ISSN 1678-9644
Abril, 2013

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Arroz e Feijao
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Documentos

Nitrato redutase e

sua importancia no
estabelecimento de plantas
de arroz de terras altas

Anna Cristina Lanna
Milene Alves de Figueiredo Carvalho

Embrapa Arroz e Feijao
Santo Antdnio de Goias, GO
2013



Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Arroz e Feijao

Rod. GO 462, Km 12

Caixa Postal 179

75375-000 Santo Antdénio de Goias, GO
Fone: (Oxx62) 3533 2110

Fax: (Oxx62) 3533 2123
www.cnpaf.embrapa.br
cnpaf.sac@embrapa.br

Comité de Publicacdes

Presidente: Camilla Souza de Oliveira
Secretéario-Executivo: Luiz Roberto Rocha da Silva
Membros: Fldvia Aparecida de Alcédntara

Luis Fernando Stone

Ana Lucia Delalibera de Faria

Heloisa Célis de Paiva Breseghello

Mércia Gonzaga de Castro Oliveira

Henique César de Oliveira Ferreira

Cleber Morais Guimarées

Supervisor editorial: Camilla Souza de Oliveira
Revisdo de texto: Camilla Souza de Oliveira
Normalizacao bibliogréfica: Ana Luacia D. de Faria
Tratamento de ilustracbes: Fabiano Severino
Editoracéo eletronica: Fabiano Severino

12 edicdo
Verséo online (2013)

Todos os direitos reservados
A reproducdo nao-autorizada desta publicacdo, no todo ou em
parte, constitui violacdo dos direitos autorais (Lei n° 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacédo (CIP)
Embrapa Arroz e Feijao

Lanna, Anna Cristina.

Nitrato redutase e sua importancia no estabelecimento de plantas de arroz
de terras altas / Anna Cristina Lanna, Milene Alves de Figueiredo Carvalho. —
Santo Antonio de Goids : Embrapa Arroz e Feijdo, 2013.

36 p. — (Documentos / Embrapa Arroz e Feijao, ISSN 1678-9644 ; 280)

1. Arroz - Enzima. 2. Arroz - Nitrogénio. |. Carvalho, Milene Alves de
Figueiredo. IlI. Titulo. lll. Embrapa Arroz e Feijdo. IV. Série.

CDD 633.18 (21.ed.)

© Embrapa 2013



Autores

Anna Cristina Lanna

Quimica, Doutora em Fisiologia Vegetal,
pesquisadora da Embrapa Arroz e Feijao, Santo
Anténio de Goias, GO, anna.lanna@embrapa.br

Milene Alves de Figueiredo Carvalho

Engenheira agrbnoma, Doutora em Fisiologia
Vegetal, pesquisadora da Embrapa Arroz e Feijao,
Santo Anténio de Goias, GO,
milene.carvalho@embrapa.br






Apresentacao

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado o produto de maior
importancia econdmica em muitos paises em desenvolvimento,
constituindo-se alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas.

O crescente consumo desse cereal em virtude do aumento
populacional e, consequentemente, a demanda pelo aumento de
sua produtividade exigem da pesquisa a busca de cultivares mais
eficientes no uso de nitrogénio.

Dessa forma, a selecdao de gendtipos com essa caracteristica é
considerada, atualmente, uma das maneiras mais adequadas para
enfrentar desafios como aumento do vigor das plantulas de arroz
de terras altas e, por conseguinte, maior competicdo com plantas
daninhas.

Nitrato e amOnia sao as principais fontes de nitrogénio inorganico
absorvido pelas raizes de plantas superiores, sendo o nitrato a forma
predominante de nitrogénio em solos aerados como é o caso dos
solos cultivados com arroz de terras altas.

Para o nitrato ser incorporado em estruturas organicas nas plantas
e exercer suas funcdes essenciais como nutriente, ele tem que
ser reduzido a amonia por uma série de reacdes, sendo a nitrato
redutase a primeira enzima dessa cascata.



A importancia da reducao e assimilacao de nitrato para as plantas é

semelhante a reducao e assimilacdo de CO?na fotossintese. Portanto,
a habilidade de genétipos de arroz em reduzir e incorporar nitrato é de
fundamental importancia para o sucesso dessa cultura em terras altas.

Esse documento sumariza a informacao disponivel na literatura sobre a
enzima nitrato redutase e seu papel como ferramenta bioquimica para
o processo de selecao de gendtipos de arroz de terras altas com maior
eficiéncia no uso de nitrato como fonte de nitrogénio.

Luis Fernando Stone
Chefe-Adjunto de P&D
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Nitrato redutase e

sua importancia no
estabelecimento de plantas
de arroz de terras altas

Anna Cristina Lanna
Milene Alves de Figueiredo Carvalho

Introducéo

A cultura do arroz possui papel estratégico em termos de valor
econdmico e social. E considerada uma commodity e, o seu grdo,
alimento basico para grande parte da populacado. No Brasil, a cultura do
arroz é encontrada em dois ecossistemas: o de varzeas e o de terras
altas. No primeiro, o arroz é cultivado sob inundacéao e, no Ultimo, seu
cultivo pode ser realizado sem irrigacdo ou com irrigacao suplementar por
aspersao. Visando atingir a sustentabilidade agricola, sistemas de manejo
como o sistema plantio direto (SPD), em que a semeadura ocorre com

o revolvimento minimo do solo, preservando-se a cobertura vegetal de
culturas anteriores sobre a superficie, tém se destacado e se mostrado
promissores. Para o arroz de terras altas, cultivado no SPD, a fase

inicial de seu crescimento é considerada a mais sensivel a interferéncia
de plantas daninhas, ja que essas se destacam na rapidez e eficiéncia

na utilizacdo dos recursos agua, luz e nutrientes. Um dos fatores mais
criticos para estabelecer o sucesso da competitividade entre cultura
principal e plantas daninhas é o suprimento adequado de nitrogénio

(N) as plantas. O N é absorvido do solo, pelas plantas, nas formas de
nitrato (NO3') e/ou amoénio (NH,*), sendo o NOB‘ a forma predominante
nos solos aerados e acidos (pH abaixo de 5,0), como é o caso dos solos
cultivados com arroz de terras altas. A rota de absorcao e assimilacédo de
NO3', em plantas superiores, envolve uma série sequencial de reacoes,
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cuja primeira etapa, conversdo do NO; a nitrito (NO,), é considerada a
mais limitante de todo o processo bioquimico. Essa conversao é mediada
pela enzima nitrato redutase (NR), considerada um indicador bioquimico
para medida da eficiéncia do uso de N no inicio do estabelecimento da
cultura. Assim, plantas de arroz de terras altas, em estadios iniciais

de desenvolvimento, com alta atividade da NR, utilizam o NO,” mais
eficientemente e, consequentemente, competem com plantas daninhas
com maior eficacia. Apesar da importancia da nutricao nitrogenada
para o desenvolvimento, aclimatacao e produtividade de plantas de
arroz de terras altas, sdo poucos os trabalhos sobre o metabolismo de
N nessa espécie. O objetivo dessa revisdo é sumarizar a informacéao
disponivel na literatura e discutir o papel da NR, como enzima chave

na série de reacdes de absorcao e assimilacao de N, pelas plantas de
arroz cultivadas em terras altas, assim como comentar e discutir alguns
resultados aparentemente contraditérios sobre a assimilacao de N em
plantas superiores.

Arroz de Terras Altas em Sistema
Plantio Direto

O processo evolutivo da cultura do arroz (Oryza sativa L.), planta con-
siderada hidréfila, tem viabilizado sua adaptacao as mais variadas con-
dicdes ambientais (GUIMARAES et al., 2006). Essa espécie pertence a
familia Poaceae e ao género Oryza spp., o qual compreende 25 espécies
conhecidas, em nivel mundial. Dessas, somente duas sao cultivadas:
Oryza glaberrima Steud (arroz africano) e Oryza sativa L. (arroz asiatico).
Oryza sativa L. é a espécie agronomicamente mais bem sucedida das
duas e, como tal, a mais comercialmente cultivada (OUKO, 2003). Essa
espécie é classificada de acordo com sua adaptacao a diferentes fatores
ambientais, como comprimento do dia e condicoes de umidade e tem-
peratura, em duas subespécies: indica e japonica (CHENG et al., 2003).
Além dessas adaptacdes ecoldgicas, essas subespécies diferem em
caracteristicas de grdo; enquanto os gendtipos indica tém graos longos e
finos; os graos dos gendtipos japonica sdao, em sua maioria, compactos e
curtos.
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No Brasil, sdo considerados dois grandes ecossistemas para a cultura
do arroz, o de varzeas, irrigado por inundacao controlada, e o de terras
altas, englobando o sem irrigacao e o com irrigacao suplementar por
aspersdo. O arroz de terras altas é encontrado, predominantemente,

no Brasil (principalmente, na regiao Centro-Oeste, estados do Mato
Grosso e Goias; regido Norte, estados do Tocantins, Roraima e Para

e regiao Nordeste, Estado do Maranhao) e, em menor proporgcao, no
continente africano e asiatico. Nesse sistema de producao, predominam
as cultivares pertencentes a subespécie japonica (HEINEMANN et al.,
2009) e é caracterizado pela condicdo aerdbica de desenvolvimento
radicular da planta (GUIMARAES et al., 2006). A participacdo do sistema
de cultivo de arroz de terras altas na producao brasileira de graos, em
2010, foi de 21% de um total de 12,6 milhGes de toneladas, ocupando
uma area plantada de 1,4 milhdoes de hectares (EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2011). De acordo com a Conab (2011), na &rea cultivada com
arroz de terras altas, os maiores aumentos de producao se efetivaram
nos estados da Paraiba (83,3%) e de S&o Paulo (23,5%); mas sao
estados com pouca expressao na producao nacional. Dentre os estados
que mais diminuiram a area cultivada com arroz de terras altas, citam-
se Pernambuco (20,8%); Minas Gerais (15,4%); Goias (14,7 %) e Mato
Grosso (9,5%). Além disso, o cultivo do arroz de terras altas adota o
SPD para éreas cultivadas hd mais tempo, e o plantio convencional para
areas abertas recentemente. Nas regidoes Norte e Nordeste, o predominio
é do plantio convencional tradicional (CONAB, 2011).

Farinelli et al. (2004) relataram que, dentre as culturas agricolas
plantadas no Brasil, o arroz parece ser o menos adaptado ao SPD, apesar
de que o mesmo esta cada vez mais consolidado nas areas agricultaveis
do pais. Corroborando essa afirmacao, Soares (2004) diz que o cultivo
do arroz de terras altas em plantio direto ainda ndo pode ser considerado
competitivo com o sistema convencional (aracdo e gradagem), visto

que na maioria das vezes a planta apresenta pequeno desenvolvimento
radicular, reduzindo sua tolerancia a seca; menor nimero de perfilhos
por area, diminuindo o nimero de paniculas por area, além de exibir
uma produtividade de grdos aquém do desejado. Sob esse sistema,
plantas daninhas emergem ao mesmo tempo em que a cultura do arroz
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e, portanto, competem com a cultura para a aquisicdo de recursos
(OUKO, 2003). Além disso, a intensificacdo do uso do SPD resultou no
surgimento de novos padrdes de plantas daninhas nas areas de cultivo
do arroz de terras altas no Brasil (GUIMARAES et al., 2006). Interacdes
entre a cultura principal e plantas daninhas sao baseadas na competicao
por recursos: luz, 4gua, espaco e/ou nutrientes e, na maioria dos casos,
as plantas daninhas tém maior capacidade de absorcao de nutrientes
devido a sua robustez. Portanto, com recursos limitados, plantas
daninhas sdo concorrentes mais eficientes do que a cultura principal e,
no caso do arroz de terras altas, essa competicdo é mais critica na fase
de seu crescimento lento, isto é, antes da formacao do dossel. De acordo
com West Africa Rice Development Association (1996), a ocorréncia

de plantas daninhas é a principal limitacdo de um bom rendimento

do arroz de terras altas, contribuindo com aproximadamente 50% de
reducado de produtividade, seguido de importancia pela deficiéncia de

N, ataque de pragas e ocorréncia de doencas. Como a morfologia de
plantas de arroz é muito similar a de plantas daninhas concorrentes,
grandes desafios no seu controle sdao enfrentados pelo produtor de
arroz (ZHAOQ et al., 2006). Os herbicidas tém se mostrado eficazes em
muitos casos (DE DATTA; LLAGAS, 1984), mas o uso intensivo de
herbicidas pode causar contaminacao ambiental e desenvolvimento de
plantas daninhas resistentes a herbicidas (LEMERLE et al., 2001). Assim
como os herbicidas, o uso de fertilizantes nitrogenados inorgénicos esta
associado a uma gama de problemas ambientais e a previsao é de que
seu uso vai dobrar ou triplicar nos préoximos 50 anos (TILMAN et al.,
2001). Atualmente, problemas relacionados ao custo desses fertilizantes
e a poluicéo por NO, tém levado a selecéo de variedades que absorvam
e metabolizem o N do solo mais eficientemente. Segundo Greenland
(1958), o clima tropical, caracterizado por duas estacdes bem definidas
(um periodo de chuvas e um periodo seco), ocasiona fluxos sazonais de
NO, no solo. O mesmo fenémeno parece ocorrer nas regides do Cerrado
brasileiro, onde houve acumulo de NOB‘ no solo em curto periodo de
tempo na estacao chuvosa (NARDOTO; BUSTAMANTE, 2003). Dessa
forma, o N esté sujeito a lixiviacdo mais intensa durante a estacédo das
chuvas, tornando-se disponivel para as plantas apenas no inicio do
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periodo Umido, portanto, devendo ser absorvido rapidamente (SANTOS
et al., 2009). Um processo adaptativo de plantas a ambientes onde

a disponibilidade desse nutriente é baixa e ocorre em fluxos sazonais
seria a rapida absorg¢éo e acimulo de NO, nos estadios iniciais do
desenvolvimento com sua posterior utilizacdo durante as diferentes fases
do desenvolvimento do vegetal, sendo menos dependente de fontes
externas de N na fase reprodutiva. No processo de absorcdo e acumulo
de N- NO3', esta envolvida uma série de enzimas, destacando-se as
P-H*-ATPase, V-H*-ATPase, H*-PPase, NR e Glutamina Sintetase (GS)
(MALHEIROS, 2008).

Assim, a utilizacdo de variedades competitivas para suprimir plantas
daninhas e assimilar eficientemente o N do solo poderia substancialmente
reduzir o uso de insumos agricolas e o custo de mao de obra

(ZHAO et al., 2006). Pesquisadores concordam que o manejo de
plantas daninhas e da adubacao nitrogenada deve concentrar-se nos
estadios iniciais do desenvolvimento da planta de arroz (HIROHIKO;
NOBUYUKI, 2002; KNEZEVIC et al., 2002). Desse ponto de vista,

o melhoramento de plantas pode contribuir significativamente para

o controle de plantas daninhas e a absorcao de N, desenvolvendo
cultivares capazes de adquirir, eficientemente, nutrientes nas fases
iniciais de seu desenvolvimento para que sejam capazes de competir
com plantas daninhas (OUKQO, 2003). De acordo com Nie et al. (2009),
para melhorar o potencial e a estabilidade de produtividade do arroz de
terras altas, cultivares que apresentam alta produtividade associadas
com sistemas de manejo sustentaveis devem ser desenvolvidas. Esses
objetivos sao particularmente relevantes nos trépicos, em que diversos
estudos tém documentado que o monocultivo do arroz de terras altas,
por anos sucessivos, pode resultar em répido declinio na produtividade.
Esse declinio estd, em grande parte, relacionado a um solo “doente”,
resultante de fatores biéticos como nematoides e fungos patogénicos e
fatores abidticos como deficiéncia de nutrientes e toxicidade. Nie et al.
(2008) conduziram uma série de experimentos para estudar o efeito de
nutrientes e mostraram que a aplicacao de N melhorou o crescimento
da planta do arroz de terras altas cultivado continuamente numa mesma
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area; enquanto fésforo (P), potassio (K) e micronutrientes tiveram pouco
ou nenhum efeito. Esses resultados sugeriram que a deficiéncia de N
como um resultado da baixa disponibilidade de N e reduzida absorcao
de N pela planta podem ser importantes fatores que contribuem para o
declinio da produtividade do arroz de terras altas cultivado na mesma
area em anos consecutivos. Em consequéncia, a maior eficiéncia do

uso de N pelas plantas poderia permitir a producao sob baixo nivel

de fertilizacdo nitrogenada. Para que esse objetivo seja alcancado, é
necesséario o melhor entendimento do controle fisiolégico, bioquimico e
molecular da absorcéo e assimilagdo de NO, (HARRISON et al., 2004).

Nitrato Redutase como Indicador
Bioquimico para Estabelecimento de
Plantas de Arroz de Terras Altas

N é o mais importante nutriente mineral para as plantas, uma vez que é
um elemento requerido para sintese de aminodacidos, proteinas, clorofila,
acidos nucleicos, lipideos e uma variedade de outros metabdlitos
contendo N em suas estruturas (KUSANO et al., 2011). Os efeitos do N
sobre a fotossintese, ribulose bisfosfato carboxilase/oxygense (MAKINO
et al., 1983) e metabolismo do N (MAE, 1986) tém sido intensivamente
estudados em plantas de arroz. Certas plantas podem obter N da
atmosfera via associacao entre micro-organismos e sistema radicular,
mas a maioria das plantas absorve N na forma de NO, ou de NH,* do
solo. Em solos inundados, NH,* é a forma dominante, enquanto em
solos aerados é o NO3', uma vez que ocorre a oxidacao do NH4+ a NO3'
pelas bactérias nitrificantes, presentes no solo. Em solos naturais (nao
cultivados), NO, esta presente na solugdo do solo em concentracdes
que podem ser menores que 1 mol m3, enquanto em solos agricultaveis
a concentracéo de NO, alcanca valores téo altos quanto 20 mol m,
em consequéncia da fertilizacdo nitrogenada (CARELLI et al., 2006). No
cultivo do arroz em terras altas, a eficiéncia na absorcao e assimilacao
de NO, durante os estadios iniciais de desenvolvimento da planta ira,
em grande parte, determinar o vigor das plantulas e a capacidade de
competicdo com plantas daninhas (OUKO, 2003).



Nitrato redutase e sua importancia no estabelecimento de plantas de arroz... 15

Uma vez absorvido pelas raizes, o NO, pode ser transportado para

0 vacuolo, para ser armazenado, ou pode ser reduzido a NH,* para

ser incorporado em aminoacidos e/ou outros compostos organicos

nas préprias células radiculares. Além disso, o NO, pode, ainda, ser
transportado imediatamente para a parte aérea, ja que é mével no xilema.
O processo de redugdo do NO, na raiz e/ou na parte aérea pode variar
entre espécies, idade e fatores ambientais (CARELLI et al., 2006). O NO,
é considerado absorvido quando ha passagem deste do meio externo
para o interior da célula através da membrana plasmatica, mediada por
sitios especificos de origem proteica. O NO,’, além de ser um nutriente,
pode agir como sinal alterando e coordenando o metabolismo de carbono
(C) e de N, contribuindo também para a inducao de genes envolvidos

na absorcao de P, K, 4gua, respostas a estresses e reguladores de
transcricdao. Assim, as plantas podem apresentar multiplas respostas ao
NO,, o que promove uma diversidade de efeitos regulatérios capazes de
ligar a inducao de genes que agem individualmente (WANG et al., 2000).

A absorcéo liquida de NO, ou influxo de NO," em plantas superiores
consiste em dois sistemas e depende de sua concentracédo na solucao
do solo. O primeiro sistema é considerado constitutivo, sistema de
transporte de baixa afinidade (LATS — Low Affinity Transport System)
(pode ser um sistema transportador ou um canal de anion) e opera a
concentracoes de NOS' acima de 0,2 mM. E considerado constitutivo,
pois ndo requer inducdo por NO,. Isto ndo quer dizer que o LATS

nao esteja sujeito a alguma forma de regulacéo, tal como a resposta

a demanda de N. O segundo sistema, atuante quando ha baixa
concentracédo externa de NO, (< 0,5 mM) e o influxo é essencialmente
mediado por um sistema saturavel, é o sistema de transporte de alta
afinidade (HATS - High Affinity Transport System). Dentro desse
sistema pode existir aquele que é passivel de inducao (iHATs - Inducible
High Affinity Transport System), que aparece apenas quando ha NO,
no meio externo e o constitutivo (cHATs- Constitutive High Affinity
Transport System), o qual j& existem na planta independentemente de
haver ou ndo NO, no ambiente externo (TOURAINE et al., 2001). O
sistema HATs é regulado tanto pelo suprimento energético celular quanto
pela absorcdo de NO,, sendo que a atividade desse sistema depende
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do gradiente eletroquimico de prétons. Este sistema é considerado

um mecanismo co-transportador cation/anion, que produz uma
despolarizacéo transiente na membrana plasmatica ap6s a adi¢céo de NO,
. A despolarizacao é neutralizada pela atividade das bombas de prétons
(H*-ATPases), que sdo enzimas induzidas pela absorcdo de NO, (SANTI
et al., 1995). Além desses sistemas, Aslam et al. (1996) citaram que
nas células das raizes de cevada existe também um sistema de efluxo

de NO,, o qual requer sintese de novo de proteinas e é induzido pelo
NO, presente no ambiente. A presenca de carregadores especificos e
sua afinidade em relagdo ao NO, ou NH,*, bem como a quantidade de

N presente no solo, sdo moduladores da absorcao de N pelas plantas
(BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). Em resumo, a absorcao e utilizacao
de NO, é um processo consumidor de alta quantidade de energia
(RAVEN et al., 1992), e os produtos intermediarios da assimilacao, NOZ'
e NH,*, sdo potencialmente téxicos para o tecido de plantas em baixas
concentracoes. Portanto, plantas superiores desenvolveram complexos
mecanismos reguladores que controlam a assimilacdo de NO".

A reducéo do NO, a NO, ocorre no citosol pela acéo da enzima cito-
s6lica NR. A energia redutora é fornecida sob a forma de NADH ou
NADPH, de acordo com equacédo: NO, + NAD(P)H + H* +2e— NO,
+ NAD (P) * + H,0 (SANTOS, 2007). Uma vez formado, o NO, entra
no cloroplasto das células, constituintes da parte aérea; ou no plastidio
da célula radicular e é reduzido ao ion NH,* pela Nitrito Redutase (NiR),
de acordo com a equacédo: NO, + 6Fd(Fe*?) + 8H* - NH,* + 6 FD
(Fe*3) + 2H20 (SANTOS, 2007). No caso do cloroplasto, o transporte
de elétrons fotossintético, dirigido pela luz, fornece os elétrons neces-
séarios para a reducdo do NO, por meio da ferredoxina reduzida. Ja no
caso dos plastideos das raizes, a ferredoxina reduzida deriva do NADPH
gerado pela via da oxidacdo da pentose fosfato nos tecidos nao-clorofi-
lados (TAIZ; ZEIGER, 2004). Apés sua formacéo, o fon NH,* é incorpo-
rado em moléculas organicas, como por exemplo, o aminoacido gluta-
mato (GLU), com subsequente formacao de glutamina (GLN) pela GS
(LAM et al., 1995). Em outras palavras, o processo de assimilacao de
NO, se inicia pela enzima GS, que apresenta alta afinidade (baixo K )
pelo substrato (NH,*), e, consequentemente, atua sob baixas concen-
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tracOes desse ion. Sdo conhecidas duas isoformas da GS nas folhas:
GS1 citossdlica e GS2 plastidial (HIREL; GODAL, 1980).

Uma caracteristica importante das duas primeiras enzimas da série

de reagdes envolvida na reducéo do NO, é que elas séo induziveis,

isto significa que a presenca de NO, no sistema causa a produgéo de
mais enzimas. Devido ao fato de que a assimilagédo de NO, produz
anions hidroxilas, varios acidos organicos sao necessarios para a
homeostase do pH celular, isto significa que o &nion NO, contribui para
a manutencao do equilibrio cation — anion, bem como a osmorregulacao
em tecidos vegetais (SANTOS, 2007). A Figura 1 esquematiza o
processo de absorcao e assimilacdo de N pelas plantas superiores.

H*

3
ATP _\F) ADP
H*

GLU GLN

FER,

A

CLOROPLASTO @ ATP
GLU

)

NO; —p> NH}

CITOSOL

NO; 2H"

SOLO

NH/'

Figura 1. Possiveis rotas de assimilacdo do N nas raizes e folhas de plantas.

NO,: nitrato; NO, nitrito; NH,*: aménio; GLN: glutamina; GLU: glutamato; NR: nitrato redutase; NiR: nitrito redutase;
GS: glutamina sintetase; GOGAT: glutamato sintetase; T: transportador
Fonte: Bredemeier e Mundstock (2000).
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Todas essas etapas coordenadas sao uma rede de regulacado que é
responsiva a varios sinais interno e externo, como pH, luz e COZ.

E sabido que o arroz é uma planta que demanda grande quantidade de
N, cujo requerimento aumenta com a idade da planta, especialmente
no inicio da producao dos graos. No entanto, a eficiente absorcao

e assimilacao de N durante o desenvolvimento inicial da planta tem
importancia crucial para seu estabelecimento, bem como outros
processos bioquimicos/fisiolégicos sequenciais, durante o crescimento/
desenvolvimento das plantas de arroz de terras altas para obtencao de
altas produtividades.

O principal fator limitante da velocidade de assimilagdo de NO, é

a reacao de reducao de NOB' a NOZ‘, catalizada pela NR (BEEVERS;
HAGEMAN, 1969; CAMPBELL, 1989); portanto, essa enzima é
considerada chave nesse processo e, por conseguinte, sua atividade
pode assim ser usada como um indicador da capacidade de uma planta
em utilizar NO,” como fonte de N (OUKO, 2003). Assim, genétipos

de arroz de terras altas com alta atividade de NR, em estadios

iniciais do desenvolvimento, podem, entdo, serem mais eficientes na
competicdo pela disponibilidade do NO, no solo com plantas daninhas,
(ASCH; BRUECK, 2010). A avaliacao da atividade da NR ja tem sido
proposta como critério de selecao em programas de melhoramento

de culturas como plantas forrageiras, milho e Amaranthus cruenthus
(BELONOGOVA; CHIRKOVA, 1994). Celestino (2006) analisou a
atividade da enzima NR em plantas de arroz em funcdao dos manejos
de solo e dgua. O autor verificou aumento na atividade dessa

enzima quando o solo foi procedente de uma éarea de plantio direto,
independente do manejo de agua, indicando disponibilidade de NO, no
solo em SPD.

E importante ressaltar que a assimilacdo de C (paralelamente a
absorcao de luz) e a de N sdo caminhos metabdlicos altamente
coordenados em plantas superiores, e suas interacdes, em nivel celular,
envolvem uma série de etapas de controle reciproco (CARELLI et al.,
2006). O efeito direto da luz sobre a assimilacdo de NO,, em plantas
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superiores, também deve ser considerado, uma vez que o regime

de irradiancia participa da regulacao da NR (LILLO, 1994), tanto em
relacao a sintese “de novo” da NR quanto a ativacao da NR em nivel
de proteina (LILLO, 1994). Como muitas enzimas, o ritmo circadiano da
atividade da NR tem sido relatado em diversas espécies, aumentando
durante as horas do dia, com um pico as 12 horas, e diminuindo
durante o periodo noturno (CARELLI et al., 2006). A esse respeito,
Meguro e Magalhaes (1982) encontraram um aumento de atividade

da NR, induzido por luz, em folhas jovens de café, alcancando valores
maximos entre duas a seis horas apds o inicio do dia. Para demonstrar
a relacdo entre luz e metabolismo do C e do N, Kaiser e Huber (2001)
mostraram que a fotossintese foi requerida para a atividade da NR, uma
vez que mesmo sob alta intensidade luminosa, NR tornou-se inativa
quando CO, estava ausente. Assim, pode-se constatar que por trés

da alta capacidade de aclimatacao a diferentes condicdes climéaticas,
especialmente a diferentes regimes de irradiancia, plantas de arroz

de terras altas, aparentemente, mantém as caracteristicas genéticas

de uma espécie adaptada a condicao de irradidncia mais reduzida. E
dessa forma, Asch e Brueck (2010) propuseram uma reflexdo sobre

0 manejo de nutrientes e os gendtipos de arroz cultivados em terras
altas que, em sua maioria, dispéem de baixo nivel tecnolégico. Além de
indicarem a atividade da NR como atributo bioquimico de avaliacao de
adaptacao dos genétipos de arroz cultivados nesse ecossistema. Assim,
Raun e Johnson (1999) ja recomendavam a execucado de experimentos
de campo para identificar gendétipos e estratégias de manejo mais
eficientes no uso de N, avaliando-se absorcao, assimilacao, estocagem
e mobilizacao de N no decorrer do crescimento e desenvolvimento da
planta, explorando a melhor época de aplicacédo e a particdo desse
nutriente na planta.

Atividade, Inducéo e Distribuicao da
Nitrato Redutase na Planta

Em estudos que compararam a atividade da NR em plantulas de arroz
(Oryza sativa L.), Yang e Sung (1980) detectaram atividade da NR
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apds dois dias de embebicdo das sementes, sendo o pico de ativida-
de observado no sétimo e no décimo primeiro dia, seguido por rapido
declinio. Resultado que confirmou o estudo realizado por Marwaha e
Juliano (1976), os quais determinaram um pico de atividade da NR, na
parte aérea, 10 dias apds a germinacao e entre 7 a 10 dias nas raizes
de plantas de arroz. Nesse mesmo trabalho, a atividade da NR foi mais
alta em plantulas crescidas em solugé@o contendo NO, do que NH,*, e
mais alta na parte aérea do que nas raizes. Yang e Sung (1980) obser-
varam considerdvel variacao genotipica na atividade da NR em folhas
de arroz, em que plantulas de 10 dias de idade apresentaram valores
de atividade da NR entre 80 e 3.000 nmol NO, g’ h”'. Barlaan et al.
(1998) estudaram 14 cultivares de arroz irrigado, em que a atividade
da NR foi determinada aos 15, 30, 45 e 60 dias apds o transplantio
(DAT). O pico maximo de atividade foi alcancado aos 15 DAT em
todas as cultivares, diminuindo gradualmente até a maturidade, e sua
atividade variou entre 300 e 600 nmol NO, g h''. Semelhantemente,
Ouko (2003) observou atividade de NR em arroz de terras altas no sé-
timo dia apds a germinacao (DAG), apresentando um pico de atividade
no décimo quarto DAG. Shen (1969) relatou atividade da NR de, apro-
ximadamente, 76 nmol NO, g’ h'' em plantulas de arroz com quatro
dias de idade, crescidas em &agua destilada, indicando que NR pode
estar presente, em baixas concentracées, como uma enzima consti-
tutiva. De acordo com Ouko (2003), a atividade da NR nos genétipos
de arroz de terras altas (japdnica e O. glaberrima) foi, significativa-
mente, maior do que a obtida em gendtipos de arroz irrigado (indica).
Além disso, o autor concluiu que diferencas na atividade da NR estao
relacionadas a fonte de N e, portanto, é dependente do substrato e
estadio de desenvolvimento da plantula; a eficiéncia de assimilacao

de NOB' é maior em baixas concentracdes desse anion, uma vez que
0s gendtipos de arroz de terras altas competiram, mais eficazmente,
com plantas daninhas; e a atividade da NR em gendtipos de arroz de
terras altas pode ser usada como um potencial instrumento de triagem
(screening tool) para competitividade com plantas daninhas somente
se fontes de N e tipo de planta daninha sdo levadas em consideracao.
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A atividade da NR é regulada por N03', metabdlitos de C e N (sacaro-
se e GLN, respectivamente), luz, fitorménios e niveis externos de CO,
(SIVASANKAR; OAKS, 1995). Existem dois possiveis mecanismos de
regulacao para NR: (1) alteracao da atividade em funcao da quantida-
de de moléculas de enzima existente no citoplasma e (2) sintese “de
novo” da enzima ou degradacao da enzima existente. Na via de redu-
céo do NO_, a etapa que envolve a NR é considerada o passo limitante
da regulacao de assimilacao por que: a) NR é a primeira enzima envol-
vida na via de reducdo do NO,; b) NR é o fator limitante da velocidade
da reacao (CRAWFORD; ARST, 1993); c) a atividade da NR é induzivel
pelo substrato (CAMPBELL, 1996) e d) os efeitos téxicos dos niveis
excessivos de ions NO, e NH,* exigem regulac@o de sua producédo
(ZSOLDOS et al., 1997).

NR é considerada uma enzima adaptavel devido ao fato de sua ati-
vidade ser induzivel por NO, em plantas intactas e tecido vegetal e,
também, por molibdénio (Mo) em tecido de plantas deficientes desse
nutriente. Mo esté envolvido no processo de inducdo de NR e nao se
limita a ativar uma enzima pré-existente (YU et al., 1999). Além disso,
a inducao de NR por Mo mostra sensibilidade perante aos inibidores
de sintese proteica. Inducéo 6tima por NO, é muitas vezes obtida

nos tecidos vegetais quando o meio de inducao esta em, aproxima-
damente, pH 4 a 5, e contém de 10 a 100 mmol L' de NO, (AFRIDI;
HEWITT, 1965). No entanto, o nivel de NO, necessario para induzir a
atividade 6tima da NR difere amplamente entre espécies de plantas e
tecidos amostrados. Beevers et al. (1965) afirmaram que essas dife-
rencas, provavelmente, sdo devido a taxa de absorcédo de NO, entre as
espécies, uma vez que a inducao da NR dentro de uma dada espécie
depende da concentragdo e da taxa de fornecimento de NO, para o
tecido. Em plantas intactas, duas fontes de NO, podem desempenhar
papéis regulatérios para atividade da NR: uma é o NO,” armazenado no
vacuolo das células foliares e a outra é o NO, transportado diretamen-
te, via xilema, para as folhas. A inducdo de NR em vérios tecidos pelo
NO, ou Mo esta relacionada com o estadio de desenvolvimento da
planta (HAGEMAN; REED, 1980). Com o desenvolvimento da planta,
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a inducibilidade da NR diminui. Nao esta claro se a mudanca na induci-
bilidade da NR com a idade esta diretamente associada a diminuicao da
capacidade em sintetizar mais proteinas ou se é devido ao acimulo de
produtos solUveis nitrogenados que, especificamente, reprime a sintese
de NR. Outra possibilidade é o aumento na taxa de sintese de NR por
causa da associacdao com o aumento na disponibilidade de precursores
soltveis promotores da sintese de proteinas. E documentado que existe
uma exigéncia para um nivel adequado de precursores para sintese de
proteinas e acidos nucleicos antes da inducado da NR ocorrer (LILLO,
1994).

Ainda sobre a inducao da atividade da NR, existem diversos trabalhos

que relatam o efeito do ion NH,* sobre a atividade da NR. Schrader et al.
(1968) determinaram em plantulas de milho que inducao apreciavel de NR,
pelo NO,, ocorre apenas quando as plantulas s&o inicialmente cultivadas
em meio contendo NH,* e o fornecimento de NO, ocorre posteriormente.
Plantas crescidas em meio contendo NH4+, embora carente de atividade de
NR, tiveram maior contetdo de acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos

e nucleotideos do que plantulas controle, cultivadas em agua. A NR foi
rapidamente induzida quando essas plantulas foram transferidas para meio
contendo NO,. O ion NH,* impede o aparecimento da NR em fungos
(BRUNNER et al., 2000) e em algas eucariéticas (PIKE et al., 2002).

Em plantas superiores, a situacdo é menos clara. Bungard et al. (1999)
detectaram atividade da NR em Clematis vitalba, cultivadas em hidroponia,
com fornecimento exclusivo de NH,* como fonte de N. A atividade da

NR no tecido foliar foi até trés vezes maior em plantas cultivadas com
NH,* do que o nivel méaximo atingido quando elas foram cultivadas com
NO,. No mesmo trabalho foi possivel observar que a atividade da NR,
induzida por NH,*, ndo ocorreu em plantas de cevada e de tabaco
cultivadas sob condicoes semelhantes. Nie et al. (2009) constataram
que o fornecimento de NH,* como fonte de N proporcionou maior
crescimento de plantas de arroz quando comparado aquelas cultivadas
em meio contendo NO,. Assim, diante dessa constatacéo, em que o

ion NH,* pode induzir a atividade da NR na auséncia completa de NO_,
Bungard et al. (1999) propuseram um papel alternativo para a NR, além
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do fornecimento de NO, reduzido, sua atuagcdo na manutencéo do pH
intracelular. Ja para Smith e Thompson (1971), o fon NH,* inibe a
inducao da NR em raizes de cevada, e, para Kronzucker et al. (1999)
reprime o fluxo na membrana plasmatica, acimulo e metabolismo
citosoélico de NO3' em plantulas de arroz indica (IR72). Para Radin (1975),
NH,* inibe a inducéo de NR em extratos radiculares, mas ndo em células
foliares de plantulas de algodao.

Rajasekhar e Mohr (1986) mostraram que, na auséncia de NO,, o
crescimento de sementes de mostarda foi fortemente inibido por
NH,* exégeno. Shen (1969) mostrou que a assimilacdo de NO, por
plantulas de arroz indica (IR8) € completamente suprimida por NH,*
se 0 meio contiver tanto o ion NH,* quanto o ion NO,". A captacédo
de NO, é retomada somente ap6s o NH,* ter sido completamente
esgotado do meio. De acordo com o autor, o ion NH,* inibe o primeiro
passo da reducdo de NO, (NO, a NO,), e isto é atribuido a inibicdo
por feedback (retroinibicao) que ocorre em plantas superiores, ou
seja, o aumento da concentragdo de NH,* (produto da agéo da GS)
inibe a atividade da enzima NR, primeira enzima da série de reacoes
de assimilacdo de NO,. Efeitos inibidores de NH,* sobre a atividade
da NR foram também relatados em plantas de milho, trigo, cevada,
tabaco e Aspergillus (MACKOWN et al., 1982) e arroz (POLETTO et
al., 2011; ARAUJO et al., 2012). J4& Qian et al. (2004) encontraram
que o arroz aerdbico (arroz de terras altas) ndo mostrou uma
significante preferéncia por NH,* ou por NO, separadamente e que
a provisao de ambas as formas de N melhoraram o crescimento e o
uso eficiente de N. Enquanto Lin et al. (2005) documentaram que o
arroz aerdbico produziu biomassa da parte aérea significativamente
menor quando o suprimento de N foi apenas na forma de NH,* do
que sob a forma de NO, ou de uma mistura NH,*/NO_". Resultados
semelhantes foram observados por Poletto et al. (2011) em plantas
de arroz irrigado IRGA 417, onde o suprimento do NO, juntamente
com o NH,* amenizou os efeitos prejudiciais do suprimento apenas
na forma de NH,* sobre o processo de perfilhamento, estimulando
a emissao de perfilhos e o sincronismo de desenvolvimento foliar
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entre perfilhos e colmo principal. Em trabalho realizado por Araujo

et al. (2012), o fornecimento de N na forma exclusiva de NO3'

, ou de NH,* em maiores proporcées que o NO,, acarretou em
diminuicdo da producdo de matéria seca em cultivares de arroz de
terras altas com consequente reducdo da producao de graos. Os
autores sugeriram gque a causa do menor crescimento e producao das
cultivares de arroz, quando se forneceu apenas NO_, foi o acimulo
excessivo dessa forma nos tecidos das plantas na fase inicial do seu
crescimento, devido a baixa atividade da NR. Eles afirmam ainda que
esses resultados reforcam a hipétese de que a baixa capacidade de
aproveitamento do NO, pelo arroz na fase inicial de desenvolvimento
pode estar associada ao pior desempenho da cultura no SPD.

Quanto a distribuicao da NR na célula e, em Gltima andlise, na
planta; essa enzima estéa localizada, principalmente, no citosol das
células da epiderme e do cdrtex radicular e nas células do mesofilo
foliar (BERCZI; MOLLER, 2000; SIDDIQI; GLASS, 2002). NR trans-
fere dois elétrons do co-fator NAD(P)H para o ion NO, por meio de
trés centros redox, constituidos por dois grupos prostéticos (FAD

- flavina adenina dinucleotideo e heme) e por um cofator (Mo), que
é um complexo formado entre Mo e uma molécula organica denomi-
nada pterina. NR é a principal proteina contendo Mo encontrada nos
tecidos vegetais e um dos sintomas da deficiéncia de Mo é o acu-
mulo de NO, devido a diminuicdo da atividade da NR (TAIZ; ZEIGER,
2004).

A maioria dos estudos sobre NR, em plantas superiores, tem focado
a extracao de tecidos foliares, principalmente por causa da sua
abundéancia no tecido, mas também pela disponibilidade de material
(BEEVERS; HAGEMAN, 1969). No entanto, ha evidéncias de que a
assimilacdo de NO, né&o é exclusivamente associada a folhas, uma
vez que a atividade de NR foi detectada em diferentes tecidos, como
peciolos, cotilédones, caules e raizes; numa variacdo de quantidades
tragos a 60 umols de NO, g' h'' (HAGEMAN; HUCKLESBY, 1971).
De acordo com Crawford e Arst (1993), tecidos contendo clorofila,
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geralmente, tém atividade de NR superior a tecidos aclorofilados. A
literatura mostra que na maioria das espécies herbaceas a reducao
do NO3‘ ocorre, predominantemente, nas folhas (ANDREWS, 1986);
enquanto estudos da atividade da NR in vivo e in vitro, realizados em
exudatos do xilema, mostraram que espécies lenhosas reduziram a
maioria do NO3‘nas células radiculares (THOMAS; HILKER, 2000).

Sanderson e Cocking (1964) observaram que a atividade da NR nas
raizes de plantas de tomate foi sempre inferior a atividade detectada
nas folhas. Contrariamente, Miflin (1967) relatou que a atividade
especifica da NR foi ligeiramente mais elevada nas raizes do que nas
folhas de plantas de cevada. Wallace e Pate (1965) estudaram a
atividade da NR em ervilhas e mostraram que a atividade nas células
dos 6rgaos da parte aérea era, aproximadamente, a mesma que nas
raizes de plantas cultivadas sob altos niveis de NO,. Wallace e Pate
(1967) utilizaram o local da atividade de NR para categorizar plantas
que reduzem o NO, nas raizes, por exemplo, Pisum spp., Vicia spp.,
Lupinus spp. e Raphanus spp., e aquelas que nao o fazem na raiz, por
exemplo, Xanthium spp., a qual transporta 95% de NO, para os caules
e apenas quantidades insignificantes sdo metabolizadas nas raizes. Tem
sido demonstrado que a distribuicdo do metabolismo de NO, entre as
folhas e raizes em algumas plantas, por exemplo, Pisum spp., pode

ser alterada, quando ha mudanca de concentracdo de NO, no meio de
crescimento. De acordo com Andrews (1986), o balanco de reducao de
NO, entre raiz e parte aérea ndo é necessariamente constante para uma
dada espécie e pode variar com as condicdes de crescimento da planta,
estadio de desenvolvimento, bem como com os niveis de irradiancia
(CARELLI; FAHL, 2006). Assim, tem sido sugerido que quando a
fotossintese é limitada pela luz, ocorre um aumento de assimilacdo de
NO, pela raiz, o que pode permitir um controle maior do uso de energia
entre assimilacdo de N e de C (SMIRNOFF; STEWART, 1985). Para
plantas de café, as folhas parecem ser o principal sitio de assimilacao
de NO,, quando elas recebem adequados niveis de irradiancia (CARELLI
et al., 2006).
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Conclusao

Essa revisao fornece uma visao global sobre o papel crucial da NR no
metabolismo de N em plantas superiores. No entanto, a correlacao dire-
ta entre sua atuacao e o desempenho das culturas, principalmente, nos
estadios iniciais de desenvolvimento, ndo estd completamente estabe-
lecida, visto que resultados obtidos, em varias culturas, sdo contradi-
torios e pouco explorados, inclusive para o arroz de terras altas. Por-
tanto, a demanda por pesquisas, em nivel de campo e laboratério, com
estudos mais avancados sobre os mecanismos regulatérios na absorcao
e assimilacdao de N, bem como abordagens com foco em sistemas biol6-
gicos é fundamental para o entendimento do tema.
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