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RESUMO: Estudos de absorcdo de nitrogénio (N)
relacionados as técnicas moleculares para
caracterizagdo dos genes  diferencialmente
expressos para o uso eficiente de N é uma
abordagem promissora na elucidagdo dos
mecanismos que controlam a absorgao, distribuigao
e remobilizagdo do N em plantas. Foi avaliada a
absorgao de nitrato e aménio por meio de técnicas

isotopicas nas raizes dos capins Brachiaria
decumbens, Brachiaria ruziziensis e Massai
(Panicum  maximum x  Panicum infestum).

Transportadores de nitrato (NRTs) e de amoénio
(AMTs) foram definidos e submetidos a técnica RT-
gPCR para verificar sua expressado. Os resultados
sugerem que a B. decumbens foi eficiente em
absorver N tanto na forma de nitrato como aménio,
ja o capim Massai foi eficiente em absorver N na
forma de ambnio e a B. ruziziensis foi o capim
menos eficiente em absorver N. As expressdes dos
transportadores de nitrato (NRTs) e de amobnio
(AMTs) nao evidenciaram a preferéncia do capim
Massai pelo amoénio e da B. decumbens pelo nitrato
e amobnio. Infere-se que as maiores expressbes dos
AMTs e NRTs ocorram nas raizes submetidas num
tempo inferior aos trés dias de auséncia de N na
solucdo nutritiva.

Termos de
gPCR.

indexagdo: capim, nitrogénio, RT-

INTRODUGAO

Reduzir a entrada de fertilizantes no cultivo de
plantas, melhorando a eficiéncia de uso do N (EUN)
€ uma das principais metas da pesquisa em nutricao
mineral de plantas (Hirel et al., 2007). O estudo da
eficiéncia de absorgdo de N pode ser feito a partir
de técnicas isotdpicas, pois possibilita o
acompanhamento do nutriente nos diferentes
compartimentos do sistema em estudo (Boaretto et
al., 2004). Existem diversos caminhos para
aumentar a EUN, um dos mais simples é a
diminuicdo nas doses de adubos para niveis que
sejam produtivos e seguros (Fernandez et al.,
1998). Outra possibilidade é o melhoramento
genético que proporcionaria aumento na produgao

em sistemas agricolas com baixa utilizagdo de
insumos (Ceccarelli, 1996).

As técnicas da biologia molecular permitem
identificar e caracterizar proteinas de interesse, bem
como os genes, e principalmente, elucidar as suas
fungbes no metabolismo celular (Wilkins et al.,
1995). Nesse contexto, a absor¢do de N é
modulada por proteinas transportadoras de aménio
e nitrato presentes na membrana plasmatica de
acordo com a disponibilidade de N no solo e da
demanda de N pela planta (Alcantara et al., 2009). A
absorcao de N pelas raizes ocorre por meio de
sistemas de absorgéo de alta afinidade (HATS) que
adquirem N em concentragbes inferiores a 1 mM,
enquanto que os transportadores de baixa afinidade
(LATS) absorvem N de concentragbes superiores a
1 mM (Glass et al., 2002).

De acordo com Loqué & Von Wirén (2004), foi
identificada em Arabidopsis thaliana uma familia de
cinco genes que codificam transportadores de
amonio, identificados como AMT1;1 a AMT1;5, por
outro lado, em tomate, apenas trés genes AMT1
foram isolados e em arroz foram identificados dez
genes AMT1. Portanto, esses autores concluem que
cada planta forma o seu sistema de transporte de
amoénio de acordo com a sele¢cdo a que foi
submetida. Em Arabidopsis, foram identificadas
duas familias de genes que codificam os
transportadores de nitrato, denominados NRT1 e
NRT2. Os genes NRT1 tém uma ampla faixa de
substratos com afinidades que incluem os LATS e
transportadores de nitrato com dupla afinidade (Guo
et al.,, 2002). Estudos de expressdo génica e
mutantes evidenciam que as proteinas NRT2
contribuem para os HATS quando a concentragdo
de nitrato no solo é muito baixa (Little et al., 2005).

Os objetivos foram avaliar a absorgdo de N por
meio de técnicas isotopicas com nitrato marcado
(15N03 ) € com amobnio marcado ( NH4) Identificar
e caracterizar o perfil transcricional dos genes
ortélogos das familias dos transportadores de nitrato
e amoénio via analise quantitativa de transcritos
(QRT-PCR) para as gramineas forrageiras B.
Ruziziensis, B. decumbens e Massai.
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MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados em casa de
vegetagdo do Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Sao Paulo, em
Piracicaba-SP. As gramineas forrageiras B.
Ruziziensis, B. decumbens e Massai foram

cultivadas em 1,0 L de solugdo nutritiva com 2,0
mmol L de N, tendo o NH,;NO; como fonte de
nitrogénio e os demais nutrientes em mmol L™: 0,2
de NaH,PO,; 1,2 de KCI; 1,0 de CaCly; 0,4 de
MgSQy,; 0,2 de mlcronutrlentes (H:BO3= 1,54 g L
MnSO,.H,0 = 0,34 g L™, ZnSO4 7H,O0 = 0,57 g L
CuS0,4.5H,0 = 0,125 g L e MoO; = 0,081 g L )
0,2 de Fe-EDTA. A solugao nutritiva foi renovada a
cada 3 dias. Na ultima troca de solugédo nutritiva,
aos 24 dias apods o transplantio das mudas, metade
das amostras ficaram desprovidas de N por trés
dias. Para o experimento de absor¢do de N, as
raizes de trés plantas dos capins ficaram |mersas
por 10 minutos em solugdes nutritivas contendo °N
nas concentragbes de 0,2 e 2,0 mmol L Para a
quantificagao de nltrato as solugdes com *N foram
preparadas com K' NO3 marcado com 99,7% de
atomos em excesso de "°N e para o amoénio utilizou-
se (15NH4) SO, marcado com 96,6% de atomos em
excesso de '°N. Os demais nutrientes foram
empregados como descrito anteriormente. A relagao
|sotop|ca N/™N nas amostras enriquecidas com

N foi determinada em espectrdmetro de massa e
os valores obtidos foram convertidos em micromoles
por grama de massa seca por hora de absorgao.
Para o experimento de expressdo génica, os
iniciadores (primers) foram desenhados e adquiridos
para corroborar via Rt-gPCR aos dados de
absorcédo de N. O RNA total das amostras (100 mg)
foi extraido utilizando-se o cloreto de litio (LiCl),
quantificado em NanoDrop e sua integridade
confirmada via eletroforese. Cerca de 2 ug do RNA
de cada amostra foi tratada com 1 yL de DNAse, 2
pL de RNAseout e dgua ultrapura DEPC, em reagéo
incubada a 37°C por 30 min. Adicionou-se EDTA, e
incubada a 65°C por 10 min. Para a reagédo de
sintese de cDNA, foram adicionados nas amostras
de 10 yg de RNA total, 1,0 pL de oligo dT e 1,0 pL
de dNTP, conduzindo a reagédo no termociclador a
65°C por 5 min. Finalmente, adicionou-se 4,0 pL de
buffer, 0,5 puL de Ribolock, 1,0 pyL de Rivertaid e 2,5
uL de agua DEPC, mantendo-se a reagdo a 50°C
por 30 minutos, seguido por 5 minutos a 85°C. A
andlise de RT-gPCR foi realizada no RotorGene-
3000, utilizando reagbes contendo 5 pL de KAPA
SYBR FAST Universal gPCR Kit, 0,5 yL de cada
iniciador (5 uM), 1 uL do cDNA 2:8 (v:v) e agua Milli-
Q estéril, sendo que foram feitas triplicatas para
cada combinag¢do gene/amostra e utilizou-se o gene
actina como referéncia (standard).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a capacidade de absorgao de nitrato
e amoénio pelas raizes das gramineas forrageiras,
estudos de influxo rapido de nitrato ou aménio
marcado (Short-Term Uptake; Loqué et al., 2006)
foram realizados em condicbes contrastantes de
disponibilidade de N. Os capins foram crescidos por
25 dias em condigdes de suficiéncia de N, e entao
submetidos aos tratamentos de suficiéncia (+N; 2
mM de NH4;NO;3) ou deficiéncia de N (-N) por trés
dias e em seguida estudos de cmetlca de absorgao
com N marcado (*N-nitrato e N-aménio) foram
realizados em solugdo nutritiva, na faixa de
concentragcado de ativagdo do S|stema de absorgéo
de alta-afinidade-HATs (O, 2 mM de "°N) e de baixa-
afinidade- LATs (2 mM de "N). Analises de influxo
rapido de "N em raizes demonstraram que o capim
Massai absorveu maiores quantidades de N na
forma de aménio do que na forma de nitrato em
todos os tratamentos, o mesmo foi observado para
aB. I’UZIZIenSIS com excegao do tratamento (+N; 2
mM de ' N) em que esse capim absorveu mais
nitrato do que aménio. Ja a B. decumbens absorveu
nitrato e aménio em quantidades semelhantes,
exceto para o tratamento (-N; 0,2 mM de "°N) em
gue a quantidade de amobnio absorvida foi superior a
de nitrato (Figura 1). Rossiter-Rachor et al. (2009)
constataram que a graminea forrageira Andropogon
gayanus absorveu preferencialmente amoénio
comparado ao nitrato.

Em plantas, a absor¢éo de nutrientes € mediada
por familias de transportadores de membrana. No
caso do amoénio, sua absorgao é realizada por meio
de proteinas transportadoras de amoénio (AMTS).
Dos transportadores AMT1;1, AMT1;3 e AMT2;1
expressos nas raizes dos capins (Figura 2) sabe-se
que o AMT1;1 e AMT1;3 tem papel chave na
absorgdo de amébnio e sdo expressos em células
mais externas das raizes, como pélos radiculares,
sendo os principais responsaveis pela aquisi¢ao de
aménio (Loqué et al.,, 2006). O transportador
AMT2;1 foi expresso apenas nas raizes das
Brachiaria e nao expresso no Massai, porém em
arroz Suenaga et al. (2003) revelaram que a
expressdo desse gene € constitutiva em raizes e
folhas independente do tratamento aplicado.

A absorcido de nitrato € mediada por proteinas
pertencentes a familia multigénica NRTs, assim, na
tentativa de compreender a causa dessa reduzida
capacidade de absorgao de nitrato pelas raizes dos
capins, foi avaliada a expressdo relativa dos
transportadores de nitrato NRT1;1, NRT1;2 e
NRT2;1 (Figura 3). O principal transportador de
nitrato € o NRT1;1, pois possui dupla afinidade de
absorgdo ao nitrato, apresentando alta afinidade
(MM) ou baixa afinidade (mM) dependendo do
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estado de fosforilagdo da proteina (Liu & Tsay,
2003). Apesar da sua importancia, o NRT1;1 nao foi
expresso nas raizes da B. ruziziensis, apenas foi
constatado nas raizes da B. decumbens e do
Massai. Além disso, NRT1;1 é capaz de regular a
expressao do transportador de alta afinidade-HATs
NRT2;1 (Munds et al., 2004), este por sua vez nao
foi expresso nas raizes do Massai, somente para os
capins do género Brachiaria. O transportador
NRT1;2 esta relacionado ao influxo de nitrato em
baixa afinidade-LATs (Gojon et al., 2009) e este
gene foi constatado nas raizes dos capins.

CONCLUSOES

O estudo de absorgédo de N pelas raizes das
gramineas forrageiras indica que a B. decumbens
tem capacidade semelhante de absorver N tanto na
forma de aménio como nitrato. O Massai € mais
eficientes em absorver N na forma de aménio e
dentre os capins avaliados, a B. ruziziensis é o
capim menos eficiente em absorver N. Os
transportadores de amoénio (AMTs) e nitrato (NRTSs)
ndo representaram o influxo de N pelos capins,
infere-se que o processo de absorgao de nitrato e
amonio pelas raizes seja mais rapido, indicando que
maior acumulo dos transcriptos dos genes NRTs e
AMTs possa ser observado num tempo inferior as
72 h de deficiéncia de N na solugao nutritiva.
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Figura 1 — Absorcdo de nitrogénio (influxo de 15N) na forma de nitrato e aménio pelos capins B.
decumbens (Dec), B. ruziziensis (Ruz) e Massai (Mas) na presenga de nitrogénio (+N) ou auséncia de
nitrogénio (-N) na solugéo nutritiva trés dias antes das raizes entrarem em contato com a solugéo externa
de 0,2 mmol L™ (HATs) e 2,0 mmol L™ (LATSs).
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Figura 2 — Expressao relativa de genes transportadores de amoénio (AMTs) nas raizes dos capins B.
decumbens (Dec), B. ruziziensis (Ruz) e Massai (Mas) cultivados em 2,0 mM de nitrato de aménio (+N)
ou em deficiéncia de nitrogénio por trés dias (-N).
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Figura 3 — Expressao relativa de genes transportadores de nitrato (NRTs) nas raizes dos capins B.
decumbens (Dec), B. ruziziensis (Ruz) e Massai (Mas) cultivados em 2,0 mM de nitrato de aménio (+N)
ou em deficiéncia de nitrogénio por trés dias (-N).



