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RESUMO: Uma alternativa para diminuir as
perdas de N do solo é o uso de plantas que
possuem maior capacidade de absorcdo. Os
componentes chaves para tal capacidade séo a H*-
ATPase de membrana plasmatica (PM H*-ATPase)
e os transportadores de NOs. O objetivo do
presente trabalho é analisar a importancia das
isoformas especificas de PM H*-ATPase OsA2 no
acumulo N-total e aminoacidos livres (N-amino livre)
usando os mutantes de arroz amiRNA-osa2. Foram
usados trés linhagens mutantes silenciando a
isoforma de PM H*-ATPase OsA2 (0osa2.2, 0sa2.3 e
0sa2.4), além de plantas transformadas com o vetor
IRS154 vazio como controle. Os tratamentos foram:
sem N, 0,2 mM de N-NOs constante e 2,0 mM de N-
NOs constante. O acumulo de N-amino livre foi
menor somente nas plantas mutantes amiRNA-o0sa2
cultivadas com 0,2 mM de N-NOs constante,
enquanto nos outros tratamentos ndo houve
diferenca nos teores de N-amino livre. O teor de N-
total nas plantas mutantes amiRNA-osa2 também foi
reduzido no tratamento com 0,2 mM de N-NOs
constante. O decréscimo dos teores de N-amino
livre e N-total com baixa dose de NOgz indicam
menor absor¢do de NOs nessas condigbes. Os
resultados indicam a importancia da isoforma de PM
H*-ATPase OsA2 em plantas cultivadas com baixa
dose de NOs'.

Termos de indexacdo: bomba de proton, nitrato,
fracBes nitrogenadas.

INTRODUCAO: O nitrogénio (N) € o nutriente
mineral que mais limita a producéo de arroz, sendo
exigido também para o melhoramento da qualidade
nutricional do gréo de arroz, Mingotte et al. (2012).
Desse modo, o entendimento da dindmica do N no
cultivo de arroz é de extrema importancia para obter
boas produtividades e diminuir as perdas de N.

O arroz aproveita de forma eficiente o NOs e
NH4*, engquanto outras espécies ndo suportam o
NH4* como Unica fonte de N. O N mineral aplicado
apresenta utilizagdo de apenas 30%, enquanto o
restante é perdido por lixiviagdo, volatilizacdo e
desnitrificacdo. Uma alternativa para diminuir a
perda de N do solo sdo plantas que possuem maior
capacidade de absorcdo. Os componentes chaves
para a maior absorcdo de N sdo a H*-ATPase de
membrana plasmatica (PM H*-ATPase) e os
transportadores de NOsz. Ambos componentes
sofrem inducédo de acordo com a dose de N aplicada
e sofrem regulagdo por feedback provocado pela
reducéo do N.

Uma importante ferramenta para estudos da
importancia dos componentes da absor¢cdo de NOs-
€ 0 uso de plantas silenciando genes alvo, através
da tecnologia do micro RNA interferente (amiRNA).
Essa técnica diminui a expressdo do gene alvo e
possibilita melhor entendimento da funcdo de cada
gene.

O objetivo do presente trabalho é analisar a
importancia da isoforma de PM H*-ATPase OsA2
usando plantas de arroz mutantes silenciando a
isoforma OsA2 no acimulo de aminoéacidos livres
(N-amino livre) e N-total usando os mutantes de
arroz amiRNA-osa2 silenciando a isoforma de PM
H*-ATPase OsA2.

MATERIAL E METODOS

O cultivo das plantas foi realizado em camara de
crescimento, com fotoperiodo de 14h/10h
(luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos de 250
pmol m?2 st umidade relativa do ar de 70% e
temperatura  28°C/24°C  (diurna/noturna). O
experimento foi montado com delineamento
inteiramente casualizado em um fatorial contendo as
doses de N e fonte de N usando trés repeti¢cdes.

Tratamentos e amostragens
Sementes de arroz dos mutantes amiRNA-osa2
(0sa2.2, 0sa2.3 e osa2.4) e plantas transformadas
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com vetor vazio IRS como controle foram
previamente desinfetadas em solugéo de hipoclorito
de sadio 2% por 10 minutos e depois lavadas varias
vezes com 4gua destilada. Em seguida foram
transferidas para potes contendo somente agua
destilada onde uma gaze foi usada para impedir a
imersdo das sementes. Seis dias apds a
germinacao (DAG), as plantulas foram transferidas
para vasos com volume de 700 ml com quatro
plantas por vaso, usando solu¢cdo de Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950) modificada com ¥ da
forca idnica total, onde um grupo recebeu 2 mM de
N-NOsz como fonte de N e outro 0,2 mM de N-NOs-.
O pH da solugdo foi ajustado para 5,5. Apés trés
dias, as plantas receberam solu¢cdo de Hoagland
modificada com 2 forgca ibnica, continuando um
grupo com 2 mM de N-NOs como fonte de N e outro
0,2 mM de N-NOs. A partir de entdo, esta mesma
solucao foi reposta a cada trés dias.

Quinze dias apdés a germinacdo, metade dos
vasos com 2,0 mM de N-NOs" receberam solucéo de
Hoagland modificada sem nitrogénio, enquanto o
restante continuou recebendo a solucdo de
Hoagland com 2 mM de N-NOs ou 0,2 mM de N-
NOs. Assim, houve trés tratamentos: um grupo
permaneceu constantemente com 2,0 mM de N-
NOs, outro constantemente com 0,2 mM de N-NOs,
e outro com deficiéncia de NO3- por trés dias.

Seis horas apds a aplicacdo dos tratamentos, as
plantas foram armazenadas em etanol 80%. Apos a
particdo com cloroférmio, a fracéo solluvel obtida foi
utilizada para a determinacdo dos teores de N-
amino livre (Yemm & Cocking, 1955). O teor de N-
total foi determinado por Tedesco et al. (1982).

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & analise de
variancia usando o software SISVAR (Ferreira,
2000). Para andlise dos dados foi usada a analise
de variancia e aplicado o teste Tukey a 5% de
significncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As comparacdes de crescimento, acimulo de N-
amino livre e N-total foram feitas usando plantas
IRS, que sdo plantas que passaram pelo processo
de transformacdo, mas ndo contém a construgao
para silenciamento génico. As plantas mutantes
amiRNA-osa2 silenciando a isoforma de PM H+-
ATPase OsA2 apresentaram menor acumulo de N-
amino livre (Figura 1) quando cultivadas com 0,2
mM de N-NOs constante, enquanto nas plantas
cultivadas com 2,0 mM de NOs ou sem N por trés
dias ndo apresentaram diferencas quando
comparadas com a planta controle IRS.
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O teor de N-total também apresentou reducao nos
mutantes silenciando OsA2 quando cultivadas com
0,2 mM de N-NOs  constante quando comparadas
com as plantas controle IRS (Figura 2A).

Os resultados de N-amino livre e N-total indicam
que as plantas mutantes amiRNA-osa2
apresentaram reducdo da absor¢do de N somente
quando cultivadas com baixa dose de NOsz (0,2
mM), indicando a importancia da PM H*-ATPase na
adaptacdo de plantas de arroz a condicfes com
baixo suprimento de NOz-.

O célculo do indice de Eficiéncia de Absorgéo de
N (iEAN) foi feito de acordo com Wang et al. (2015),
usando a razao entre o teor de N-total das plantas
cultivadas com baixa dose de N (0,2 mM) e alta
dose (2,0 mM). O iEAN mostra que as plantas
mutantes silenciando OsA2 com apresentaram
menor iEAN quando comparados com a planta
controle IRS.

CONCLUSOES
A isoforma de PM H*-ATPase OsA2 ¢é essencial
para a absorcdo de N em baixas doses de NOs,
evidenciado pelo menor acimulo de N-amino livre e
N-total nos mutantes silenciando OsA2. Esses
resultados mostram que a PM H*-ATPase é um
componente chave para a Eficiéncia de Absorgcdo N

em arroz.
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Figura 1. Concentracéo de N-amino livre linhagens mutantes osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle)
cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOs" constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0 mM
de N-NOs- constante. * indica diferencga entre as linhagens osa2 em compara¢do com a planta controle
(IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura 2. (A) Teor de N-total nas linhagens mutantes osa2 (0sa2.2. osa2.3 e 0sa2.4) e IRS(controle)
cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOs constante e 2,0 mM de N-NOs- constante. (B) indice de
Eficiéncia de Absorcéo de N entre a planta controle IRS e os mutantes osa2, calculado a partir da
relacdo entre o N-total das plantas cultivadas com 0,2 mM (baixa dose) e 2,0 mM de N-NOs (alta
dose). * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparagdo com a planta controle (IRS) pelo
teste F (P<0,05).



