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APRESENTACAO

A obra “Solos nos Biomas Brasileiro” aborda uma série de livros de publicacéo
da Atena Editora, em seu volume |, apresenta, em seus 18 capitulos, conhecimentos
tecnoldgicos para Ciéncias do solo na area de Agronomia.

O uso adequado do solo é importante para a agricultura sustentavel. Portanto,
com a crescente demanda por alimentos aliada a necessidade de preservacao e
reaproveitamento de recursos naturais, esse campo de conhecimento esta entre os
mais importantes no ambito das pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente
demanda por profissionais atuantes nessas areas.

As descobertas agricolas tém promovido o incremento da producdo e a
produtividade nos diversos cultivos de lavoura. Nesse sentido, as tecnologias nas
Ciéncias do solo estdo sempre sendo atualizadas e, em constantes mudancas para
permitir os avancos na Ciéncias Agrarias. A evolugao tecnoldgica, pode garantir a
demanda crescente por alimentos em conjunto com a sustentabilidade socioambiental.

Este volume dedicado a Ciéncia do solo traz artigos alinhados com a producgéo
agricola sustentavel, ao tratar de temas como o uso de praticas de manejo de
adubacéo, inoculacao de microorganismos simbibticos para a melhoria do crescimento
das culturas cultivadas e da qualidade biolégica, quimica e fisica do solo. Temas
contemporaneos de interrelagcdes e responsabilidade socioambientais tem especial
apelo, conforme a discussdo da sustentabilidade da producéo agropecuaria e da
preservacao dos recursos hidricos.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnologicos nas
Ciéncias do solo, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area de Agronomia e,
assim, garantir incremento quantitativos e qualitativos na produgao de alimentos para
as futuras geracdes de forma sustentavel.

Alan Mario Zuffo
Jorge Gonzélez Aguilera
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CAPITULO 6

AVALIACAO DAS RESPOSTAS DE TRES CULTIVARES
DE ARROZ (Oryza sativa) SUBMETIDAS A
DIFERENTES DOSES DE AMONIO

Ana Carolina Oliveira Chapeta
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro —

UFRRJ — Departamento de Solos — Seropédica
-RJ

Erinaldo Gomes Pereira
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro —
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Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

— UFRRJ — Departamento de Fitotecnia —
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RESUMO: O aménio é uma fonte inorganica
de nitrogénio muito importante para o
desenvolvimento das plantas, porém em faixas
de concentragdbes milimolares pode causar
toxidez, uma vez que nessas faixas as raizes
preferem captar o aménio em detrimento ao
nitrato. Uma das grandes vantagens do uso
de fontes amoniacais para as plantas é a
diminuicdo no gasto energético, uma vez que o
amoOnio ao ser absorvido ja se encontra em uma
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forma prontamente assimilavel, ao contrario
do nitrato que necessita de um gasto de oito
elétrons para ser reduzido a amoénio e poder ser
assimilado. O objetivo do trabalho foi avaliar o
comportamento de trés variedades de arroz
(Oryza sativa L.), duas variedades nativas do
Maranhdo (Manteiga e Piaui) e a variedade
(IAC-47) em diferentes concentragdes de NH,*
(0,2 mM de NH,* (trat 1), 1 mM de NH,* (trat 2)
e 1 mM de NH,* com privagédo de N e posterior
ressuprimento (trat 3)). Foi possivel verificar
quando
comparadas a variedade IAC-47, apresentaram

que as variedades Maranhenses,

maiores teores de amdnio nas bainhas e nas
folhas nos tratamentos 2 e 3, e aminoacidos
livres nessas mesmas partes para o tratamento
3. Esse maior teor de aménio e aminoacidos
livres relatado nas variedades maranhenses no
tratamento 3 foi acompanhado de uma maior
atividade da GS nas raizes e folhas, sugerindo
que essas variedades possuem uma maior
capacidade de absorver o N-NH,* aplicado no
solo e de remobilizar este nutriente em ocasides
que se faga necessario, colaborando para a
diminuicéo de perdas ambientais.
PALAVRAS CHAVES: Toxidez,
Piaui.

Manteiga,

ABSTRACT: Ammonium is an inorganic source
of nitrogen very important for the development of
plants, but in bands of millimolar concentrations
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can cause toxicity, since in these bands the roots prefer to capture ammonium instead
of nitrate. One of the great advantages of the use of ammoniacal sources for plants is
the reduction in the energy expenditure, since the ammonium to be absorbed is already
in a form readily assimilable, unlike the nitrate that needs an expense of eight electrons
to be reduced to ammonia and can be assimilated. The objective of this work was to
evaluate the behavior of three rice varieties (Oryza sativa L.), two native varieties of
Maranhdo (Manteiga and Piaui) and variety (IAC-47) in different NH,* concentrations
(0.2 mM NH,* (trat 1), 1 mM NH,* (trat 2) and 1 mM NH,*with N deprivation and
subsequent resupure (trat 3). It was possible to verify that the Maranhenses varieties,
when compared to the IAC-47 variety, had higher levels of ammonium in the sheaths
and leaves in the treatments 2 and 3, and free amino acids in the same parts for the
treatment 3. This higher ammonium and amino acids content free yields reported in
the Maranhao varieties in treatment 3 was accompanied by a higher GS activity in the
roots and leaves, suggesting that these varieties have a greater capacity to absorb the
N-NH,* applied to the soil and to remobilize this nutrient in occasions that is necessary,
contributing to the reduction of environmental losses.

KEY WORDS: Toxicity, Manteiga, Piaui.

11 INTRODUCAO

No Brasil ha o predominio de clima tropical, que representando para o solo
baixos teores ou rapida disponibilidade de nutrientes, interferindo no desenvolvimento
da cultura. O Nitrogénio esta disponivel no solo em diversas formas, incluindo aménio,
nitrato, aminoacidos, peptideos e formas complexas insoluveis. As espécies vegetais
diferem na sua preferéncia por fontes de nitrogénio, mas o absorvem principalmente
sob formas inorganicas, como nitrato ou aménio (Williams & Miller, 2001). E um
elemento facilmente perdido nos solos de regides tropicais, pois sao solos altamente
intemperaveis, o que reflete em caracteristicas quimicas e fisicas que propiciam a
maior perda de nitrogénio. Por esses motivos é um dos nutrientes mais limitantes para
o desenvolvimento da cultura.

O amoénio € a forma predominante de nitrogénio no solo e, também a forma
preferencial de absor¢cao quando as plantas estdo sujeitas a deficiéncia. No entanto,
absorcbes excessivas de amébnio podem ser toxicas as plantas, por isso quando
absorvido deve ser assimilado rapidamente, de forma que ndo acumule nos tecidos,
além das plantas desenvolverem mecanismos que evitem a toxidez. O transporte de
oxigénio via aerénquima até as raizes cria condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento
de bactérias nitrificantes (Kirk, 2001; Li et al., 2006) levando a oxidagdo de amoénio a
nitrato e reduzindo consequentemente a disponibilidade de amoénio na solugao do
solo, sugerindo que seja um mecanismo responsavel por minimizar a quantidade
de amonio absorvido, reduzindo a toxidez e fornecendo NH,* e NO, (Kronzucker
et al., 2000, Briones Jr. et al., 2003; Kirk & Kronzucker, 2005; Duan et al., 2006).
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Os tecidos vegetais possuem um eficiente sistema de assimilacdo que funciona em
baixas concentragdes de NH,*. A enzima responsavel é a glutamina sintetase (GS),
que catalisa a unido do NH,* com o glutamato para formar glutamina (Kerbauy, 2008).
A eficiéncia desse processo é muito superior a taxa de producéo de aménio formada
principalmente pela redugéo de nitrato. Dessa forma, em condigdes normais, o NH,* &
mantido em concentra¢des baixas nos tecidos vegetais.

A capacidade fotossintética das plantas, de um modo geral, é grandemente
dependente da disponibilidade de nitrogénio, sendo este nutriente necessario para
garantir aintegridade estrutural e funcional da fotossintese por fazer parte das proteinas,
e clorofilas (Kerbauy, 2008). Para a cultura do arroz obter alto desenvolvimento é
importante que os nutrientes estejam prontamente disponiveis, ndo limitando a
produtividade. Variedades de arroz que apresentam alta eficiéncia no uso do nitrogénio
séo desejaveis agronomicamente, pois utiliza genotipos de variedade eficientes pode
ser considerada uma maneira de diminuir os custos na produtividade da cultura e
aumentar a produtividade dos gréos.

O estado do Maranhao € quinto maior produtor do pais e primeiro do nordeste
(Conab, 2018), possuindo uma gama de variedades locais com mecanismos que
propiciam o melhor aproveitamento do nitrogénio aplicado no solo, acreditando-se que
seja devido a adaptacéo as condigdes climaticas do estado.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o crescimento e metabolismo das
variedades Manteiga, Piaui e IAC-47 quando submetidas a baixa e alta dose de
nitrogénio amoniacal (N-NH,*). As variedades Manteiga e Piaui sdo locais do Maranhé&o
e nao foram submetidas a um programa de melhoramento genético, ja a variedade
IAC-47 é originada do estado de Sao Paulo e melhorada geneticamente de forma
convencional.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Conducao do Experimento

O experimento foi conduzido em cédmara de crescimento (luminosidade de
aproximadamente 400 ymols fétons m-2 s-1; fotoperiodo de 12h/12h, umidade de
70% e temperatura 28°C/24°C), no departamento de solos da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 3 x 1 (variedades x tratamentos x coleta) com
4 repeticdes. Foram utilizadas as variedades |IAC-47 (variedade melhorada), Piaui e
Manteiga (variedades locais do estado do Maranh&o).

2.2 Preparo das sementes

As sementes foram inicialmente desinfestadas em solugdo de hipoclorito de
sodio a 2,5%, sendo agitadas por inversao durante 30 minutos e depois lavadas com
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agua destilada. Ap6s o processo de desinfeccéo, as sementes foram levadas para a
camara de crescimento e colocadas para germinar em vasos contendo apenas agua
destilada. Dez dias apds a germinacao, as plantulas foram submetidas ao cultivo em
solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada a meia forga iénica (1/2 Fl),
a qual foi renovada a cada trés dias de cultivo.

2.3 Tratamentos

As trés variedades foram submetidas aos seguintes tratamentos: tratamento 1
(T1) - fornecimento constante de N-aménio na concentracéo de 0,2 mM; tratamento
2 (T2) - fornecimento constante de N-amdnio na concentracao de 1 mM; tratamento
3 (T3) - fornecimento constante de N-aménio na concentracdo de 1 mM até trés dias
antes da coleta, restricdo de N nesses trés dias e ressuprimento 5 horas antes da
coleta. Como fonte de N foi utilizado o sulfato de aménio.

2.4 Coleta do material

Trinta dias ap6s a germinacgéao, as plantas foram coletadas, separadas em raiz,
bainha e folha, e armazenadas para analise de N-NH,* (FELKER, 1997), aminoacidos
livres (YEMM & COCKING, 1995), atividade da glutamina sintetase e expressao da
isoforma OsGS1.1.

2.5 Atividade da glutamina sintetase

A atividade da GS foi feita como descrito por FARNDEN & ROBERTSON (1980).
A atividade foi realizada em 500uL de uma solu¢do contendo 50mM de Imidazol-
HCI pH 7,5, 5mM de hidroxilamina neutralizada com Tris, 20mM de MgCl,, 25mM
de L-glutamato, 5mM de B-mercaptoetanol e 5mM de ATP. O controle da reacéao foi
realizado sem a adi¢cao de ATP no meio de reacao. A reacao foi paralisada pela adicéo
de 350uL de uma solugao composta por 4% (p/v) de acido tricloroacético— TCAe 3,2%
(p/v) de cloreto férrico anidro — FeCl, preparada em HCI 0,5N. O y-glutamil hidroxamato
(GHD) foi colorimetricamente determinado em A=540 nm. Foram utilizados dados de
quantificacéo de proteinas presentes no extrato para fazer os devidos célculos de
atividade de enzima/quantidade de proteina pipetada.

2.6 Extracao de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido segundo GAO et al. (2001) utilizando tamp&o NTES (0,2
M Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,3 M NaCl; 2% SDS). Amostras de parte aérea e raiz
foram maceradas em N2 e homogeneizadas em uma mistura contendo1 ml de tampao
NTES e 700uL fenol:cloroformio (1:1). Apds centrifugacéo a 12.000 x g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O RNA total foi precipitado pela
adicao de 1/10 volume de 2 M acetato de sodio pH 4,8 (NaOAcDEPC) e 1 volume de
isopropanol puro gelado. A seguir a mistura foi mantida a -20 °C por 2 horas seguida
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de centrifugacéo a 12.000 x g por 10 min. O precipitado foi solubilizado em 0,5 mL de
H20ODEPC e precipitado novamente pela adicdo de 0,5 mL de 4 M cloreto de litio pH
4,8 (LICIDEPC). Apoés centrifugadas a 12.000g por 10 minutos, o precipitado foi lavado
com etanol 70% e dissolvido em 50ul de H,O .

A qualidade do RNA extraido foi verificada espectrofotometricamente por meio
das relacées A260/A230 e A260/A280 e visualizacdo em gel de agarose (1%). As
amostras de RNA total utilizadas nas reacbes de sintese do cDNA foram tratadas
com DNAse | (Invitrogen) seguindo as recomendacgdes do fabricante. A fita simples de
cDNA foi sintetizada utilizando a “TagMan Reverse Transcription Reagents” (Applied

Biosystems)” e primer oligodT de acordo com as recomendagdes do fabricante.

2.7 Expressao génica

Foi avaliada a expressao do gene que codifica para a isoforma OsGS 1.1. Foram
utilizados como controle enddégeno o gene da actina e do fator de alongamento (JAIN
et al., 2006) para o calculo da expressao génica relativa

2.8 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste F (ao nivel de 5 % de
probabilidade), quando houve diferencas significativas reveladas pela ANOVA, as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando submetidas ao tratamento 1 a variedade Manteiga apresentou maiores
teores de NH,* na bainha e nas folhas quando comparada as variedades |IAC-47 e
Piaui (figura 1 A). A variedade Piaui, nesse mesmo tratamento, apresentou maiores
teores de NH,* nas folhas em relagéo a variedade |IAC-47, a qual retornou maior teor
de NH,* nas raizes.

No tratamento 2 a variedade Piaui apresentou maior teor de NH,* nas bainhas,
enquanto a variedade Manteiga apresentou maior teor nas folhas (Figura 1 B). Nas
raizes os maiores teores de NH,*foram observados na variedade IAC-47.

No tratamento 3 as variedades Manteiga e Piaui apresentaram maiores teores de
NH,* nas trés partes analisadas (raiz, bainha e folha), quando comparadas a variedade
IAC-47 (figura 1C).
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Figura 1: Teores de N-NH,*em tecidos de plantas de arroz, das cultivares IAC-47, Manteiga
e Piaui submetidas a trés tratamentos, sendo: tratamento 1 (fornecimento constante de 0,2
mM NH,*); tratamento 2 (fornecimento constante de TmM NH,*); tratamento 3 (fornecimento
constante de 1mM de NH,* até 3 dias antes da coleta, periodo no qual as plantas foram
submetidas a uma fome de N e, 5 horas antes da coleta, foi realizado o ressuprimento com 1
mM de N).

Os maiores teores de NH,* observados nas folhas das variedades maranhenses
indicam um processo mais intenso de remobilizagdo do NH,*, melhor observado no
tratamento 3. Essa é uma caracteristica interessante para plantas que sdo cultivadas
em ambientes com uma disponibilidade sazonal de nutrientes, onde a planta precisa
suprir de forma mais intensa os 6rgéos considerados drenos com o NH,* livre.

Os maiores teores de NH,*apresentados nas raizes das variedades maranhenses
quando submetidas a fome de N indicam uma taxa de absor¢cdo mais rapida desse
nutriente, diminuindo o tempo de exposi¢cdo do mesmo na solu¢éo do solo colaborando
para minimizar perdas para o ambiente, bem como para a melhoria da eficiéncia de
absorcao. As caracteristicas apresentadas pelas variedades Manteiga e Piaui deve-se
possivelmente a uma adaptacao sofrida por essas variedades em decorrer do ambiente
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de origem, onde os nutrientes s&o mais disponiveis em determinadas épocas do ano,
em decorrer das chuvas irregularmente espacadas.

Os maiores teores de aminoacidos livres foram observados nas variedades
Manteiga e Piaui, comparadas com a variedade IAC-47, no tratamento 3 para as trés
partes analisadas, sendo que nas folhas e nas bainhas a variedade Piaui apresentou
cerca de 30% a mais de aminoécidos livres do que a variedade IAC-47 (figura 2).
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Figura 2: Teores de N-amino em tecidos de plantas de arroz, das cultivares IAC-47, Manteiga
e Piaui submetidas a fome de N (fornecimento constante de 1mM de NH,* até 3 dias antes
da coleta, periodo no qual as plantas foram submetidas a uma fome de N e, 5 horas antes da
coleta, foi realizado o ressuprimento com 1 mM de N).

Os teores de aminoacidos livres estdo altamente correlacionados com os teores
de amoénio, reforcando a hipétese de maior taxa de remobilizacdo apresentadas
por estas variedades, onde pela acéo de proteases ocorre a quebra de proteinas e
liberagdo de aminoacidos e consequentemente NH,* Esse NH,* liberado no citosol
€ exportado para diferentes 6rgdos e tecidos necessitando ser reassimilado pelas
enzimas relacionadas ao ciclo do N. A glutamina sintetase (OsGS 1.7), uma enzima
extremamente importante para a reassimilagao do NH,*, foi 50% mais expressa nas
plantas da variedade Piaui, comparadas as variedades Manteiga e IAC-47 quando as
plantas foram submetidas ao tratamento 3 (figura 3), e ao analisar a atividade da GS
tanto na raiz quanto na folha no tratamento 3, percebe-se uma maior atividade nas
variedades maranhenses, principalmente a variedade Piaui, 0 que ressalta a maior
capacidade de assimilagdo e remobilizagdo do NH,*(figura 4) .
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Figura 3. Expresséo relativa da isoforma OsGS1.71 em tecidos de plantas de arroz, das
cultivares IAC-47, Manteiga e Piaui submetidas a dois tratamentos, sendo: fornecimento
constante de 0,2 mM NH,*; fornecimento constante de TmM de NH,* até 3 dias antes da coleta,
periodo no qual as plantas foram submetidas & uma fome de N e, 5 horas antes da coleta, foi
realizado o ressuprimento com 1 mM de N.
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Figura 4: Atividade da GS em tecidos de plantas de arroz, das cultivares IAC-47, Manteiga e
Piaui submetidas a fome de N (fornecimento constante de TmM de NH,* até 3 dias antes da
coleta, periodo no qual as plantas foram submetidas a uma fome de N e, 5 horas antes da
coleta, foi realizado o ressuprimento com 1 mM de N).

41 CONCLUSOES

Em condicoes de baixo N-NH,* ou disponibilidade sazonal, as cultivares
maranhensesapresentaramcaracteristicasque propiciaramummelhordesenvolvimento
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nesses ambientes. Outros estudos devem ser realizados para melhor entendimento
dos mecanismos fisioldgicos apresentados por essas cultivares.
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