobilizacdo sdo bem préximos, 73,6% na variedade Piaui contra 70,3% na
var. IAC-47.
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Tabela 6. Teores de N-NOs’, N-Amino, aclicares solGveis e N-NH," nasfolhas, raizes e
bainhas de plantas de arroz (var. |AC-47) napresencade 2 mmoles L™ de N-NO3”
e apds tratamento com 48h de privagédo de NO3™ em solucdo nutritiva.

N-NOg3™ (umoles g* MF)

Parteda

2mmolesL* deNO3 48 h sem NO3’
Planta M edia* M édia
Folha 27,33+1,93 12,35+ 3,14
Raiz 26,65 + 2,58 7,90+ 2,15
Bainha 46,45 + 6,99 29,13+ 1,48
N-amino (umoles g* MF)
Folha 8,94+ 0,86 7,19+ 0,61
Raiz 3,15+ 0,54 1,62+ 0,35
Bainha 3,84+ 0,54 2,18+ 0,38
Aclcares solUveis (umoles g* MF)
Folha 2535+1,18 23,77+ 1,52
Raiz 3,44+ 0,36 2,96+ 0,44
Bainha 832+0,71 9,55+ 0,84
N-NH;" (umoles g* MF)
Folha 0,60+ 0,08 0,37+ 0,02
Raiz 0,17+ 0,02 0,22+ 0,04
Bainha 0,37 £ 0,06 0,39+ 0,04

*Médias de quatro repetices + o0 desvio padrdo damédia
4.5 Exemplo do Efeito de KNO;3 sobre a Atividade das P-H*-ATPases

O parpuro de bromocresol € um indicador misto de pH que assume uma
coloracdo arroxeada quando em pH acima de 6 e se torna amarelo quando em pH mais
acido, permitindo destaforma o monitoramento das mudancas de pH narizosfera.

O vanadato é um inibidor especifico das P-ATPases, e portanto, na sua presenca
ndo € possivel observar qualquer indicio de acidificacdo rizosférica (Figura 27C) pelo
bloqueio total da atividade das P-ATPases. Quanto a situacado observada na Figura27B, a
leve acidificacio pode ser atribuida aos processos de absorcdo de SO4~, Ca' e outros
como o préprio crescimento radicular. O fato é que, quando na presenca de NOs 0
processo de acidificacdo € muito mais intenso, podendo entdo ser observada uma forte
coloracdo amarela em toda a superficie do sistema radicular das plantas (Figura 27A).

SANTI et a. (1995) em estudos realizados com milho, verificaram maiores
atividades hidroliticas das P-ATPases quando as plantas eram crescidas em meio
contendo nitrato em relacdo as plantas crescidas em meio sem a presenca deste
nutriente. Estes mesmos autores também prop8em que esta maior atividade pode ser
devido a0 menos em parte a uma maior expressao dessa enzima quando da presenca de
N. Vale ressaltar que tanto neste caso como no realizado por SANTI et al. (1995) foram
utilizadas plantulas de poucos dias de idade as quais apresentam tais resultados em
resposta ao primeiro contato com o NOs™ em altas concentragdes depois de apenas duas
atrés horas. A coloracdo do meio apds algumas horas volta aficar arroxeada (dados néo
mostrados) em virtude da absor¢do do NOs que ocorre junto com 0s prétons
bombeados pelas P-H*-ATPases.

A acidificacdo observada neste ensaio foi apenas transitria, com um maximo
apos seis horas do inicio do ensaio e reducdo a partir de entdo. Em virtude disso,
propomos que o aumento da atividade das H'-ATPases foi uma resposta a acidificagéo
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citosolica inesperada proveniente da absorcdo do nitrato presente no meio. Depois de
algumas horas ja ndo ha mais variacdo da coloracdo do meio, neste momento parece
haver um equilibrio entre os prétons absorvidos junto com o nitrato e os bombeados
pelas P-H*-ATPases (0 meio fica permanentemente arroxeado).

Sabe-se que o nitrato € um anion que encontra barreiras tanto elétricas (interior
da célula é mais negativo) quanto quimicas (concentracdo citosolica de NO3™ esta em
torno de 5 a30 mmoles L, enquanto que na solucdo do solo a concentraco deste anion
chega no méximo a5 mmoles L) para sua absor¢&o. Sabemos também que a absorcéo
de NO3™ se da em simporte com dois prétons (NOz/2H™) através de transportadores de
alta e baixa afinidade. Sendo assim, para que haja a absorcdo deste nutriente é
necessaria a manutencdo de um gradiente de prétons, gerando umaforca préton motriz
gue viabilize o transporte de NO3™ para o interior da célula.

N F

v K,S0,25mmolesL™ v K,S0,2,5mmolesL™ v K,S0,2,5mmolesL™
v CaSO, 1 mmol L v CaSO, 1 mmol L v CaS0O,;1mmol L*?
v KNOz2mmolesL™? v NagVOs1mmol L?

Figura 27. Demonstragdo do efeito do NOs™ sobre a acidificacio darizosfera de plantas
de arroz, variedade Piaui.
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5. CONCLUSOES

Na fase inicial de crescimento das plantas de arroz da variedade Caiapd ocorre
acumulo de nitrato na bainha foliar, enquanto que nas raizes e folhas 0 NO3; é
assimilado em maior intensidade. Sob condi¢cdo normal de N na solugéo nutritiva a
atividade da nitrato redutase € muito baixa nas bainhas, caracterizando esse tecido como
especializado em armazenar 0 NO3 em excesso. Somente apds a deplecdo de N da
solucdo nutritiva a planta comega a remobilizar o0 NOs;  que estd armazenado
principal mente nas bainhas, para suprir as necessidades de nitrogénio do vegetal.

Os resultados obtidos no experimento de remobilizagdo sugerem a participagéo
das P-H*-ATPases no processo de crescimento radicular sinalizado pela retirada no N-
NOj3" da solugdo nutritiva e a participacdo das V-H*-ATPases e principalmente das H'-
PPases nos processos de transporte de solutos para dentro do vactolo necessario para o
crescimento e a expansio celular. As elevadas atividades das H*-PPases parecem esta
relacionada a0 mecanismo de crescimento e expansdo celular necess&rio ao
desenvolvimento radicular observado.

As plantas da variedade Piaui remobiliza preferencialmente o nitrato presente
nos tecidos radiculares, enquanto que a |AC-47 remobiliza o nitrato das bainhas. Dessa
forma a variedade Piaui poupa o nitrato presente nas bainhas, tecido considerado pool
de reserva de nitrato, garantindo dessa forma a presenca deste nutriente por mais tempo
na fase de desenvolvimento mais adiante.

As plantas da variedade Piaui apresentam Cmin inferior ao da IAC-47. Dessa
forma, avar. Piaui consegue absorver o nitrato presente no solo em concentracfes mais
baixas quando comparadaa lAC-47.

Os valores mais atos de atividade da NR, GS e acimulo de NOs™ nos tecidos
radiculares observados na variedade Piaui quando comparada a var. IAC-47 se
caracterizam uma estratégia de economia de esqueletos de carbono, resultando em
maiores teores de N-Amino e aclcares solUveis nas folhas da var. Piaui.

As P-H"-ATPases ndo mostraram grandes variagdes de atividade apods adicio do
NOjs’, indicando que esta enzima participa do processo de absorcdo de NOs™ apenas para
manutencdo do pH citosolico alterado pela absorcéo desse nutriente que se dajunto com
doisH".



6. CONSIDERACOESFINAIS

O conhecimento dos processos fisiolégicos e bioquimicos que afetam a
absor¢ado, translocacdo, acimulo e remobilizacdo de N pelas plantas sdo informacdes
gue podem explicar os mecanismos de eficiénciano uso de N pelas plantas. Nos estudos
realizados nesta dissertacdo foi possivel observar que ha uma diferenca no padrdo de
absorcéo e remobilizacdo de N entre variedades tradicionais e melhoradas de arroz.

Enquanto gque no processo de remobilizagdo a var. IAC-47 mantinha uma maior
atividade das V-H*-ATPases nas bainhas, a var. Piaui apresentou as maiores atividades
nas raizes. Sendo as bainhas o sitio preferencial para 0 acimulo de nitrato, a maior
atividade destas bombas de prétons neste tecido resultou numa maior quantidade de N-
NOs remobilizado na variedade 1AC-47, quando comparada a variedade Piaui. Esta
informag@o sugere que a variedade Piaui possui um maior controle no processo de
remobilizacdo resultando em maiores teores de N nas fases mais adiante do seu
desenvolvimento, podendo por fim gerar gréos com maior teor de proteina.

Quanto ao processo de absorcao, foi possivel observar que a variedade Piaui,
apresentou Cmin inferior a0 observado para variedade 1AC-47. Isso sugere que o
sistema de alta afinidade para absorcdo de nitrato da variedade Piaui é mais eficiente
gue o davariedade IAC-47.

Aparentemente a variedade Piaui apresenta uma maior eficiéncia na utilizagdo
de energia metabdlica quando comparada a IAC-47. A estratégia de reducéo e acimulo
de nitrato preferencialmente nas raizes pela da var. Piaui € uma maneira de evitar gasto
de energia que ocorre do envio deste nutriente para parte aérea. No entanto, vae
ressaltar que as plantas foram crescidas sob baixa radiagdo |luminosa (aprox. 80 umoles
defétonsm? st).
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8. ANEXOS

PREPARO DAS SOLUCOESESTOQUE PARA A EXTRACAO DAS
VESICULASDE PLASMALEMA E TONOPLASTO

Estoque PM SF (200 mM) — pesar 1,742 g de PMSF e diluir em 50 mL de etanol
absoluto ou DM SO. Pode ser armazenada a temperatura ambiente.

Estoque Tris-HCI 0,5M pH 8,0— pesar 12,11g de Tris base e diluir em 170 mL
com é&gua deionizada. Corrigir o pH com HCI concentrado (usa-se bastante) até 8,0.
Completar o volume para 200 mL e armazenar em geladeira. E o Tamp&o para o
preparo do meio de homogeneizacéo.

Estoque Tris-HCI 0,5M pH 7,5 — pesar 12,119 de Tris base e diluir em 170 mL
com é&gua deionizada. Corrigir o pH com HCI concentrado (usa-se bastante) até 7,5.
Completar o volume para 200 mL e armazenar em geladeira.

Estoque de EGTA 0,1M pH 7,5 — pesar 3,8035 g de EGTA e diluir em 80 mL com
agua deionizada. Corrigir o pH com KOH 10N para 7,5. A medida que o pH se
aproximar de 7,5 é recomendado diluir o KOH. Completar o volume para 100 mL e
armazenar em geladeira.

Estoque de EDTA 0,1M pH 7,5 — pesar 3,7232 g de EGTA e diluir em 80 mL com
&gua deionizada. Corrigir o pH com KOH 10N para 7,5. A medida que o pH se
aproximar de 7,5 é recomendado diluir o KOH. Completar o volume para 100 mL e
armazenar em geladeira.

Estoque de [-mercaptoetanol 0,5M — pipetar 3,52 mL de mercaptoetanol
concentrado e completar o volume para 100 mL com é&gua deionizada. Pode ser
armazenada a temperatura ambi ente hermeti camente fechado.

MgCl; 0,1M — pesar 1,016g de MgCl; e dissolver em 50 mL com &gua deionizada.
Armazenar em geladeira

DTT — PM (Peso Molecular) = 154,25 g. A quantidade de DTT é determinada
(pesadd) no momento do preparo da solugdo de acordo com o volume e
concentracdo de DTT da solugdo em questdo.

TAMPAO DE EXTRACAO (500 ML)

Adicionar inicialmente 50 mL de Tris-HCI 0,5M pH 8,0 (50mM), em seguida
adicionar 42,8 g de sacarose (250mM) e &gua para ajudar a dissolver a sacarose,
adicional 50 mL deglicerol (10%), 10 mL de EGTA 0,1M pH 7,5 (2mM), 10 mL de
EDTA 0,AM pH 7,5 (2mM), 1245 g de KI (150mM), 6,95 g de cloreto de colina
(100 mM) e 5 g de PVP (1%). Completar o volume para 500 mL com &gua
deionizada e certificar que o pH estd em torno de 8,0. Esta solucdo deve ser
armazenada em frizer e pode ser utilizada por meses.

Obs.: Albumina (0,5%), DTT (5mM), mercaptoetanol (5mM) e PMSF (1mM) devem
ser adicionados no momento da preparagéo de acordo com o volume a ser preparado do
meio de extracao.
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ESTOQUE MEIO DE RESSUSPENSAO (100 mL)

Primeiramente adicionar 6 mL de Tris-HCl 0,5M pH 7,5 (30mM), em seguida
adicionar &gua, 15 mL de glicerol (15%), 1 mL de EGTA 0,AM pH 7,5 (1mM), 1
mL de EDTA 0,AM pH 7,5 (ImM) e 2 mL de MgCl; 0,1 M (2mM), completar o
volume para 100 mL com &gua deionizada e certificar que o pH estd em torno de
7,5. Esta solucéo deve ser armazenada em frizer e pode ser utilizada por meses.

Obs.: DTT (2mM) e PMSF (1ImM) devem ser adicionados no momento da
ressuspensdo de acordo com o volume a ser preparado.

v

SOLUCOESPARA O GRADIENTE DE SACAROSE (43% E 27%) (100 mL)

Primeiramente adicionar 10 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 (50mM), em seguida
adicionar 43g de sacarose (se 43%) ou 279 de sacarose (se 27%), 1 mL de EGTA
0,1M pH 7,5 (ImM), 1 mL de EDTA 0,AM pH 7,5 (ImM) e 2 mL de MgCl, 0,1 M
(2mM), completar o volume para 100 mL com &gua deionizada e certificar que o pH
estd em torno de 7,5. Esta solucdo deve ser armazenada em frizer e pode ser
utilizada por meses.

Obs.: DTT (2mM) e PMSF (1mM) devem ser adicionados no momento do preparo do
gradiente de acordo com o0 volume a ser preparado.

PREPARO DA SOLUCAO DE BRADFORD

Em um Becker de 1000 mL, adicionar 100 mg de coomassie blue G-250 diluido em
50 mL de etanol 95%; sob esta solugdo adicionar 850 mL de &gua, agitar, e logo
depois adicionar 100 mL de HzPO4 85%. Aferir o volume em baldo volumétrico e
deixar agitando por algumas horas com auxilio de bala magnética.

Esta solucéo deve ser filtrada duas vezes em papel de filtro (12 -apenas uma camada
e 22 duas camadas de papel de filtro). Pode-se também usar bomba de vacuo para
auxiliar no processo de filtragem. Armazenar a solugdo em frasco de vidro na
geladeira.

Obs.: A &gua deve ser adicionada sempre antes do &cido fosfarico.



PREPARO DO PADRAO DE PROTEINA

Estoque BSA (Albumina de Soro Bovino) - (Img/mL) — pesar 0,1 g e diluir em 100
mL com &gua deionizada. Aliquotar em aguns tubos ependoff e armazenar em frizer -
20°C por meses.

Tubos [BSA] Est. BSA H20 Aliquota  Sol. Bradford
(mg/mL) (uL) (uL) (uL) (mL)
1 0 0 400 60 3
2 0,05 20 380 60 3
3 01 40 360 60 3
4 0,15 60 340 60 3
5 0,20 80 320 60 3
6 0,30 120 280 60 3
7 0,40 160 240 60 3
8 0,50 200 200 60 3
9 0,60 240 160 60 3

Obs.: Fazer tanto o padrdo quanto as dosagens de proteinas em triplicatas.

Para certificar-se da qualidade da solucéo estoque de BSA, esta deverd ser lida em
cubeta de quartzo (comprimento de onda 280 nm), onde a leitura deve estar em torno de
0,600 ou muito proximo disso, caso contrario, a solucdo dever4 ser novamente
preparada.

DETERMINACAO DE PROTEINA (BRADFORD, 1976)

v Geralmente é necessario fazer uma diluicéo da amostra, pode variar de 5 a 20 vezes.
v Adicionar em tubos de ensaio 60 uL da amostra.

v" Em seguidaadicionar 3 mL da solugao de Bradford.

v Esperar cercade 10 min e ler em 595 nm.

PREPARO DAS SOLUCOESESTOQUE PARA ATIVIDADE DASP-E V- H*-
ATPASESE DASH'-PPASES

OBS.: Todas as solucdes abaixo descritas devem ser armazenadas em geladeira, exceto
aquelas que contém as instrugdes escritas |ogo apds o modo de preparo.

v' MgSO4 0,IM (50 mL) - Pesar 1,2324g de MgSO; e diluir em 50 mL de &gua
deionizada.
v KCI 1M (100 mL) - Pesar 7,456g de KCI e diluir em 100 mL de adgua deionizada.

v Na;M00,4.4H,0 0,1IM (25 mL) - Pesar 0,6049g de Na,M00,.4H,0 e diluir em 25
mL de égua deionizada.

v" Triton X-100 1% (50 mL) - Pipetar 0,5 mL de Triton X-100 e diluir em 50 mL de
agua deionizada.

v KNO3 1M (50 mL) - Pesar 5,055g de KNO;z e diluir em 50 mL de égua deionizada.
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v NaN3 0,IM (50 mL) - Pesar 0,3251g de NaN3 e diluir para 50 mL com é&gua
deionizada. Obs.: Usar luvas e mascara

v" Vanadato 10 mM (50 mL) - Pesar 0,0610g de ortovanadato de sodio, diluir em 40
mL com agua deionizada e corrigir o pH para 7,5 a 8,0 com tampao.

v" NaF 0,1IM (50 mL) - Pesar 0,2099g de NaF e diluir em 50 mL com &agua deionizada.

v PPi 0,1 M (50 mL) - Pesar 2,2303g de pirofosfato de sodio e diluir em 50 mL com
agua deionizada

v. BTP 0,5M (25 mL) - Pesar 3,5293g de BTP e diluir em 25 mL com a&gua
deionizada. Usado para correcéo de pH.

v" Imidazol 1M (25 mL) - Pesar 1,702g de imidazol e diluir em 25 mL com &gua
deionizada. Usado para correcéo de pH.

v' Acido ascorbico 10% p/v (25 mL) - Pesar 2,5 g e diluir en 25 mL com &gua
deionizada Obs.: preparar 1 dia antes e armazenar em frasco escuro coberto com
papel aluminio.

v' ATP 40 mM — pesar 0,2421 g e diluir com agua deionizada para 10 mL. Corrigir o
pH com BTP para o valor desejado e armazenar em frizer -20°C.

PREPARO DOSTAMPOESPARA ATIVIDADE

PM-H*-AT Pases

v" MOPSBTP 0,5M pH 6,5 (50 mL) — diluir 5,2325g de MOPS em 40 mL de agua
deionizada e corrigir o pH para 6,5 com BTP 1M. Completar o volume para 50 mL.
Armazenar em geladeira.

V-H'-ATPase

v HEPES-BTP 0,5M pH 7,5 (50 mL) — adicionar 25 mL de HEPES 1M (solucéo
adquirida pronta), adicionar &gua até 40 mL e corrigir o pH para 7,5 com BTP 1M.
Completar o volume para50 mL. Armazenar em geladeira.

H*-PPases

v' MOPS-Imidazol 0,5M pH 7,2 (50 mL) — diluir 5,2325g de MOPS em 40 mL de
&gua deionizada e corrigir o pH para 7,2 com Imidazol 1M. Completar o volume
para50 mL. Armazenar em geladeira.

MEIO PARA INTERROPER A REACAO DE HIDROLISE

Preparo de 500 mL

v' Em Becker de 0,5 L adicionar 10 mL de H,SO4 conc. (2%), em seguida adicionar
por volta de 300 mL de &gua deionizada e 25 g de SDS (5% p/v), dissolver o SDS, e
logo apds adicionar 3,5 g de (NH4)2M00O, (0,7% p/v). Transferir a solugdo para
baldo de 500 mL, aferir o volume com agua deionizada e armazenar a solucdo em
geladeira.

Obs.: O SDS deve ser pesado usando-se marcara
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MEIO PARA EVITAR DESENVOLVIMENTO DE COLORACAO ADICIONAL
APOSPERIODO DE ATIVIDADE

Preparar 500 mL

v' Em Becker de 0,5 L adicionar 20 g de Citrato de Sodio (4%), em seguida adicionar
por volta de 300 mL de &gua deionizada, dissolver o citrato de sodio, e logo apds
adicionar 10 mL de Acido Acético Glacial. Transferir a solucéo para baldo de 500
mL., aferir o volume com é&gua deionizada e armazenar a solucdo em geladeira.

Obs.: Pipetar 0 &cido acético glacial em capela de exaustdo.

PREPARO DO PADRAO FOSFATO

Estoque de ImM de KH,;POs— pesar 0,1361g e diluir em 1L de H,O deionizada.

- Vol. Estoque Conc. Final
Tubos [POs7] uM 1mM (uL) H20 (uL) PO (M)
1 0 0 500 0
2 25 12,5 487,5 4,167
3 50 25 475 8,333
4 100 50 450 16,667
5 150 75 425 25
6 200 100 400 33,333
7 250 125 375 41,667
8 300 150 350 50
9 400 200 300 66,667
10 500 250 250 83,333

Obs.: A concentracéo final de PO, foi obtida dividindo o valor inicial por 6, pois apos
a adicdo de 1 mL do meio de parada + 50 uL de é&cido ascérbico + 1,45 mL do meio
contendo citrato de sddio asolucdo inicial € diluidaem 6 vezes.
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SOLUCOESPARA ATIVIDADE DASPROTEINAS

P-H*-ATPase— 10 mL V-H*-ATPase— 10 mL V-H*-PPase— 10 mL
0,6 mL de MOPS-BTP0,5M pH 6,5 0,6 mL de HEPES-BTP 0,5M pH 7,5 v 0,6 mL de MOPS — Imidazol 0,5M
0,5 mL de MgSO, 0,1M 0,5 mL de MgSO, 0,1M pH 7,2

0,5mL deKCl 1M

0,10 mL de Na;M0O40,1M
0,20 mL de Triton X-100 1%
0,5mL deKNOs3 1M

0,10 mL de NaN3 0,1M

1,25 mL de ATP-BTP 40 mM

0,5mL deKCl 1M

0,1 mL de NauM00O,40,1M

0,2 mL de Triton X-100 1%
0,2 mL de ortovanadato 10mM
0,1 mL de NaN3 0,1M

1,25 mL de ATP-BTP 40 mM

0,5 mL de MgSO, 0,1M

0,2 mL de Triton X-100 1%
0,1 mL deNaN3 0,1M

0,1 mL de PPi 0,1M

AN N N N N NN
AN AN N N N NN
AN NN

Preparar com e sem 0,2mM vanadato (0,2mL  Preparar com e sem 100nM bafilomicinaou Preparar com e sem 100mM KCI (1ImL de
de vanadato 10mM) 50mM de KNOs (0,5mL de KNOs 1M). KCl 1M) ecom 2,5mM NaF (0,25 mL de

NaF 0,1M)

R/
A X4

X/ X/ X/ X/ X/
LG X X QIR X IR X4

Fazer os brancos. sem ATP ou PPi e com as proteinas e com 0 ATP ou PPi sem as proteinas. No primeiro caso quantifica-se o fosfato
natural mente presente na amostra ou hidrélise residual de substrato, e no segundo caso a hidrdlise do substrato no periodo do ensaio.

Incubar durante 30 min & 30°C.

Adicionar 1 mL do meio de parada (2% v/v de H2SO.4, 5% p/v de SDS, 0,7% p/v de (NH4)2M00,)

Adicionar 50 uL de ac. Ascorbico 10% p/v e agitar.

Esperar 10 min e adicionar 1,45 mL do meio contento citrato (4% de citrato de sodio e 2% acido acético glacial).

Esperar 30 min e ler em absorbancia de 820 nm.
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CALCULO DA ATIVIDADE HIDROLITICA

Exemplo:
CurvadePi
Conc. Final .
Tubos de Pi (M) ABS Grafico
1 0 0
2 4,167 0,038 0.8
3 8,333 0,077
4 16,667 0152 | _ 61  y=00092x+00008
5 25 023 | EY
6 33,333 0,308 <
7 41,667 0387 | S04 ]
8 50 0465 | @
9 66,667 0,618
10 02
0,765 0,0 : : .
0 20 40 60
83,333 Conc. final de Pi (mv)
Suponhamos:

Amostra com leituraigual a 0,350 e o branco (ou controle) com leitura de 0,050.
Quantidade de proteina usada no ensaio igual a 5ug
Tempo do ensaio igual a60 min.

Volume fina = 0,5 mL meio de reagdo com proteina + 1mL do meio de parada da

reacdo + 0,05 mL de &cido ascorbico + 1,45 mL do meio citrato = 3 mL

Dessaforma:
Leiturado Coefici i Vol finl
. branco ou oeficiente linear olumeTin
;gggfada controle da curvade Pi dareacdo em

litros

v/ %

_ (0350- 0,050- 00008) 1 1

Ativ x—»0,003 = 0,325 umoles de Pi mg *ptn min™*
0,0092 0,005 60
Cosficiente Quantidade de Tempo de reagéo
angular da proteinaem mg em minutos
curvade Pi
Observagoes:

v' O padréo é apresentado em pM ou pmoles L. Dessa forma é necessério multiplicar
a atividade obtida pelo volume final da reacdo em litros para se obter o resultado

apenas em pumoles.



v" O branco ou controle geralmente € um meio de reacdo contendo os inibidores
especificos para cada proteina. Vanadato para as RH"-ATPases e bafilomicina ou
concanamicina paraas V-H"-ATPases.

v A atividade para as H'-PPases deve ser dividida por dois, visto a hidrélise de um
PPi gerar dois Pi.

v Quando se usa NOs” no meio de reagdo como inibidor das V-H*-ATPases constumar
se obter leituras atas. Isto se deve a uma aceleragdo da reagdo de coloragéo
provocada pelo nitrato. Dessa forma € necessario fazer um branco-nitrato, ou sgja,
um meio contendo todos os componentes basicos mais o nitrato, porém sem as
proteinas. Subtrai-se a leitura obtida neste meio pelo que contém o nitrato e as
proteinas e assume o resultado obtido como branco dareagao.

v" Quando se separam as membranas por gradiente de sacarose, apenas uma peguena
fracdo esta na orientacdo inversa “inside out”, o que permite um baixo acesso do
ATP ao sitio catalitico da enzima. O Triton X-100 tem a habilidade de criar orificios
nas vesiculas, portanto a atividade das P-ATPases é bastante estimulada pela sua
adicédo.

74



