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RESUMO

RANGEL, Rafael Passos. Morfologia, arquitetura radicular e metabolismo de nitrogénio
em variedades de arroz sob baixa disponibilidade de aménio. 2014. 49 f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de
Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

A morfologia radicular ¢ uma das principais caracteristicas relacionadas a eficiéncia de
aquisicdo de nutrientes em plantas. Deste modo, variedades de arroz contrastantes: uma
melhorada, (IAC-47) e duas variedades locais do Maranh&o: (Piaui e Manteiga, originarias de
cultivos com baixa disponibilidade de nutrientes) foram submetidas a um baixo suprimento de
N-NH;" e avaliadas quanto aos pardmetros de morfologia radicular, expressdo dos
transportadores de alta afinidade para aménio (OsAMT1.1~1.3) e atividade de GS em trés
segmentos do sistema radicular. Também foram determinadas as fracfes sollveis e o
nitrogénio total nas diferentes partes da planta (folha, bainha e raiz) de forma a acompanhar
alteracbes metabolicas em resposta a baixa disponibilidade de aménio. A atividade da GS foi
maior na segunda coleta, nas variedades Manteiga e IAC-47 em relacdo a Piaui, nas demais
coletas. Resultado semelhante foi observado na parte inferior do sistema radicular, para a
variedade Manteiga na terceira coleta com ressuprimento com aménio. Quando cultivada sem
suplementacdo amoniacal, a variedade Manteiga apresentou maior expressdo do OSAMT1.3
na parte inferior (P1) do sistema radicular, e maior crescimento de raizes, indicando um
possivel envolvimento desse transportador com o controle da morfologia radicular de plantas
de arroz. Houve menor expressdao do OsAMTL1.1 e OsAMT1.2 diferentemente do OSAMT1.3,
porém distribuindo-se a outros segmentos do sistema radicular. No ressuprimento com
amonio aos 38 dias ap6s a germinacdo (38 DAG) houve repressdo dos transportadores de
amonio na parte inferior (PI) do sistema radicular e aumento de expressdo do OsAMTL1.2 na
parte mediana (PM) para a variedade Piaui. Na parte superior das raizes (PS) os maiores
niveis de expressdo dos transportadores de amonio de alta afinidade foram observados para as
variedades 1AC-47 e Manteiga. Esta diferenca de expressdo entre variedades oriundas de
regibes com baixa disponibilidade de N (Piaui e Manteiga) e a variedade melhorada IAC-47 é
um indicio que sob condigdes limitantes de N, a maior expressdao do OSAMT1.3 pode estar
associado com incremento nos parametros morfologicos.

Palavras-Chave: Oryza sativa L. Volume radicular. VVariedades Locais.
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ABSTRACT

RANGEL, Rafael Passos. Morphology, root architecture and nitrogen metabolism in rice
varieties under low ammonium availability. 2014. 49 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

Root morphology is a major factor related to the efficiency of nutrient acquisition. For this
reason, this work compared this characteristic in three contrasting rice varieties: IAC 47
(improved variety) and two traditional varieties cultivated in the state of Maranh&o (Piaui and
Manteiga originated in an environment with low nutrient input). These varieties were
subjected to a low N-NH," supply and analyzed for the root morphology parameters,
expression of ammonium high affinity transport system (OsAMT1.1~1.3) and GS activity in
three segments of the root system. It was also determined the soluble fractions and total
nitrogen in the different segments of the plants (leaves, sheaths and roots) to verify the
metabolic alterations as a result of low ammonium input. The GS activity was higher in the
second segment in the Manteiga and IAC-47 varieties compared to Piaui, in the other
segments. A similar result was observed in the Manteiga variety in the third segment (bottom
of the root system) submitted to NH4" resupply. When grown without NH,", the Manteiga
variety showed higher OsAMT1.3 expression in the lower segment of the root system, and
greater root growth, indicating a possible involvement of this transporter in the control of root
morphology in rice plants. There was lower expression of OsAMT1.1 and OsAMT1.2 unlike
OsAMT1.3 but being distributed to other segments of the root system. In resupply with NH;"
(38 DAG) there was repression of ammonium transporters in the bottom (PI) of the root
system and increased expression of OSAMTL1.2 the median part (PM) in Piaui variety. In the
upper part of the roots (PS) higher levels of ammonium transporter expression was observed
in the IAC-47, and Manteiga. This difference in expression between varieties originated from
regions with low N availability (Piaui and Manteiga) and improved IAC-47 is an indication
that under conditions of limited N, the highest expression of OSAMT1.3 may be associated
with an increase in morphological parameters.

Key words: Oryza sativa L. Root volume. Local varieties.
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1. INTRODUCAO

O arroz é o grdo mais importante na dieta de mais da metade da populagdo mundial,
representando acima de 50 % da ingestdo diaria de calorias de asiaticos, africanos e latino-
americanos (Counce Etal., 2000; Lian et al., 2005; IBGE, 2012). A produgdo mundial de arroz
duplicou de 257 milhGes de toneladas, em 1965, para 520 milhdes, em 1990, devido
principalmente & adocdo de cultivares semi-ands (modernas) (Khush, 1995), com alto
potencial de rendimento. No entanto, nos ultimos anos 0s ganhos de rendimento na cultura
diminuiram e a populacdo mundial estd aumentando em propor¢do maior do que 0S
incrementos na producao do arroz, especialmente nos paises consumidores do gréo.

No Brasil, apesar da cultura do arroz ser amplamente difundida, sua producéo
concentra-se em cinco estados: Rio Grande do Sul, onde predomina o arroz irrigado, Santa
Catarina, Mato Grosso, Maranh&o e Tocantins.

As estimativas para a projecdo de area plantada de arroz mostram que devera ocorrer
reducdo de area nos proximos anos. A &rea de plantio de arroz vem caindo ano a ano segundo
a Conab e no Rio Grande do Sul esta estagnada ou com ligeira tendéncia de aumento. A
produtividade devera ser a principal variavel no comportamento desse produto nos proximos
anos (Fonte: AGE/ Mapa e SGE/Embrapa 2013). A producdo projetada para 2021/2022 é de
15,2 milhGes de toneladas, o que equivale a um crescimento anual de producéo de 1,4% de
2011/2012 a 2021/2022 (Fonte: AGE/ Mapa e SGE/Embrapa 2013). Esse acréscimo de
producdo deverd ocorrer especialmente por meio do arroz irrigado, uma vez que o arroz de
terras secas diminuiu a expansdo no Brasil, pela menor incorporacdo de novas terras em areas
de fronteira agricola. O caso mais tipico € Mato Grosso, onde a producéo diminuiu em fungéo
da reducdo do cultivo de variedades de sequeiro. Como a area cultivada com arroz tem se
mantido estdvel mundialmente desde 1981 e, com a menor perspectiva de expansdo, 0
aumento do rendimento é necessario para atender a sua crescente demanda (FAO, 2013).

As plantas cultivadas apresentam forte dependéncia da adubacgéo nitrogenada, aplicada
principalmente nas formas de N-NOs; e N-NH,". Estudos apontam que aproximadamente
entre 85 e 90 milhdes de toneladas de fertilizantes nitrogenados sdo adicionados nos solos ao
redor do mundo anualmente, e acredita-se que este valor possa chegar a 240 milhdes em 2050
(Tilman, 1999; Good et al., 2004; Miller e Cramer, 2004). Além disso, dados experimentais
indicam que de 50 a 70% do nitrogénio aplicado no solo é perdido do sistema solo-planta
(Peoples et al., 1995 Glass, 2003).

Quando se objetiva alcancar rendimentos de grdos mais altos em lavouras de arroz
irrigado, um dos aspectos a ser procurado € o aumento da absor¢do de nutrientes, para
satisfazer a maior demanda que sera criada. Também é necessario que se busque o aumento
da eficiéncia na utilizacdo de nutrientes pelas plantas (Abichequer, A. D. 2004). O uso de
altas densidades de semeadura também pode causar esgotamento de nutrientes pela
competicdo entre raizes adjacentes, podendo ser vantajosa uma maior exploracdo de solo
pelas raizes, atingindo camadas mais profundas. Plantas de arroz mais eficientes na absorcéo
de nutrientes podem também reduzir perdas de nutrientes por percolacdo, volatilizacdo (no
caso do N) ou com a agua de drenagem, ao absorvé-los em maior quantidade e mais
rapidamente. Como consequéncia, € reduzida a contaminagdo da dgua de drenagem e melhor
aproveitamento da adubacéo, refletindo-se em reducéo de custos (Abichequer, A. D. 2004).

Embora autores como Lynch (1995) e Osmont et al. (2007) reconhecam a importancia
do melhoramento do sistema radicular para o incremento do potencial produtivo do arroz, o
melhoramento de plantas ndo tem dedicado a mesma atencdo dada & melhoria de
caracteristicas da parte aérea. Um dos motivos para essa menor énfase ¢ a dificuldade para a
retirada e avaliacdo das raizes, em condigdes de campo (Pessemier et al., 2013).

No entanto, compreender os mecanismos de estimulacdo do crescimento e represséo
das raizes laterais, pela disponibilidade de nitrogénio, pode ajudar a redesenhar a arquitetura
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do sistema radicular, se configurando em uma estratégia para o desenvolvimento de um
sistema radicular denso e profundo e com maior eficiéncia de absorcéo de nutrientes (Lopez-
Bucio et al., 2003).

Como as plantas sdo organismos sésseis e ndo pode migrar para habitats mais
présperos, elas desenvolveram mecanismos para se adaptarem a mudancas na disponibilidade
de 4gua e nutrientes, onde o sistema radicular responde a flutuacdes de recursos, mostrando
plasticidade de desenvolvimento, a fim de modular a superficie disponivel para a absorcéo,
onde o padréo de ramificacdo ocupa um papel importante (Zolla et al., 2010).

A absorc¢édo de nitrogénio é regulada pela demanda da cultura se a oferta de N néo é
limitada (Clarkson, 1985). Quando sob baixa disponibilidade de N a absorcdo depende do
tamanho e da eficacia do sistema radicular (Jackson et al., 1986). Cultivares com sistema
radicular mais profundo e maior densidade foram capazes de esgotar mais N-NO3™ do subsolo
(Wiesler & Horst, 1994). Densidade e comprimento radicular geralmente decai (Barraclough
et al, 1991;. Kjellstroma and Kirchmann, 1994) de modo que um pequeno aumento na
densidade e comprimento radicular podem resultar em consideravel aumento da captacdo de
nitrogénio.

Na maioria dos solos, o0s nutrientes para as plantas ndo estdo distribuidos
homogeneamente, especialmente se forem provenientes de matéria organica ou adsorvidos na
matriz do solo, 0 que restringe a sua solubilidade e o transporte a superficie radicular (Ettema
e Wardle, 2002.; Hinsinger et al., 2005). As plantas podem responder a disponibilidade
limitada de nutrientes espacialmente com alteracdo da arquitetura do sistema radicular,
levando ao desenvolvimento raizes laterais em locais mais ricos em nutrientes. Esta resposta €
especifica e observada somente se a disponibilidade de um determinado nutriente em geral é
limitada. Experimentos iniciais com cevada (Hordeum vulgare L.) mostraram que o
fornecimento localizado de nitrato ou fosfato, mas ndo de potassio, estimula o crescimento
das raizes laterais dentro de uma regido do solo rico em nutrientes, enquanto a formagéo de
raizes laterais foi suprimida em zonas pobres em nutrientes (Drew, 1975; Drew & Saker,
1975, 1978).

Entre os fatores ambientais mais criticos, a disponibilidade de nutrientes pode moldar
profundamente a arquitetura de raiz (Pez-Bucio Lo et al., 2003; Hodge, 2006). A deficiéncia
de Nitrogénio (N), enxofre (S) ou fésforo (P) geralmente induz o alongamento do sistema
radicular (Marschner, 1995; Pez-Bucio Lo et al., 2003), enquanto que o fornecimento local de
nitrato ou fosfato para plantas estimula o desenvolvimento das raizes laterais (Drew, 1975;
Zhang et al, 1999; Linkohr et al., 2002).

No caso de fosfato, baixa disponibilidade parece ser detectada no apice da raiz, onde o
alongamento das células e a atividade do meristema tornar-se fortemente reduzido, evitando
desenvolvimento de raizes em zonas com deplecdo de fosforo no solo (Svistoonoff et al.,
2007; Desnos, 2008). No caso de nitrato, o papel do meristema apical na deteccdo do
nitrogénio permanece pouco claro, no entanto, raizes laterais também se alongam em zonas do
solo contendo nitrato, se o sistema radicular restante estiver com deficiente de nitrogénio
(Drew, 1975; Remans et al., 2006).

Segundo Robinson (1991), a diversidade de funcGes do sistema radicular se encontra
associado a capacidade de absorcao de agua e nitrato, onde 10% e 30% do comprimento total
do sistema radicular estd envolvido na absor¢do de nitrato e agua, respectivamente. 1sso
levanta a questdo de que partes do sistema radicular estdo envolvidos na absorcdo de
nutrientes, variando de acordo com sua disponibilidade de nutrietes. Esta diversidade
anatomica, fisiologica e morfoldgica foi chamada de "heterorhizy™ (Noelle 1910; Waisel e
Eshel 1992; Hishi 2007). As variagcdes na morfologia ou funcdo podem ocorrer entre as raizes
de origem diferente (ontogénese) ou ao longo da raiz (diferenciacéo).



Morfologicamente, grandes diferencas entre raizes ocorrem devido ao didmetro da
raiz: por exemplo, em monocotiledonea, Musa acuminate (bananeira) variagbes no didmetro
da raiz podem chegar a duas ordens de grandeza 0,06-6 mm (Lecompte et al 2001). Tais
variagfes sdo comuns em muitas especies, embora geralmente em ordens de grandeza
inferiores e esta ligada a variacdo da estrutura da radicular (Fitter 2002, Varney e McCully,
1991). Em espécies dicotiledbneas tais variagdes sdo reforcadas pelo crescimento secundario.
Isto tem grandes conseqiiéncias sobre as propriedades de transporte da raiz. Segundo
(Vercambre et al., 2002) raizes crescimento secundario diferenciado podem apresentar um
aumento de 100-1.000 vezes em condutividade hidraulica axial em comparacdo com raizes
sem crescimento secundario.

Diferencas de funcionamento entre raizes de diferentes origens foram demonstrados,
por exemplo, em milho, onde raizes seminais, mesmo relativamente pouco nimerosas,
desempenham papel dominante no fornecimento de dgua por um periodo significativodo do
ciclo de vida das plantas (Navara, 1987), porem com menor capacidade de adquirir P, quando
comparado com raizes nodais (Mistrik e Mistrikova 1995). As variacdes entre a raiz principal
e as laterais na absorcdo de Cl ou K foram demonstrados em ervilha (Waisel e Eshel1992),
enguanto que no milho, a taxa de absorcdo de nitrato foi 1,5 vezes maior em compara¢do com
as raizes do eixo principal (Lazof et al., 1992).

Em Arabidopsis quatro efeitos de fornecimento de N sobre o desenvolvimento das
raizes foram identificados (Zhang et al., 2007.): (i) um efeito estimulador de nitrato externo
no alongamento das raizes laterais, (ii) um efeito sistémico inibidor de altas concentracdes de
nitrato no tecido sobre a ativacdo dos meristemas das raizes laterais, (iii) a supressdo de
iniciacdo de raizes laterais por uma alta relacdo C: N, e (iv) inibicdo do crescimento da raiz
principal e estimulo a ramificacdo radicular sobre a presenca de L-glutamato (N orgéanico) em
meio externo.

O crescimento axial define o comprimento e trajetéria das raizes e contribui para a
dindmica e crescimento do sistema radicular. Do ponto de vista da arquitetura tanto o
alongamento como a direcdo sdo considerados. O alongamento vai definir a dindmica de
colonizacdo do solo, enquanto a direcdo ira definir a sua forma. Além disso, ambos sdo
altamente varidveis entre as raizes e sao sensiveis a condi¢des externas. O crescimento da raiz
axial ocorre a partir da extremidade distal (ponta da raiz). A faixa de temperatura 6tima para o
crescimento das raizes no solo varia de 17 - 35 C° dependendo da espécie e da sua origem
(McMichael et al., 2002). Deste modo, a formag&o de raizes laterais é afetada por nutrientes
em diferentes fases do desenvolvimento (por exemplo, inicio do crescimento e alongamento)
e da forma de nutrientes especificos. No caso do N, tem sido mostrado que aménio e nitrato
apresentam efeitos complementares sobre a arquitetura das raizes laterais, onde o nitrato o
reforca principalmente no inicio do crescimento ja o aménio esta envolvido no alongamento
de raizes laterais (Giehl et al., 2014).

Em particular para o amonio, evidéncias experimentais demonstram que a iniciacéo
das raizes laterais ndo é causada por um efeito nutricional, mas sim por um evento de
deteccdo (Lima et al., 2010). Isto promove o0 conceito de que adaptacbes de desenvolvimento
das raizes primérias ou laterais para fornecimentos de nutrientes ndo téxicos, pode ser visto
como uma adaptacdo morfoldgica para a deteccao de nutrientes.

O objetivo do estudo foi avaliar o comportamento de trés variedades de arroz, sendo
uma melhorada, (IAC-47) e duas variedades locais do Maranhdo: (Piaui e Manteiga,
originarias de cultivos com baixa disponibilidade de nutrientes), quanto ao desenvolvimento,
arquitetura e morfologia radicular e verificar a influencia desses parametros na absorcao de
nitrogénio e sua correlacdo com a expressdo de genes que codificam para, transportadores de
alta afinidade de amonio. Estas variedades locais sdo adaptadas a condicGes de baixa
fertilidade, apresentando melhores parametros de eficiéncia no uso do nitrogénio quando
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comparadas a variedades melhoradas (referencias), podendo estar relacionado a uma melhoria
da arquitetura radicular das variedades locais em relacdo a melhorada, quando cultivada sob
baixa disponibilidade de nitrogénio.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sistema Radicular do Arroz

A raiz € um 6Orgdo que tem sua formacéo ainda no estagio embrionario da planta. A raiz
embrionaria € chamada de radicula, que surge atravées da diferenciacdo celular que origina o
eixo hipocotilo/radicula. Apds a germinacdo e a emergéncia da radicula, tem inicio o
desenvolvimento e o crescimento do 6rgdo. A raiz pode ser dividida em trés partes: a zona
meristematica, zona de alongamento e zona de maturacdo. A origem destes tecidos estad em
um grupo de células localizados no meristema apical da raiz, denominado centro quiescente —
regido com células de baixa taxa mitética — que € circundado por uma camada de células que
apresentam altas taxas de divisbes mitdticas. A partir de certo ponto de desenvolvimento as
raizes sdo classificadas de acordo com sua ontogénese em trés categorias principais: primaria,
nodais e raizes laterais (Cannon 1949; Harper et al 1991; Klepper 1992.), Esta classificacéo
também reflete as diferencas entre espécies monocotiledonea e dicotiledbneas: sistema
radicular de dicotiledéneas sdo derivados de raizes primarias e ramificacfes laterais (sistema
radicular primario), com raizes que podem apresentar crescimento radial.

Dependendo da extensdo das raizes laterais em relagdo ao eixo principal, a morfologia
do sistema radicular varia entre difusa ou fasciculada. Em monocotiledéneas, sistemas
radiculares decorrem ndo s6 da ramificacdo de raizes primarias, mas também a partir de raizes
nodais (raizes adventicias). Raizes de monocotiledéneas ndo sofrem crescimento radial
secundario. A raiz principal se diferencia da radicula ja presente no embrido da semente.

O crescimento de raizes de arroz abrange uma notavel diversidade genética em termos
de padrdes de crescimento, arquitetura e adaptac6es ambientais. Podem ser divididas em trés
classes diferentes, estas classes sdo diferentes na origem, funcdo e anatomia: seminais
(radicula), raizes do mesocotilo sdo escassamente ramificadas e persistem apenas por um
curto periodo de tempo apds a germinacao e raizes nodais (adventicias) que sdo produzidos a
partir dos nds subterraneos sendo livremente ramificadas (Pessemier et al., 2013). A radicula
emerge apds a germinagdo, sendo o primeiro sinal de germinacdo das sementes. Ela cresce 3-
5 cm de comprimento em 2-3 dias ap6s a germinacdo atingindo no maximo 15 cm e mantém-
se ativa até o estadio da sétima folha (Yoshida, 1981). O principal sistema radicular do arroz é
formado pelas raizes adventicias. Cada entrend da planta normalmente desenvolve de 5 a 25
raizes primarias, cujos didmetros variam de 0,5 a mais de 1 mm (Fujii 1974). Uma folha e
raizes finas surgem da parte superior do entrend, enquanto um afilho e raizes grossas
emergem da parte inferior (Kawata et al., 1963).

As raizes grossas tendem a crescer em profundidade, ja as finas sdo mais superficiais.
As raizes primérias, & medida que se desenvolvem, ramificam-se em secundarias, terciarias
etc., até de sexta ordem, com diametro progressivamente menor, reduzindo de 1 até 0,04 mm.
(Yoshida, 1981). Segundo Yoshida & Hasegawa (1982), geralmente as cultivares de arroz de
sequeiro apresentam raizes longas e espessas, que se aprofundam mais no solo (atingindo até
140 cm de profundidade), enquanto as cultivares melhoradas para o cultivo irrigado
desenvolvem raizes finas e fibrosas. Uma caracteristica interessante do arroz é a ocorréncia de
sincronia entre o crescimento da parte aérea e raizes nodais. (Yoshida, 1981).

O crescimento radicular é diretamente relacionado ao crescimento da parte aérea do
arroz (Yoshida, 1981; Lopes, 1991; Morita & Yamazaki, 1993). A taxa maxima de
crescimento das raizes ocorre no estadio de diferenciacdo da panicula, havendo quase uma
paralisacdo durante o enchimento de grdos. As taxas maximas de absor¢do de nutrientes
ocorrem da diferenciacdo da panicula até a floragdo, periodo que coincide com o maior
crescimento da parte aérea do arroz (Lopes, 1991).



2.2  Morfologia e Distribuicdo Radicular e Sua Relacdo com a Absorcédo de Nutrientes

As diferencas entre espécies e variedades de plantas quanto a capacidade de absorver
nutrientes sdo decorrentes da variacdo na magnitude e morfologia do sistema radicular e/ou na
cinética de absorcao de nutrientes (Anghinoni et al., 1989). No campo, além desses aspectos,
a distribuicdo das raizes ao longo do perfil do solo também é muito importante para a
determinacéo da quantidade de nutrientes absorvidos pelo arroz.

Além das caracteristicas morfoldgicas que afetam a aquisicdo de adgua e nutrientes por
meio do controle de comprimento radicular e area de superficie, a morfologia da raiz também
afeta a aquisicdo de recursos, influenciando a taxa de crescimento radicular, com raizes mais
finas, associados a mais rapida taxa de crescimento de raiz (Eissenstat, 1991; Robinson et al.,
1991, 1999). Onde a maior eficiéncia na aquisicdo de recursos do solo esta associada ao
desenvolvimento de raizes de menor diametro possibilitando um maior comprimento por
massa fresca de raiz (Hernandez et al., 2010; Henry et al., 2012).

Pélos radiculares produzidos por muitas espécies também podem aumentar
substancialmente a superficie da raiz e sdo particularmente sensiveis as reducfes de dgua no
solo e disponibilidade de nutrientes (Mackay & Barber, 1985; Bates & Lynch, 2001). O
aumento da area de superficie da raiz via pélos radiculares pode compensar reducdes no
alongamento do sistema radicular decorrentes de solos extremamente secos (Mackay &
Barber, 1985). Promovendo o contato da raiz com as particulas do solo, reduzindo o impacto
de condicbes ambientais adversas, favorecendo a aquisi¢do de dgua no solo (Wasson et al.,
2012).

O desenvolvimento de sistema radicular estensivo, mas estruturado, pode ser
considerado como um processo evolutivo em resposta a variabilidade espago-temporal como a
oferta de recursos e constrangimentos associados ao seu crescimento (Harper et al., 1991).
Como consequéncia, a estensdo no espago e no tempo do sistema radicular é governada por
regras de desenvolvimento geneticamente guiadas que s&o moduladas por condicGes
ambientais. Mapeamentos de QTLs recentemente revelaram que a morfologia do sistema
radicular € na maioria dos casos regulada por um conjunto de pequenas regides no genoma
que interagem com o ambiente (Dorlodot et al., 2007; Cooper et al., 2009). Essas regides no
genoma que contribuem na morfologia radicular podem ser considerada constitutivas ou
adaptativas, variando de acordo com a espécie e ambiente alvo (Collins et al., 2008) Ambas
caracteristicas adaptativas e constitutivas, podem ser dificeis de serem observadas quando se
analisa o fendtipo do sistema radicular . Portanto, ndo é de estranhar que a maioria das
pesquisas genéticas tem se concentrado em caracteristicas da parte aérea , enquanto o sistema
radicular da planta é muito menos representados em pesquisa recente ( Herder et al., 2010).

Apesar das dificuldades de se avaliar sistema radicular principalmente a campo,
inimeros estudos relataram QTLs associados com o aumento da capacidade sistema radicular
na aquisicdo de recurso do solo em diferentes espécies. Em arroz foi observado aumento do
comprimento da raiz (Price et al., 2002; MacMillan et al., 2006; Courtois et al., 2009),
biomassa radicular (Courtois et al., 2003), e numero de raizes (Zheng et al., 2000, 2003;
Courtois et al.,, 2009). Em trigo foi relatado aumento da biomassa total de raizes,
comprimento e niumero de raizes (Sharma et al. 2011), angulo da raiz seminal (Christopher et
al. 2013), e crescimento radicular profundo e numero de raizes seminais (Hamada et al,
2012.), Resultados semelhantes foram observados em milho, associado maior numero de
raizes, ramificagdo, massa seca e diminuicdo do diametro das raizes (Giuliani et al., 2005,
Ruta et al., 2010). Vérias linhagens de mutantes de arroz estdo sendo usadas em estudos sobre
controle molecular na ramificagéo de raizes laterais (Smith & De Smet, 2012).

Estudos moleculares estdo examinando genes e as vias de sinalizagéo que controlam a
resposta morfoldgica a seca (Fukao & Xiong, 2013).



Além disso, o comprimento radicular é altamente correlacionado com 0 espaco
disponivel para seu desenvolvimento como, barreiras fisicas e o tipo de plantas concorrentes
existentes (Fang et al., 2013).

A exploracdo de um maior volume de solo pelas raizes, que pode ser obtida com um
maior aprofundamento, reduzindo a competicdo entre raizes adjacentes. Esta competicao
causa esgotamento dos nutrientes no cilindro de solo ao redor das raizes podendo nédo ser
atendida a demanda nutricional no caso de cultivos de alto rendimento (Abichequer 2004).
Teo et al. (1995), testando um modelo de absor¢do de nutrientes em arroz irrigado,
observaram que a absorcao de N e P foi mais sensivel a meia distancia entre raizes, que € um
indicador da competicdo entre raizes adjacentes.

A morfologia radicular depende da disponibilidade de nutrientes, como o nitrogénio e
o fésforo, sendo os principais macronutrientes limitantes desenvolvimento do sistema
radicular. A disponibilidade de nitrogénio e fosforo pode alterar a arquitetura da raiz inibindo
ou promovendo o crescimento da raiz principal e o crescimento e formacao de raizes laterais.
Em Arabidopsis thaliana, altas concentracdes globais de nitrogénio inibem o crescimento
tanto da raiz priméaria como laterais, enquanto sua falta promove o alongamento de raizes
laterais.

Entretanto, altas concentracdes locais sdo capazes de promoverem 0 crescimento da
raiz lateral. Cabe ressaltar que o efeito da falta ou excesso de nitrogénio depende da sua fonte
(nitrato, aménio, compostos organicos etc), do ambiente e da espécie de planta a ser estudada.
O excesso de fosforo promove o desenvolvimento da raiz primaria, enquanto sua falta
promove o desenvolvimento de raizes laterais. Como o fdésforo € um nutriente de baixa
mobilidade, sua disponibilidade no solo é reduzida, justificando as mudancas que sua falta
causa na arquitetura da raiz (Osmont et al., 2007). Entretanto, pouco se sabe ainda sobre os
mecanismos de regulacdo envolvidos neste processo.

Dependendo do ambiente, as plantas possuem algumas adaptacdes para captacdo de
nutrientes Comas et al , 2012). Um exemplo sdo plantas carnivoras, que obtém os nutrientes
escassos no solo através de armadilhas que capturam pequenos animais. Outras optam pela
associacao com fungos ou bactérias. Em troca de carboidratos, as plantas recebem nutrientes
Ou agua, caracterizando uma relacdo simbiotica. A associacdo com fungos micorrizicos ocorre
em condicBes naturais e é distribuida em quase todas as espécies de plantas (Hausmann &
Hawkes, 2010). J& na associacdo com bactérias 0 caso mais comum sdo o das plantas
leguminosas, que formam nddulos nas raizes da planta hospedeira e fornecem compostos
nitrogenados fixados do ar atmosférico (Reed et al., 2011).

A profundidade maxima de alcance radicular é determinada geneticamente e difere
substancialmente entre cultivares sob condices idénticas, mas ao mesmo tempo é afetada
pela ambiente (Yoshida & Hasegawa, 1982). Profundidade méaxima de raizes de um genotipo
especifico s6 é alcancada quando as raizes ndo encontrarem nenhum limite fisico para o
crescimento, com o aumento da densidade de comprimento de raizes, a absor¢do de &gua e
nutrientes geralmente aumenta, mas até um determinado comprimento, chamado de densidade
de comprimento critico da raiz. No arroz, como outras culturas, a densidade de comprimento
critico da raiz depende de condicBes de solo, especialmente de umidade (Siopongco et al.,
2005) onde as raizes sdo distribuidas de tal forma que o seu comprimento e massa Vvao
diminuir exponencialmente com a profundidade. A densidade de raizes em profundidade
determina a exploracéo de agua presente em niveis mais profundos.

Novas tecnologias de utilizacdo de imagens para anélise do sistema radicular permiti
um olhar mais atento a natureza dindmica da arquitetura radicular do arroz. Técnicas de
imagem néo-invasivas podem fornecer informagGes importantes sobre a distribuicdo espacial
das raizes de arroz permitindo a identificacdo de controle genético sobre a arquitetura do
sistema radicular do arroz (Comas et al., 2013). No entanto, a maioria dos estudos de
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imagiologia requer plantas a serem cultivadas em meios artificiais. Assim testes sao
necessarios para determinar se caracteristicas do sistema radicular do arroz observados em
meios artificiais sdo encontrados em condicdes reais de campo (Clark et al., 2011; Feng et al.,
2012).

2.3 Raizes Nodais

O arroz é composto por uma raiz de origem embrionéria, isto €, uma Unica raiz
seminal e é geralmente a maior raiz antes do periodo de terceira folha (Zhang et al., 2001).
Todas as raizes apds este periodo sdo oriundas dos respectivos noés, a partir do coledptilo
(Zonta, 2003). Para isso sd0 necessarios quatro processos basicos: diferenciagéo,
desenvolvimento, emergéncia e posterior crescimento, de acordo a seguinte ordem: uma
regido de enraizamento e uma folha na parte basal do no, e outra regido de enraizamento e um
perfilhno na parte superior (Hoshikawa, 1993). As raizes originadas do nd, ditas nodais ou
adventicias sdo consideradas eixos primarios.

Em condicBes 6timas de crescimento, a estrutura morfolégica e histologica de raizes
seminais e nodais é similar (Harada & Yamasaki, 1993). O comprimento das raizes nodais
depende da parte do eixo do colmo onde séo formadas, e de sua posi¢do no né (inferiores ou
superiores) (Zonta, 2003). Em geral, raizes originadas da diferenciacdo de primordios
imediatamente abaixo do no, sdo de menor comprimento que as originadas acima do no.

A duracdo do periodo de alongamento de cada eixo radicular é relativamente curto e se
processa desde sua emergéncia até a emergéncia da 22 ou 3? folha superior. As taxas diarias de
alongamento sdo variaveis, refletindo condi¢bes de crescimento, posi¢do de sua formacéo e
tipo de raiz (inferior ou superior) (Zonta, 2003). Em condicBes edafocliméticas ideais, a taxa
méxima de crescimento pode chegar a 30-40 mm dia™, onde raizes nodais com maiores taxas
de alongamento mostram tendéncia a maior comprimento final, apds a cessacdo do periodo de
alongamento (Harada & Yamasaki, 1993).

2.4 Ramificacdo Lateral

As raizes finas (laterais) sdo a parte mais ativa do sistema radicular para a absorcéo de
agua, e nutrientes, constituindo maior parte do comprimento e superficie radicular em plantas
herbéceas e lenhosas (Bauhus & Messier, 1999; Rewald et al., 2011). Essas raizes laterais
originam-se da ramificacdo de um eixo principal, muitas vezes em angulos retos a partir das
raizes mée e se diferenciam através da iniciacdo de um primoérdio nas células do periciclo
coincidindo com o aparecimento dos primeiros elementos vasculares localizados adjacentes
aos vasos do floema (Rebouillat et al., 2009; Jansen et al., 2012). Este processo resulta em
uma frente de ramificacdo que segue do apice acima do meristema em direcdo a base
(ramificacdo acropeta), (Dubrovsky et al., 2000; Beeckman et al., 2001). No entanto, essa
relacdo espacial com a diferenciacdo do tecido vascular ndo € um pré-requisito para iniciacao
de uma raiz lateral, pois algumas espécies, tais como Marsilea, Ceratopteris, Eichornia, Pistia,
Musa, Cucurbita (Dubrovsky & Rost, 2003), este processo ocorre no meristema radicular,
onde ndo ha tecido vascular diferenciado .

Muito antes das primeiras divisdes tornam-se visiveis na zona de diferenciagdo, 0s
eventos de pré-iniciagdo ocorrem na regido basal do meristema, uma zona de transicdo na
ponta da raiz, onde a divisao celular diminui e aumenta de tamanho de célula (Beemster et al.,
2003;. Smet et al., 2007, 2008; De Rybel et al., 2010; Moreno-Risuefio et al., 2010).

Em praticamente todos os aspectos da formacao de raizes laterais, 0 hormonio auxina
desempenha um importante papel. Apesar de outros hormonios estarem envolvidos, auxina €
de longe o mais bem estudado quando se trata de desenvolvimento de raizes laterais. Auxina
produzida nas folhas é transportada para a ponta de raiz através dos tecidos vasculares
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(Overvoorde et al., 2010). Além da parte aérea, a regido meristematica do sistema radicular
também produz auxina (Ljung et al., 2005). Onde um equilibrio complexo de biossintese de
auxina e transporte cria gradientes de auxina pontuais, necessarios para a formacéo de raizes
laterais (Benkova et al., 2003).

No entanto, as raizes laterais também podem aparecer fora desta seqiiéncia,
diferenciando dos tecidos mais velhos geralmente perto da base da raiz principal.

O primdrdio radicular secundario diferencia-se endogenamente a certa distancia do apice
de um eixo nodal, a partir da atividade mitotica localizada em células do periciclo, exteriores
aos vasos do protofloema, (Harada & Yamasaki, 1993). Em arroz, um eixo nodal
completamente alongado, possui muitas ramificagdes laterais, dando um comprimento total de
6-15cm, e um colmo produtivo pode apresentar em média 28-30 raizes nodais alongadas. As
raizes grossas podem ser discernidas das finas pelo fato de serem as Unicas a ramificar
subsequentemente, dando origem a raizes tercidrias a densidade de raizes laterais ndo é
uniforme ao longo do eixo primario, sendo seu nimero méaximo, na parte media do mesmo
(Harada & Yamasaki, 1993).

2.5 Absorcédo e Assimilagdo de Amonio

O nitrogénio é um dos nutrientes mais quantitativamente essencial para as plantas e um
importante fator limitante no crescimento, produtividade e rendimento das culturas ( Hirelet
al., 2007; Tabuchi et al., 2007; Sobolev et al., 2010; McAllister et al., 2012;. Xu et al., 2012) .
A maioria das plantas sdo capazes de absorver nitrogénio inorganico disponivel nos solos,
quer na forma de nitrato ou de amonio. Apds a absorcdo pela raiz, o nitrato pode ser reduzido
nas raizes ou na parte aérea gerando aménio pela acdo sequencial de nitrato e nitrito redutase.

A utilizacdo de amodnio pelas plantas tem maior eficiéncia energética comparada ao
nitrato, pois 0 amoénio € prontamente assimilavel pelas enzimas GS/GOGAT, diferentemente
do que ocorre com o nitrato, que necessita passar por uma etapa de reducdo até NH," com uso
de poder redutor na forma de NAD(P)H e ferredoxina pelas enzimas Nitrato Redutase (NR) e
Nitrito Redutase (NiR) respectivamente. Entretanto, quando absorvido, 0 amonio precisa ser
rapidamente assimilado a esqueletos de carbono na producdo de aminoécidos devido a sua
toxidez (Bernard & Habash, 2009), fato que pode ser prejudicial a sua absorcdo em ambientes
de baixa luminosidade e alta temperatura (Kant et al., 2011).

O amonio é assimilado em plantas em aminoécidos através do ciclo glutamina
sintetase (GS)/glutamato sintase (GOGAT). Neste ciclo, a GS catalisa a conversdo de amdnio
e glutamato a glutamina, a GOGAT catalisa a transferéncia do grupo amida de glutamina para
2-oxoglutarato formando duas moléculas de glutamato (Miflin & Lea, 1980; Miflin &
habash, 2002; Fernandes & Souza, 2006; Masclaux - Daubresse et al., 2010. Onde uma das
moléculas de glutamato podem ser reciclado como um substrato para a reacdo de GS
(Fernandes & Souza 2006). Ambas as enzimas sdo encontradas em varias isoformas em
diferentes tecidos das plantas. A GS1 citosélica (NADH- GOGAT), sendo responsavel pela
assimilacdo primaria do amonio nas raizes e reassimilacdo de amonio liberado durante o
catabolismo de aminoacidos (Tabuchi et al., 2007). Sendo os altos teores de aminoacidos
principalmente glutamina no sistema radicular uma forma de controlar a expressdo dos
transportadores de amoénio . Quando as raizes sdo nutridas com glutamina (gln) ou se usa
inibidores da atividade da glutamina sintetase (GS) € possivel observar que a gln na célula
altera a transcricdo dos genes AMT, (Ammonium Transporter) enquanto o NH," citosolico
pode regular pés-transcricionalmente os genes AMTSs (Rawat et al., 1999).

Segundo Patterson et al. (2010) a acidificagdo do apoplasto resultante da absorcéo de
NH;" e consequente bombeamento de H* pelas PM H*-ATPases atuaria como sinal para a
expressdo de genes relacionados com a absor¢do de NH,". Essa hipotese foi demonstrada

9



usando um inibidor especifico da glutamina sintetase sulfoximina de metionina (MSX), que
ndo permite a assimilagdo de NH," e néo inibe a sua absorcdo. Os dois mecanismos afetam a
resposta transcricional exercida pelo NH,", contudo, a expressdo dos transportadores de NH;"
esta diretamente relacionada com o status de N na raiz na forma de N-amino livre. A
regulacao da absorcao de aménio pode ocorrer transcricionalmente e os transcritos AMTS sdo
fortemente dependentes do status de N da planta, mas em Arabidopsis o padrdo € diferente
para os diferentes membros desta familia (Miller et al., 2007).

A expressdo de alguns genes AMTSs aumenta rapidamente logo no inicio da
deficiéncia de N, enquanto outros podem aumentar s6 apds uma deficiéncia muito prolongada
(Loqué & Von Wirén, 2004). Experimentos “split-root” (experimentos com separag¢ao
espacial das raizes de uma mesma planta em ambientes distintos) sugerem que a
disponibilidade local e ndo o status de N da planta inteira é que regula a expressdo de
transportadores de aménio, diferente do observado para os transportadores de NO3™ onde o
status de N da planta inteira é que foi importante para tal regulacdo (Gansel et al., 2001).

Plantas de tabaco transformadas com um AMT de Arabidopsis, sob o controle do
promotor 35S, mostrou aumento de 30% na absorcdo de NH," em cultivo hidropdnico,
guando comparado com o tipo selvagem (Yuan et al., 2007). Por outro lado, em solo
suplementado com NH;" como fonte de N, as plantas transformadas ndo mostraram
crescimento ou absor¢do de NH," diferentes do tipo selvagem (Yuan et al., 2007).

Em Arabidopsis foi demonstrado que o gene AtAMT1.3 esta envolvido na emissdo e
crescimento de raizes laterais, uma caracteristica até entdo conhecida para o0 NO3™ (Lima et
al., 2010). O AtAMT1.1 que exerce a mesma fungéo na absorcdo de NH," ndo esté relacionado
com a emissdo e crescimento de raizes laterais (Sperandio et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camara de crescimento na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) utilizando trés variedades de arroz, sendo uma melhorada,
IAC-47 e duas variedades locais do Maranhdo: Piaui e Manteiga, originarias de cultivos com
baixa disponibilidade de nutrientes. Foi avaliado o comportamento das variedades de arroz:
IAC-47, Piaui, e Manteiga quanto ao desenvolvimento, arquitetura e morfologia radicular,
bem como a influencia desses parametros na absorcdo de nitrogénio e sua correlacdo com a
expressdo de genes que codificam os transportadores de alta afinidade de amdnio. Estas
variedades locais sdo adaptadas a condi¢Ges de baixa fertilidade, apresentando melhores
parametros de eficiéncia no uso do nitrogénio quando comparadas a variedades melhoradas
(referencias). Entre esses parametros podem estar aqueles relacionados a morfologia e
arquitetura radicular, sobretudo sob condic¢des de baixa disponibilidade de nitrogénio.

As sementes de arroz foram desinfestadas com hipoclorito de soédio 2,5% por 20
minutos sob agitacdo e em seguida lavadas com agua destilada. A seguir, as sementes foram
germinadas na superficie de uma lamina d'agua sustentadas por gaze até o 10° dia apds a
germinagdo (DAG). As plantas foram cultivadas em camara de crescimento, com fotoperiodo
de 12h/12h (luz/escuro), luminosidade de 400 pmol m™ s* (fluxo de fétons fotossintéticos),
umidade relativa do ar de 70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna), em solucdo de
Hoagland & Arnon (1950) modificada a meia forca ibnica, contendo 0,2 mM N-NH," em
copos de 0,7 litros trocada a cada trés dias, com duas plantas por copo e quatro repeticdes para
cada variedade dentro de cada coleta. A primeira coleta foi realizada 24 (DAG), (Figura 1).
ApoOs esse periodo, metade das plantas foi transferidas para solucdo sem N onde
permaneceram por sete dias, e as demais foram mantidas com a mesma concentracdo de
amonio até o final do experimento. As plantas que se encontravam em solucdo sem N, até o
31° DAG, foram ressupridas com 0,2 mM de N-NH," e mantidas até 38° DAG (Figura 1).

As coletas das plantas foram realizadas aos 24, 31 e 38 DAG para avaliar a morfologia
do sistema radicular, massa de raiz e parte aérea, fracdes sollveis nitrogenadas, N-total,
atividade da Glutamina sintetase e expressdo génica.

Transplantio 13, Coleta 23, Coleta 32, Coleta
10 DAG 24 DAG 31 DAG 38 DAG

l l l l

Figura 1. Conducdo do experimento com as variedades de arroz Piaui, Manteiga e 1AC-47
em 0,2mM de N-NH," ou sem N (S). DAG: dias ap6s a germinacéo.

3.1 Analise das Fragdes Soluveis

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 fracéo
soltvel obtida foi utilizada para a determinacdo dos teores de N-amino livre (Yemm &
Cocking, 1955), N-NH,4" (Felker, 1977), N-NO3™ (Miranda 2001) e aclcares sollveis (Yemm
& Willis, 1957).
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3.2 Massa Seca e Analise do N-total

O material vegetal coletado foi pesado e colocado para secar a 65°C em estufa de
ventilacdo forcada por 72h para obtencdo da massa seca raiz e parte aérea. Apds secagem 0
material foi triturado e usado para avaliacdo de N-total (Tedesco et al., 1998)

3.3 Avaliacdo da Expressao Génica por RT-PCR

3.3.1 Extragédo de RNA total

Para extracdo de RNA total e posterior analise da expressdo dos transportadores de
amonio de alta afinidade e atividade de glutamina sintetase (GS), o sistema radicular foi
seccionado em trés partes: Parte superior (PS), Parte mediana (PM) e Parte inferior (PI)
(Figura 2).

Parte superior (PS)

Parte mediana (PM)

Parte inferior (PI)

Figura 2. Critério para o corte do sistema radicular do arroz em trés segmentos: Parte
superior - PS; Parte mediana - PM e Parte inferior - PI.

O RNA total foi extraido segundo Gao et al. (2001) utilizando tampdo NTES (0,2 M
Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA,; 0,3 M NaCl; 2% SDS). As amostras foram maceradas em N,
liquido e homogeneizadas em uma mistura contendo 1 ml de tampdo NTES e 700uL de
solucdo fenol:cloroformio (1:1). Apos centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O RNA total foi precipitado pela adigdo de
1/10 volume de 2 M acetato de sodio pH 4,8 (NaOAcpepc) € 1 volume de isopropanol puro
gelado. A seguir as misturas foram mantidas a -80 °C por 1 hora seguida de centrifugacdo a
12.000 x g por 20 min. O precipitado foi solubilizado em 0,5 mL de H,Opgpc € precipitado
novamente pela adicdo de 0,5 mL de cloreto de litio 4M pH 4,8 (LiClpgpc). ApOs
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70% e
dissolvido em 30uL de HyOpgpc. A qualidade do RNA extraido foi verificada
espectrofotometricamente por meio das relagdes Azeo/Azzo € AzsolAzgo € Visualizagdo em gel
de agarose (1%) com brometo de etidio.
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3.3.2 Sintese de cDNA e PCR em tempo real

O RNA total foi quantificado em duplicata no aparelho Thermo Scientific NanoDrop
2000c. Amostras de 1ug de RNA foram tratadas com DNAse | (Invitrogen) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A fita simples de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High
Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies) seguindo as instrucdes do fabricante.

Os iniciadores (primers) foram desenhados com o auxilio do programa Primer Express
3.0. A especificidade de cada primer foi analisada por alinhamento das sequéncias no banco
de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e experimentalmente no fim da reacdo de
PCR durante a curva de dissociacdo. Todos os primers foram especificos para 0s genes
analisados.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o kit
“SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendacdes
do fabricante. A reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos
de amplificacdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a “curva de
dissociacd0” com aumento progressivo de temperatura em 0,3°C de 60°C até 95°C, para
verificar a especificidade da reacdo. Os genes de referencia utilizados para o calculo da
expressao génica relativa foram o da actina, o da ubiquitina 5 e do fator de alongamento 1-a
de arroz (eEF1-a) (Jain et al., 2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores (primers) (“forward e reverse”) usados nas reacdes de
PCR em tempo real para os genes dos transportadores de amonio (OSAMTL1.1,
OsAMT1.2 e OsAMTL1.3), actina (OsAct11), ubiquitina ( OsUBC5) de arroz e do fator
de alongamento 1-a (eEF-1la), e respectivos acessos nos bancos de dados TIGR e

NCBI.

Gene Primer Forward Primer Reverse N° acesso
OsAMT1.1 5-GGTCATCTTCGGGTGGGTCA-3’ 5°-CGTGCCGTGTCAGGTCCAT-3’ AF289477
OSAMT1.2  5-GAAGCACATGCCGCAGACA-3’ 5°-GACGCCCGACTTGAACAGC-3’ AF289478
OsAMTL1.3  5°-GCGAACGCGACGGACTA-3’ 5-GACCTGTGGGACCTGCTTG-3’ AF289479
OsActin 5>-TTATGGTTGGGATGGGACA-3’ 5’-AGCACGGCTTGAATAGCG-3’ NM_197297
OsUBC5 5-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3' 5-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3' AK061988
eEF-la 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3' 5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3' AKO061464

Foram utilizados “primers” desenhados por Duan et al. (2007) para o0s
transportadores de amodnio OsAMT1.1, OsAMT1.2 e OsAMT1.3. A especificidade dos
“primers” foi analisada por alinhamento das sequéncias nos bancos de dados (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e experimentalmente ao fim da reacdo de PCR durante a “curva
de melting” (dissociacdo). Todos os “primers” apresentaram especificidade para cada gene
analisado. Como controle foi utilizado a variedade IAC-47 na primeira coleta, ja na segunda e
terceira coleta foram utilizadas como controle as trés variedades utilizadas no experimento
com suplementacéo constante de 0,2 mM N-NH,".

3.3.3 Atividade da Glutamina Sintetase

Amostras de raizes dos diferentes segmentos foram maceradas em nitrogénio e
homogeneizadas em tampdao de extracdo na propor¢do 3:1 (tampéo : amostra). O tampéo de
extracdo foi composto por 50 mM de Tris-Cl pH= 8,0, 1 mM de EDTA, 1,5% de
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polyvinylpolypirrolidone (PVPP), 10mM de dithiothreitol (DTT), 30% de glicerol e 1ImM de
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). O homogenato foi centrifugado a 14.000g durante 30
min e o sobrenadante (extrato protéico) armazenado no freezer - 80° C. O contelido de
proteina foi determinado como descrito por Bradford (1976), usando albumina de soro bovino
como padréo.

A atividade da Glutamina Sintetase (GS) foi realizada como descrito por Farden e
Robertsen (1980). A atividade foi realizada em 500 uL de uma solucdo contendo 50 mM de
Imidazol-HCI pH 7,5, 5 mM de hidroxilamina neutralizada com Tris, 20 mM de MgCl,, 25
mM de L-glutamato, 5 mM de B-mercaptoetanol e 5 mM de ATP. O controle da reacdo foi
realizado sem a adicdo de ATP no meio de reacdo. A reacéo foi iniciada pela adi¢do de 50 ug
de proteina ja incluso nos 500 pL da reacgdo e conduzida a 30° C durante 30 min. A reacéo foi
paralisada pela adicdo de 350uL de uma solu¢do composta por 4% (p/v) de é&cido
tricloroacético — TCA e 3,2% (p/v) de cloreto férrico anidro — FeCl; preparada em HCI 0,5N.
O y-glutamil monohidroxamato (GHD) foi usado como padrdo e colorimetricamente
determinado em A=540 nm.

3.4 Aquisigédo das Imagens do Sistema Radicular

Apds coletadas, as raizes foram armazenadas em alcool 50% e digitalizadas com
auxilio de escaner de mesa (Epson Expression 10000XL) com resolucdo de 600 pontos por
polegada (dpi; dots per inch) e salvas no formato TIF. Esta alta resolucéo se deve ao pequeno
didmetro das raizes, possibilitando uma melhor quantificacdo. Para facilitar o escaneamento e
diluir o efeito de sobreposicao das raizes, foi utilizado uma cuba de acrilico com uma lamina
de agua de aproximadamente 2 mm, sendo trocada a cada novo escaneamento. _

Em seguida, as imagens foram analisadas com auxilio do programa Winrhizo™™, com
escala previamente estabelecida com a mesma resolugdo das imagens para uma adequada
determinacdo dos parametros morfologicos fornecidos pelo programa. Simultaneamente a
cada imagem analisada no programa Winrhizo™™ os dados foram salvos em um documento
formato bloco de notas, gerado com a primeira imagem analisada. Ao final, este documento
foi convertido para Excel para analise posterior dos dados.

Apl6s a obtencdo das imagens do sistema radicular, os parametros morfolédgicos
analisados foram: comprimento, volume, area de superficie, nimero de pontas e bifurcacdes.
Esses parametros foram avaliados nos tratamentos, sobre suplementacdo constante de 0,2 mM
de N-NH,", sem N-NH;" e ressuprimento com 0,2 mM de N-NH,", simulando o
comportamento das variedades locais do estado do Maranhdo, Manteiga e Piaui e da
variedade melhorada IAC-47 diante da sazonalidade e baixa disponibilidade de nitrogénio.
Além disso, foram montados rizotrons como mostrado na (Figura 3A e B) para avaliar o
arranjo espacial e temporal do sistema radicular sobre uma condicao de baixa disponibilidade
de nitrogénio. Para montagem do rizotron foram utilizadas duas laminas de vidro medindo 30
cm de largura e 50cm de comprimento. Entre as laminas foram utilizados espacadores de
madeira plastificados com 0,5cm de espessura onde foi colocado o subtrato. O substrato foi
composto de uma mistura de areia, vermiculita e terra preta, na proporgdo 2:1:0.25,
previamente lavadas com agua destilada e autoclavada por 4 horas.

Apds a montagem do rizotron, trés sementes de cada variedade foram colocadas para
germinar, ap0s a germinacdo duas plantulas foram eliminadas permanecendo a que
apresentava melhor desenvolvimento para cada variedade. Ap6s o desbaste os rizotrons foram
mantidos inclinados de forma a favorecer o desenvolvimento do sistema radicular na fase
inferior dos rizotrons possibilitando a visualizagdo do desenvolvimento do sistema radicular
(Figura 3C e D). Sendo molhados com &gua destilada em dias alternados, onde 20 DAG, as
plantas foram tratadas com 50 ml da solu¢cdo Hoagland & Arnon (1950) modificada a meia
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forca ibnica, contendo 0,2 mM N-NH,", apos dois dias as plantas voltaram a receber somente

agua destilada, sendo analisadas 40 DAG.

— 30cm —

50
cm

Figura 3. Esquema de construcéo do rizotron e cultivo das trés variedades de arroz por
até 40 dias apos a germinagdo. Onde A sdo as dimensdes do rizotron; B suporte
com 20 cm de altura; C rizontrons ja& montados com plantas de arroz em pleno
desenvolvimento e D plantas de arroz com aproximadamente 40 dias apds a
germinagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Massa Seca das plantas de arroz

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados referentes a massa fresca de folha, bainha e
raiz das trés variedades de arroz utilizadas no experimento. Nota-se, que as variedades
Manteiga e Piaui apresentaram ao longo da segunda e terceira coleta massa de folha, bainha e
raiz significativamente menor que a variedade IAC-47 no tratamento constante (Tabela 2).
Estes resultados estdo de acordo com os observados em trabalhos anteriores, que mostram que
durante o inicio do periodo vegetativo (primeiros 30 dias), a variedade Piaui apresenta menor
massa quando comparada a variedade IAC-47 (Garrido et al., 2008; Santos et al., 2007). No
entanto, trabalhos realizados com essas variedades mostram que com 0 avango no
desenvolvimento, plantas da variedade Piaui passam a apresentar maior massa, devido ao
maior desenvolvimento da parte aérea (plantas mais altas), comparada a variedade IAC-47
(Santos et al., 2009; Souza et al., 1998; Bucher 2011).

Tabela 2. Massa fresca de folha, bainha e raiz das variedades IAC-47, Manteiga e Piaui,
submetidas a diferentes suprimentos com N-NH,".

Coleta 24(DAG) 31(DAG) 38(DAG)
Tratamen-
tos IAC-47 Manteiga  Piaui IAC-47 Manteiga  Piaui IAC-47 Manteiga  Piaui
Massa de Raiz (g/vaso)

Const. 0.58 AB 0.50 B 0.69 A 137Aa 1.08ABa 0.85Ba 232Aa 181Ba 1.91Aba
RES 157b 1.49b 1.17b
SIN 0.74Ab  0.85Ab  0.73Ab

Massa de folha (g/vaso)

Const. 0.45 A 0.34B 0.44 A 106 Aa 0.87Ba 0.84Ba 157Aa 119Ba 1.13Ba
RES 1.03Ab 0.91Ab 0.80Bb
SIN 0.70Ab  0.61 Ab  0.64 Ab

Massa de bainha (g/vaso)

Const. 0.67 A 0.49B 0.56 B 153Aa 127Ba 1.32Ba 264Aa 194Ba 181Ba
RES 167Ab 139Bb 1.26Bb
SIN 0.97Ab 0.84Ab 0.81Ab

Const. = constante com 0,2mM de NH,"; RES.= ressuprimento com 0,2mM de NH," a partir da segunda coleta;
S/N = sem NH," entre 0 24° e 31° dia ap6s a germinagio (DAG). Letras mailsculas distintas na linha e letras
minusculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Entre a primeira e segunda coleta, periodo em que as plantas foram submetidas ao
periodo de privacdo de N, as variedades Manteiga e IAC-47 apresentaram um incremento
relativo de massa de 70 e 48% respectivamente (Tabela 2). Esse comportamento da variedade
Manteiga tem sido verificado como uma resposta tipica das variedades locais do estado do
Maranhdo a baixa disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente N e P. Em
Arabidopsis essa resposta envolve os transportadores de N, que além de absorcdo de N,
parecem controlar a redistribuicdo de AIA nas raizes (Remans et al., 2006; Scheible et al.,
1997; Linkhor et al., 2002). Por outro lado, quando as plantas que estavam em uma condi¢do
sem N-NH;" aos 31DAG sdo ressupridas com solucdo contendo 0,2 mM de N-NH;" até
38DAG, pode ser observada a inversao entre a variedade Manteiga e IAC-47 onde a variedade
melhorada apresenta maior incremento de massa fresca de raiz mostrando-se responsiva a
disponibilidade de N-NH," na solucéo.
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O maior investimento relativo de massa de raiz da variedade de arroz Manteiga
durante o periodo de privacdo de N, resultou em aumento da sua razdo raiz/parte aérea
(Tabela 3). Essa caracteristica pode ser resultado de uma maior capacidade de acumulo de N
na raiz, favorecendo um sistema radicular mais ramificado com maior desenvolvimento de
raizes laterais e pélos radiculares, proporcionando maior volume de solo a ser explorado e
beneficiando maior absor¢do de nutrientes. Ao avaliar dentro da segunda coleta 31 DAG, nos
diferentes tratamentos, pode ser observado que a variedade IAC-47 apresenta comportamento
contrario as variedades locais do estado do maranhdo, com maior razdo raiz:parte aérea no
tratamento constante, diferentemente das demais variedades que apresentaram incremento na
razao raiz:parte aérea na deficiéncia de nitrogénio (Tabela 3).

A Teoria do equilibrio funcional sugere que as plantas modulam a alocacdo de
metabolitos entre os tecidos para adquirir recursos que mais limitam o crescimento (Brouwer,
1983). Esta teoria sugere que as plantas podem se adaptar para produzir determinada razao
raiz: parte aérea, sendo deslocada para equilibrar recursos os que mais limitam o crescimento
das plantas (Shipley & Meziane, 2002). As variedades Piaui e Manteiga (Tabela 4)
apresentaram maior numero de pontas e bifurcacfes quando comparado a variedade IAC-47
ap6s um periodo de privacdo de N (31DAG), podendo indicar um maior numero de raizes
laterais. Plantas com maior comprimento de raiz por unidade de massa (maior
desenvolvimento de raizes finas) favorece um aumento de area e superficie em contato com a
solucdo do solo e maior volume de solo explorado (Hernandez et al., 2010; Comas et al.,
2012). Assim, a diminuigdo do didmetro da raiz tem sido proposta como uma caracteristica
importante para aumentar a produtividade e aquisicdo de agua pelas plantas sobre condigdes
ambientais adversas (Wasson et al., 2012).

Tabela 3. Razdo Raiz: Parte Aérea das variedades, IAC-47, Manteiga e Piaui, submetidas a
diferentes suprimentos com N-NH,".

Coleta 24(DAG) 31(DAG) 38(DAG)
Tratamen- IAC- . - IAC- . - IAC . N
tos 47 Manteiga  Piaui 47 Manteiga Piaui 47 Manteiga  Piaui
Const. 052B 0,61AB 0,69A 0,53Aa 0,50 Ab 0,39Bb 0,55Aa 0,58 Aa 0,65Aa
RES 0,58Aa 0,65 Aa 0,57Aa
SIN 0,45Bb 0,59 Aa 0,49ABa

Const. = constante com 0,2mM de NH,*; RES.= resupridas com 0,2mM de NH," a partir da segunda coleta; S/N
= sem NH," entre 24° e 31° dia apds a germinagdo (DAG). Letras mailsculas distintas na linha e letras
minusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2 Arquitetura e Morfologia Radicular

As plantas de arroz submetidas a condicbes de baixa disponibilidade de NH,"
apresentaram maior desenvolvimento de raizes laterais (Figura 4). Segundo Lopez-Bucio et
al. (2003), nitrogénio, fosforo, ferro e enxofre foram relatados como os nutrientes que mais
alteram o desenvolvimento pos embrionario das raizes, e portanto, a arquitetura e morfologia
do sistema radicular. Celis-Aramburo et al. (2011) observaram em plantas de pimenta
(Capsicum chinense) um aumento no crescimento de raizes laterais quando submetidas a
baixas concentracdes de NH,". Estando de acordo com a (Figura 4), onde plantas de arroz
submetidas a condicdes de baixa disponibilidade de NH," apresentaram maior
desenvolvimento de raizes laterais.
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Figura 4. Imagens do sistema radicular das trés variedades de arroz: 1 Piaui, 2 Manteiga e 3
IAC-47. A letra A refere-se a 12 coleta 24 (DAG); B e C a 22 coleta 31 (DAG), onde B
sdo as plantas no tratamento constante de N e C plantas sem amoénio; D e E
corespondem a 32 coleta 38 (DAG), onde D s&o plantas ressupridas com N-NH," e E as
que permaneceram com N constante. Escala de 5 cm.

Diferente do que ocorre quando sob deficiéncia de fosforo, as plantas de arroz nédo
apresentam grandes variacfes no comprimento da raiz sob deficiéncia de N ( Linkohr et al.,
2002; Zhang et al., 1999; Zhang & Forde, 1998). Por outro lado, ha grande variacdo no
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comprimento das raizes laterais (Figura 4). Zhang & Forde (1998) observaram aumento de
300% no crescimento das raizes laterais de Arabidopsis quando reduziram a concentracdo de
NO;s de 1 para 0,0lmmol L™. Apés o periodo de privacdo de N, houve maior incremento
relativo dos parametros morfoldgicos na variedade Manteiga que nas variedades IAC-47 e
Piaui (Tabela 4).

O aumento do alongamento, nimero de raizes laterais e da densidade de pélos
radiculares sob deficiéncia de N pode incrementar significativamente o massa seca das raizes
(Tabela 2), como observado por (Anandacoomaraswamy et al., 2002) em plantas de cha
(Camellia sinenses). No entanto, maior aumento em nimero e comprimento de raizes laterais
e pélos radiculares ocorre quando a raiz esta sob limitacdo de N, e em seguida encontra
regides do solo ricas nesse nutriente.

Tabela 4. Parametros Morfologicos das variedades IAC-47, Manteiga e Piaui, submetidas a
diferentes tratamentos com N-NH,".

. Comp. A. Sup. Volume Pontas Bifurcacoes
Coleta Tratamento  Variedade
mm mm? mm?
I1AC-47 24438,54 B 18413,05 AB 1110,76 AB 13869,75 B 8223,25B
1 0,2 mM NH,* Mant 20965,63 B 15044,46 B 860,27 B 13003,59 B 7476,50 B
Piauf 31007,24 A 23224,67 A 1259,59 A 16275,66 A 9126,66 A
IAC-47 47492,27 Aa 36681,24 Aa 2296,57 Aa 25737,25 Aa 16560,00 Aa
0,2 mM NH,* Mant 36464,04 Bb 28819,80 Bb 1867,67 Aba 19124,25 Bb 13282,50 Bb
Piauf 34096,45 Bb 27053,57 Bb 1626,22 Bb 20551,66 Bb 14097,00 Bb
2 IAC-47 39422,04 Bb 29721,44 Ab 1829,15 Ab 21345,75 Bb 13465,75 Bb
S/NH,* Mant 46082,65 Aa 32153,66 Aa 1880,34 Aa 28574,59 Aa 16284,25 Aa
Piauf 43187,64 Aa 31452,34 Aa 1865,49 Aa 27081,25 Aa 16180,00 Aa
I1AC-47 76341,39 Aa 58651,82 Aa 3631.03 Aa 32527,75 Aa 25375,50 Aa
0,2 mM NH,* Mant 56275,34 Bb 45346,78 Ba 2562.20 Ba 36570,75 Aa 19755,75 Ba
Piaui 50888,68 Ba 38387,89 Ba 1994.09 Ba 33380,00 Aa 19182,50 Ba
3 IAC-47 63021,62 Ab 46875,12 Ab 2822,45 Ab 33397,50 Aa 22587,50 Ab
RINHS Mant 62846,99 Aa 42032,79 Aa 2514,93 ABa 36423,50 Aa 19784,50 Ba
Piauf 49953,11 Ba 34635,72 Bb 2110,24 Ba 28882,33 Bb 18818,33 Ba

Na primeira coleta, valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para
segunda e terceira coleta, valores seguidos de mesmas letras maitusculas nas colunas ndo diferem entre si para as variedades
dentro de cada tratamento (Tukey p< 5%). Valores seguidos de mesmas letras mindsculas nas colunas nao diferem entre si
para cada variedade nos diferentes tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Comp. Comprimento; A. Sup.
Avrea superficie.

Sabe-se que a forma de N disponivel para as plantas e sua concentracdo regulam a
arquitetura da raiz (Marschner, 1995). Uma fonte localizada de amonio estimula
principalmente a iniciacdo de raizes laterais (Lima et al., 2010), enquanto que o nitrato
promove fortemente o alongamento das raizes laterais (Zhang et al., 1998). Plantas de arroz
da variedade Manteiga apresentaram arquitetura radicular diferenciada quando cultivadas em
rizotron, apresentando maior densidade de raiz laterais (Figura 5B, E e H), observacédo que
pode ser confirmada nos pardmetros morfoldgicos mostrados na (Tabela5). Onde incremento
no comprimento do sistema radicular da variedade Manteiga esta associado a maior
bifurcacdo, proporcionando um maior volume de solo a ser explorado, sendo um indicativo
que sobre condicdo de déficit nutricional, variedades oriundas de regides de baixa fertilidade
natural dos solos, tendem a investir em crescimento radicular como uma resposta a baixa
disponibilidade de nutrientes no solo.
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Tabela 5. Parametros Morfologicos das variedades IAC-47, Manteiga e Piaui
cultivadas no rizotron.

Variedade Comp. A. Sup. Volume Pontas Bifurcacbes
mm mm? mm?
IAC-47 28895,09 B 36314,07 B 3711,84 B 18922,50 B 37325,75 B
Mant. 47317,24 A 55271,46 A 529131 A 3114725 A 59154,75 A
Piaui 39790,42 AB 48710,40 AB  4820,89 AB  25876,50AB 45217,00 AB

Letras maiusculas distintas nas colunas diferem entre si para as variedade pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.. Comp. Comprimento; A. Sup. Area superficial

A arquitetura de raiz é um fator preponderante para melhorar a eficiéncia de absorcéao
de nitrogénio (Lynch, 2013). Manutencdo da atividade de raiz durante o periodo de
enchimento de gréos pode aumentar o teor de N nos grdos e a eficiéncia de uso de nitrogénio
(EUN) (Bogard et al., 2010). Maior expressao da citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) em
raizes de Arabidopsis e tabaco, causa uma diminui¢do dos teores de citocinina na raiz, um
regulador negativo do crescimento radicular, e resulta em até 60% de aumento no
alongamento de raiz primaria, ramificacdo de raiz, e ganho de biomassa radicular, enquanto
gue o crescimento e o desenvolvimento de parte aérea ndo foi alterado (Werner et al., 2010).

A arquitetura radicular das plantas terrestres € um ponto critico para a absorcdo de
agua e nutrientes do solo, exibindo uma consideravel plasticidade em resposta a sinais
ambientais e de desenvolvimento.

Durante o desenvolvimento pds-embrionario, o crescimento da raiz primaria depende
de dois processos de desenvolvimento fundamentais: divisdo celular na zona meristematica do
apice da raiz, e o alongamento das células na zona de alongamento logo acima do meristema
radicular (Scheres, Benfey & Dolan, 2002). Li et al. (2010) trabalhando com fornecimento
local de 0-60 mM N-NH," em raizes de Arabidopsis, verificaram que o fornecimento
localizado na ponta da raiz principal ocasionava inibigdo do crescimento do sistema radicular,
porém quando o suprimento era feito em todo comprimento da raiz exceto na ponta, pouca
inibicdo do crescimento ocorreu, mesmo quando a concentragdo de N-NH;" foi aumentado
para 120 mM, fato atribuido a inibicdo na divisao de células do meristema e / ou do tamanho
das células do meristema devido a alta concentragdo de amonio no épice da raiz.

Para comprovar que a inibicdo do alongamento celular era de fato provocada pelo
amonio e ndo por produtos oriundos de sua assimilagdo, foi adicionado ao meio de
crescimento (MSX), um inibidor da Glutamina sintetase (GS). No entanto, a aplicacdo de
(MSX) ligeiramente aumentada, porém ndo resgatar o crescimento radicular apoiando a ideia
de que o préprio N-NH," provoca a inibicio de raizes primarias, independentes dos processos
envolvidos na assimilagdo do amoénio (Li et al., 2010). Este fato pode estar associado a
capacidade diferenciada de espécies e variedades em perceber o nutriente mesmo em
concentragfes minimas na solugdo do solo e absorve-lo. Miranda, (2010) trabalhando com
variedades contrastantes quando ao uso de nitrogénio verificou que a variedade de arroz
Manteiga apresentava um menor valor de Cpin para NH,4", indicando uma maior adaptagdo a
baixas concentragdes de N-NH," na solugédo do solo, sendo capaz de absorver o N-NH;" em
concentracéo inferior as demais variedades.
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Figura 5. Arquitetura radicular das trés variedades IAC-47 (Figuras A,D e G), Manteiga
(B, E e H) e Piaui ( C, F, e I). Cultivadas no rizotron por 40 dias A, B, C, apos este
periodo o sistema radicular foi lavado em uma cama de pregos (Figuras D, E e F). Em
seguida escaneadas no programa Winrhizo (Figuras G, H e I). Fotos representativas
de 4 repeticdes, escala 4cm.
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Metabolismo de Plantas de Arroz

Os baixos teores de nitrato observados nas trés variedades nas diferentes partes
plantas ao longo do experimento ndo apresentam relevancia bioldgica (Figura 6).
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Figura 6. Teores de Nitrato observado em diferentes partes das plantas de arroz das duas
variedades locais de arroz do estado do Maranhdo (Piaui, e Manteiga) e na variedade
melhorada (IAC- 47), sendo dividido em dois grupos: um constante submetidas a 0,2
mM de N-NH;" durante todo experimento e um segundo grupo passando por um
periodo de deficiéncia de N do 24° ao 31° DAG, apds este periodo, ressupridas com
0,2 mM de N-NH,4". Letras maitisculas distintas nas colunas diferem entre si para as
diferentes variedades dentro de cada coleta pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si para cada
variedade nas diferentes épocas de coleta pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Podem ser observados maiores teores de N-NH,4" nas folhas das variedades locais do
Maranh&o quando cultivadas sobre uma condic¢ao de suprimento constante com 0,2 mM de N-
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NH,;" e ressuprimento com a mesma dose de N-NH,4 (Figuras 7A e B). Esse resultado indica
que as variedades locais possuem maior capacidade de absorc¢do sob baixa disponibilidade ou
disponibilidade sazonal de nitrogénio no solo. Esse comportamento das variedades locais
pode ser uma resposta adaptativa a ambientes com baixo suprimento ou suprimento transitério
de N, que frequentemente ocorre no Maranhao, regido de origem dessas variedades.
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Figura 7. Teores de Amonio observado em diferentes partes das plantas de arroz das duas
variedades locais de arroz do estado do Maranh&o (Piaui, e Manteiga) e na variedade
melhorada (IAC- 47), sendo dividido em dois grupos: um constante submetidas a 0,2
mM de N-NH;" durante todo experimento e um segundo grupo passando por um
periodo de deficiéncia de N do 24° ao 31° DAG, ap0s este periodo ressupridas com 0,2
mM de N-NH,". Letras maiGsculas distintas nas colunas diferem entre si para as
diferentes variedades dentro de cada coleta pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras mindsculas distintas nas colunas diferem entre si para cada
variedade nas diferentes épocas de coleta, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O acumulo de carboidratos nas folhas pode ocorrer como resultado de uma deficiéncia
de N (Scheible et al., 1997; Scheible et al., 2004; Remans et al., 2006; Hirai, et al. 2004) e
fosforo (Cakmak, et al. 1994; de Groot, et al., 2003). Resultam em acumulo de carboidratos
nas folhas (figura 9A e B), proporcionando altos niveis de carbono alocados para as raizes e
um aumento da razdo raiz:parte aérea (Tabela 3). A deficiéncia de N e P afeta em varios
niveis a fotossintese, metabolismo de agucares e a particdo de carboidratos entre os tecidos
fonte e dreno. Ao contrério da deficiéncia de K (Cakmak, et al. 1994; Zhao et al. 2001) e Mg
(Cakmak et al. 1994; Hermans & Verbruggen, 2005) que embora ocasionem actimulo de
acucares, ndo promovem aumento da massa radicular.

Os maiores teores de N-amino observados nas folhas das variedades locais do
Maranh&o sob suplementacdo constante de nitrogénio difere significativamente da variedade
melhorada IAC-47 (Figura 8A).

Ap0s o ressuprimento, aos 38DAG, a variedade Piaui apresentou maiores teores de N-
amino, correlacionando-se com os teores de amonio descritos anteriormente, indicando maior
eficiéncia de absorcdo de nutrientes das variedades locais quando sob condicdes de baixa
disponibilidade de N. Isso pode ter ocorrido em fungdo da folha ser caracterizada como um
sitio de intensa atividade metabolica.

Segundo Ferraz Jr. (1993), a sintese de N-amino nas folhas requer esqueletos de
carbono, produzidos pela fotossintese, 0s quais sdo usados tanto para a incorporacdo dos
grupamentos aminicos, quanto para a geracdo de energia no processo respiratério. Quando
passam por um periodo de fome de nitrogénio as variedades Piaui e Manteiga sobressaem a
IAC-47, mostrando alta capacidade adaptativa aliada a alteracdes morfologicas do sistema
radicular que resultam maior volume de solo a ser explorado (Figura 5).

A andlise da interacdo variedade x tratamento revela maiores teores de N-amino livre
nas plantas com suplementacdo constante de N-NH4* das variedades locais do Estado do
Maranhdo (Figura 9A). Na bainha, o comportamento € similar ao encontrado nas folhas, onde
as variedades Manteiga e Piaui apresentaram maiores teores de N-amino quando comparado
com a variedade melhorada IAC-47 (Figura 9C). Ja nas raizes, ndo sao observadas diferencas
entres as variedades ao longo das trés coletas, tanto nas plantas sobre suplementacdo
constante (Figura 9E), como nas plantas que receberam o ressuprimento (Figura 9F).

Alguns trabalhos mostram que a sintese e interconvercdo de aminoacidos sdo de
grande importancia para o desenvolvimento de sementes (Seebauer et al., 2004; Cafias et al.,
2009). Portanto, esse comportamento de variedades locais de arroz pode indicar uma maior
capacidade de absorcdo de nutrientes, quando em baixa disponibilidade e/ou uma maior
capacidade de remobilizacdo de N, uma vez que os teores de N-amino observados,
principalmente nas folhas, podem ser resultado da sintese de aminoacidos para remobilizacdo
a partir das reservas de proteinas existentes nos tecidos.

Acompanhando os resultados de N-amino, as variedades locais apresentaram maiores
teores de aglicares solliveis no tratamento constante com 0,2 mM de N-NH;" na segunda
coleta, (31DAG), diferindo significativamente da variedade melhorada (Figura 9A). As
variedades locais mantiveram essa caracteristica apos um periodo de 7 dias sem N, aos 31
DAG (Figura 9B). Ja nas plantas ressupridas com 0,2 mM N-NH,", aos 38 DAG, apenas a
variedade Piaui manteve os teores a agucares observados na segunda coleta, diferindo
significativamente das demais variedades (Figura 9B).
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Figura 8. Teores de N-amino observado em diferentes partes das plantas de arroz das
duas variedades locais de arroz do estado do Maranhdo (Piaui, e Manteiga) e na
variedade melhorada (IAC- 47), sendo dividido em dois grupos: um constante
submetidas a 0,2 mM de N-NH," durante todo experimento e um segundo grupo
passando por um periodo de deficiéncia de N do 24° ao 31° DAG, apds este periodo

ressupridas com 0,2 mM de N-NH,". Letras maidsculas distintas nas colunas diferem entre si
para as diferentes variedades dentro de cada coleta pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
mindsculas distintas nas colunas diferem entre si para cada variedade nas diferentes épocas de coleta

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na bainha, ndo houve diferenga significativa dentro e entre a primeira e terceira
coletas para as trés variedades. Na segunda coleta, as plantas da variedade 1AC-47 sobre
suplementacdo constante, apresentaram maiores valores de agucares na bainha, quando
comparado com a variedade Piaui (Figura 9C), correlacionando-se com 0s menores valores de
N-amino observados nesta variedade nas folhas (Figura 8A). Os agucares solUveis podem ser
considerados como energia prontamente disponivel para os processos celulares (Fernandes,
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1984) e seus teores na célula podem variar em funcgéo da atividade metabolica. Além de fonte
de energia, os aglcares soluveis sdo fonte de esqueletos de carbono para a sintese de acidos
organicos para assimilacdo do nitrogénio absorvido (Bucher, 2007). O que indica menor
eficiéncia em realocar metabolitos de 6rgaos fonte para drenos da variedade melhorada IAC-
47 comparado as variedades locais do Piaui e Manteiga. Nas raizes ndo houve diferenca
significativa entre as variedades dentro de cada coleta e entre as coletas (Figura 9E e F).
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Figura 9. Teor AcgUcar observado em diferentes partes das plantas de arroz das duas
variedades locais de arroz do estado do Maranhdo (Piaui, e Manteiga) e na variedade
melhorada (IAC- 47), sendo dividido em dois grupos: um constante submetidas a 0,2 mM
de N-NH," durante todo experimento e um segundo grupo passando por um periodo de
deficiéncia de N do 24° ao 31° DAG, apds este periodo ressupridas com 0,2 mM de N-
NH,". Letras maitsculas distintas nas colunas diferem entre si para as diferentes variedades
dentro de cada coleta pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minusculas distintas nas
colunas diferem entre si para cada variedade nas diferentes épocas de coleta pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Os maiores teores de N total nas trés variedades na segunda coleta sobre suprimento
constante de N-NH;" nas folhas pode estar relacionado ao estadio de desenvolvimento das
plantas, onde na terceira coleta, aos 38DAG, pode ser observada reducdo no N-total (Figura
10A). Aos 38 DAG, as plantas mostravam folhas amareladas, indicio de redugdo no N total.
Né&o foram observadas diferencas significativas entre as trés variedades, nas folhas, bainhas e
raizes (Figuras 10B, D e E) e nos tratamentos sem N (31DAG) e ressuprimento (38DAG).
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Figura 10.Teor N observado em diferentes partes das plantas de arroz das duas variedades
locais de arroz do estado do Maranhéo (Piaui, e Manteiga) e na variedade melhorada (IAC-

47), sendo dividido em dois grupos: um constante submetidas a 0,2 mM de N-NH,4

+

durante todo experimento e um segundo grupo passando por um periodo de deficiéncia de
N do 24° ao 31° DAG, apds este periodo ressupridas com 0,2 mM de N-NH;". Letras

maiUsculas distintas nas colunas diferem entre si para as diferentes variedades dentro de cada coleta pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si para cada variedade
nas diferentes épocas de coleta pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.4 Atividade de Glutamina Sintetase

A Glutamina sintetase é a enzima responsavel por incorporar o0 NH;" ao glutamato,
usando energia fornecida pelo ATP para formar glutamina. Sendo usa atividade analisada em
trés diferentes partes do sistema radicular como forma de avaliar a absorcéo e assimilagdo de
amonio ao longo do sistema radicular do arroz.

Como pode ser observado na Figura 11A, aos 24DAG, ndo houve diferengas
significativas entre as variedades nas sec¢des inferiores e medianas das raizes, podendo ser este
resultado relacionado ao fato das plantas estarem sob suprimento constante de N-NH,". Ja na
parte superior (PS), houve diferencas significativas entre as variedades, onde a variedade
Piaui apresentou maior atividade de GS quando comparado com as variedades IAC-47 e
Manteiga. A maior atividade de GS na variedade Piaui aos 24 DAG pode explicar, a0 menos
em parte a maior massa fresca de raiz (Tabela 2) e comprimento radicular (Tabela 4).

Segundo Omari et al. (2010), trabalhando com plantas de sorgo sob alto suprimento de
N-NH;" (5-50 mM), observaram que duas isoformas de GS1 (SbGIn1.2 e SbGInl1.3) sdo
diferencialmente expressas ao longo das raizes, secionadas em quatro partes, onde a
abundancia relativa da proteina GS1 aumentou a partir da ponta para a juncdo caule/raiz, onde
0 namero de raizes laterais foi particularmente proeminente.

Outro ponto que deve ser considerado é a forma como a expressao dos transportadores
de amonio é controlada de modo a coordenar a absorcdo de amdnio com a sua disponibilidade
no meio. Yuan et al. (2007), relataram que a capacidade de absor¢cdo amodnio por
transportadores de alta afinidade em raizes de Arabidopsis depende do arranjo espacial de
AMT1s no sistema radicular. Assim, a distribuicdo dos transportadores de aménio nas células
de raizes laterais poderiam controlar a disponibilidade de elevados niveis de aménio e a
subsequente acumulacdo de produto da atividade SbGIn1.3 nestes tecidos vegetais.

Na segunda coleta, aos 31DAG, pode ser observado um aumento na atividade de GS
nas variedades IAC-47 e Manteiga no segmento PI diferindo da variedade Piaui (Figura 11B),
correlacionando-se elevados teores de N-amino na folha da variedade manteiga (Figura 9A) e
com incremento nos parametros, morfoldgicos observado nessas duas variedades quando
comparado a variedade Piaui (Tabela 4). Ja na terceira coleta, a variedade Manteiga
apresentou maior atividade de GS no segmento inferior da raiz no tratamento onde as plantas
foram submetidas ao ressuprimento de amonio, diferindo significativamente das demais
variedades (Figura 11E). Nos demais segmentos do sistema radicular ndo foram observadas
diferengas na atividade da enzima glutamina sintetase.
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Figura 11. Atividade de GS aos 24 DAG sobre suplementacdo constante 0,2 mM N-NH,"
(A), 31 DAG sobre suplementagdo constante 0,2 mM NH," (B) e sem N-NH," (C), 38
DAG sobre suplementaco constante 0,2 mM N-NH," (D) e ressupridas com 0,2 mM N-
NH;" (E), nas diferentes partes da raiz: Raiz Inferior (P1), Parte Mediana (PM), Parte
Superior (PS). Letras maiusculas distintas nas colunas diferem entre si para as diferentes
partes do sistema radicular dentro de cada variedade pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras minusculas distintas nas colunas diferem entre si para cada
variedade nas diferentes partes do sistema radicular pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4.5 Expressao dos Transportadores de Amonio

Foi avaliada a expressdo de trés transportadores de NH;" de alta afinidade (OsAMT1.1,
OsAMT1.2 e OsAMT1.3) a fim de verificar o efeito do suprimento constante com baixa dose
de N-NH,", da deficiéncia de N, e do ressuprimento com 0,2 mM de N-NH;" sobre a
expressao desses transportadores e sua correlacdo com a morfologia radicular das trés
variedades utilizadas no experimento.

Na primeira coleta, aos 24DAG, ndo houve diferenca de expressdo dos transportadores
de amonio de alta afinidade AMT1.1~1.3, nos diferentes segmentos do sistema radicular
analisados. A estabilidade dos niveis de expressdo desses transportadores entre os diferentes
segmentos da raiz pode estar associada ao sistema radicular ainda pouco diferenciado aos
24DAG (Figura 12).

De acordo com o observado por YAO et al. (2008), a expressdo do OsAMTL1.3 é
reprimido na presenca de nitrogénio e aumentada em condicdes de deficiéncia deste nutriente.
Apo6s o periodo de privacdo de N, a variedade Manteiga apresentou niveis de expressdo do
OsAMTL1.3 no segmento inferior da raiz, 40 vezes mais elevados que as variedades Piaui e
IAC-47 (Figura 13C). Dados semelhantes foram encontrados por SONODA et al. (2003),
onde plantulas de arroz foram cultivadas em solugdo nutritiva sem N por trés semanas e apds
serem transferidas para os tratamentos sem N, 0,15 mM de (NH,4),SO4 ou 0,3 mM de KNO3’
verificou-se que a expressdo do OsAMTL1.3 era induzida no tratamento sem N e reprimida nos
tratamentos em que foram adicionadas fontes nitrogenadas.

O mesmo padrédo de expressdo ndo foi observado nas demais variedades utilizadas no
experimento, bem como nos segmentos do sistema radicular analisados (Figura 13). Esse
resultado mostra que o0 OSAMTL1.3 ndo € apenas regulado pelo status de N da planta e/ou pela
concentracio de N-NH;" no meio, como também pode sofrer regulacio diferencial entre os
diferentes segmentos do sistema radicular, com expressdo pronunciada segmento inferior da
raiz em alguns genotipos.

Colmer & Bloom, (1998) estudando o fluxo de nitrato e amonio ao longo do sistema
radicular de plantas de arroz e milho verificaram que a absorcdo de amonio acorre
preferencialmente 1 mm acima do apice radicular diferente do nitrato que teve sua absor¢do
distribuida 21 mm acima do apice radicular. A preferéncia na absor¢do de amoénio pelo
meristema apical radicular esta associado ao fornecimento de nitrogénio para a sintese de
proteinas com o minimo dispéndio de energia. A assimilacdo de NH," em aminodacidos gera
um proton que geralmente € libertado para a rizosfera (Allen 1988), de modo a acidificar a
ponta da raiz e aumentar o alongamento da radicular, sendo a extensibilidade da parede
celular controlada, parcialmente pelo pH (Taiz & Zeiger, 1991).
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Figura 12. Expressdo relativa de trés transportadores de NH;" (OsAMT1.1, OsAMT1.2 e
OsAMT1.3) na raiz de plantas de arroz das variedades Piaui, Manteiga e IAC-47, com
tratamento constante de 0,2 mM de N-NH4" aos 24 dias ap6s a germinacdo (DAG). As
plantas da variedade 1AC-47 foram utilizadas como referéncia. Barras representam o
erro padrdo das médias de quatro repeticGes.
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Dados recentes mostram que a repressao do OSAMT1.3 com o aumento do suprimento
de nitrogénio pode ndo ser considerado um mecanismo universal, mas sim dependente do
gendtipo e do nivel de nitrogénio requerido pelo mesmo (Gaur et al., 2012a). Esses autores
mostraram que a cultivar de arroz Kalanamak 3119 apresentou repressdo do OSAMT1.3 em
doses crescentes de aménio em solucdo até 1,0 mM, enquanto que a cultivar Pusa Basmati
apresentou comportamento oposto, com aumento de expressdo do OsAMT1.3 nas maiores
doses de N-NH,4".

Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que de fato a expressdo do OSAMT1.3
tem comportamento genotipo-dependente, onde a variedade local do estado do maranh&o
Manteiga, obteve maior expressdo do transportado de amoénio de alta afinidade OsAMT1.1,
OsAMT1.2 e OsAMTL1.3 em condicdo sem nitrogénio na parte inferior (RI) do sistema
radicular, diferindo significativamente das demais variedades (Figural3). Este fato pode esta
relacionado ao maior crescimento e ramificacdo do sistema radicular desta variedade sobre
deficiéncia de nitrogénio, sendo a regido de crescimento e diferenciacdo celular do sistema
radicular, a que mais influencia na absorcdo e percepcéao do nitrogénio no solo (Tabela 4).

Ferreira (2013) produziu plantas transgénicas de arroz superexpressando 0 OSAMT1.3
e verificou que essas plantas apresentavam maior comprimento, nimero e volume de raizes
comparada as plantas ndo transformadas, e sugere o envolvimento do OSAMT1.3 na
sinalizacdo para emissdo de raizes quando as plantas sdo submetida a deficiéncia de N.

(Lima et al., 2010) analisando plantas de Arabidopsis nocaute para quatro
transportadores de aménio (AtAMT1.1, AtAMT1.2, AtAMT1.3 e AtAMT 2.1) demonstrou que 0
surgimento de raizes laterais foi ausente nessas linhagens e significativamente baixo em um
mutante silenciando apenas o gene AtAMT1.3 em condicdo de baixo suprimento de N na
forma nitrica e amoniacal . Esses autores sugerem um envolvimento particular do AtAMT1.3
no desencadeamento da formacao de raizes laterais em Arabidopsis.

O transportador de aménio AtAMT1.3 ndo possui similaridade genética com o
OsAMT1.3 (Bao-zhen, 2009). Ferreira, (2013) fusionou o promotor do gene OsAMTL1.3 a
proteina B-glucuronidase (GUS) e observou que na condigdo de deficiéncia de N o promotor
apresenta forte atividade (coloracdo azul) em pontos de emissdo de raizes laterais, bem como
nas pontas das raizes, indicando mais uma vez seu envolvimento com a formacdo e
crescimento de raizes. Os maiores niveis de expressdo do OsAMT1.3 na variedade Manteiga,
estdo de acordo com as diferencas de arquitetura radicular observado entre as variedades,
onde a variedade Manteiga apresenta melhor distribuicdo espacial das raizes (Figura 5) e
melhores parametros morfoldgicos (Tabela 5).
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Figura 13. Expressdo relativa de trés transportadores de NH;" (OSAMT1.1, OsAMT1.2 e
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Algumas proteinas de membrana sao capazes de transportar determinados nutrientes e
também funcionar como sensores desses nutrientes no solo, levando a grandes alteracGes no
metabolismo vegetal através da ativacdo de vias de transducdo de sinais. Essas proteinas sao
conhecidas como "transceptors” (Gojon et al., 2011). O aparecimento do OSAMT1.3 em
regides de emissdo de raizes laterais indica uma outra fungdo dessa proteina além da absor¢édo
do aménio. Ja quando as plantas foram ressupridas com N-NH," (Figura 14C) a expressao foi
fortemente reduzida principalmente no segmento inferior do sistema radicular, indicando o
envolvimento do OsAMT1.3 no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular apenas
na condicao de deficiéncia e/ou baixo suprimento de N.

Ao avaliar outros segmentos do sistema radicular como o segmento mediano (RM) e
superior (RS) na terceira coleta, aos 38DAG, onde as plantas foram ressupridas com aménio,
pode ser observado um aumento de expressdo dos transportadores de amonio OSAMT1.2 e
OsAMTL.3, (Figuras 14B e C). Este fato pode estar associado a diferenciacao celular em cada
segmento radicular analisado, pois sobre a mesma condi¢do, houve uma forte reducdo da
expressao dos transportadores de amdnio no segmento inferior (R1) do sistema radicular.

Resultados semelhantes foram obtidos por, Kaiser et al. (2002) e Loque et al. (2006)
trabalhando com plantas de Arabidopsis, onde genes das proteinas AMTs foram nocauteados
resultando em decréscimo significativo no influxo de aménio nas plantas mutantes. Com a
perda do AtAMT1.1 (plantas Atamtl1.1), houve queda de 30% no influxo de aménio, e uma
reducdo adicional de influxo de até 30% foi observado com a perda do AtAMTL.3, indicando
que ambos transportadores contribuem de forma significativa para o influxo de aménio,
sobretudo em condicdo de privacdo de N (Loque et al., 2006). Corroborando com o
envolvimento do AtAMT1; 1 e AtAMT1; 3 na absorcdo N-NH,4" da solugdo do solo, ambas as
proteinas foram localizados na membrana plasmaética e expressa na epiderme e células
corticais de raizes primarias e laterais, incluindo a zona de pélos radiculares em Arabidopsis
(Loque et al., 2006; Mayer et al ., 2006).

Em raizes de Arabdopisis , 0 AtAMT1.2 esta localizado na membrana plasmatica e €
expresso na endoderme da raiz e mais fracamente no cortex. Esta localizacdo subcelular
distinta pode explicar sua regulacdo transcricional pouco alterada em relacdo a de outros
AMTSs na raiz. AtAMTL1;2 esta envolvido na transferéncia de aménio para o tecido vascular,
uma vez que o transporte de aménio via apoplastica é interrompido na endoderme pelas
estrias de Caspary (Neuhauser et al., 2007). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que
sob deficiéncia de N amoniacal houve aumento de expressdo do OSAMT1.2 de 8 vezes em
relagdo ao controle (0,2 mM de N-NH," constante) na parte inferior do sistema radicula da
variedade Manteiga (Figura 13B) e aumento de 5 vezes em relagdo ao OsAMT1.1 (Figura 13
B), mostrando que o padrdo de expressdo dos diferentes transportadores de aménio de alta
afinidade podem variar entre geno6tipos, condi¢Ges de cultivo e regies do sistema radicular
das plantas.
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho permitiram a confirmagdo de que plantas da
variedade Manteiga sob deficiéncia de NH,", apresentam altos niveis de expressio do
OsAMT1.3 na parte inferior do sistema radicular acompanhado de incremento de massa,
comprimento e volume radicular.

A expressdo diferenciada dos transportadores de NH,;" observada na variedade
Manteiga sob deficiéncia de N confirmam resultados obtidos no Laboratério de Nutricdo
Mineral de Plantas da UFRRJ quando foram observados incrementos na expressdo dos
transportadores de N, principalmente do OsAMT1.3 e a localizacdo tecido-especifica deste
transportador em regides de crescimento radicular.

De modo geral os parametros morfologicos de raiz das variedades de arroz locais do
estado do Maranhdo, Piaui e Manteiga foram superiores os da variedade melhorada IAC-47
qguando cultivadas sem suplementacdo nitrogenada, indicando que a alteracdo na morfologia
radicular representa uma adaptacao dessas variedades a condi¢des de deficiéncia de N.
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7. ANEXO

Figura 1 Anexo. Sistema radicular da variedade 1AC-47 cultivado no rizotron por 40
dias ap0s a germinacao.
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Figura 2 Anexo. Sistema radicular da variedade Manteiga cultivado no rizotron por 40
dias ap6s a germinacao.
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Figura 3 Anexo. Sistema radicular da variedade Piaui cultivado no rizotron por 40 dias
apos a germinacao.
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