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Avaliagdo de um método para estimar a absorgdo radicular do
nitrato em arroz

O nitrogénio é absorvido pelas raizes das plantas na forma de nitrato (NO3-) e de amoénio (NH4+). Sob condigdes de alagamento, ha maior disponibilizagdo do nitrogénio na forma amoniacal,
podendo ocorrer toxidez pelo excesso desse ion nas plantas. O arroz, entretanto, dada sua alta capacidade de transportar oxigénio da parte aérea para o sistema radicular através dos
aerénquimas, é capaz de criar uma condigdo de nitrificagdo na rizosfera, possibilitando o equilibrio entre essas duas formas e evitando, assim, a toxidez por excesso de amonio. Nos estudos
de avaliagdo da cinética de absor¢do do nitrogénio em arroz e em outras espécies, 0 método mais empregado é o da avaliagdo da redugdo em sua concentragdo na solugdo nutritiva no
tempo. Contudo, esse método apresenta um problema de natureza fisioldgica, um de natureza estatistica e outro que é um erro de natureza procedimental que normalmente se comete. Do
ponto de vista fisiolégico, o problema que se apresenta é que, na raiz, os transportadores do nitrogénio ficam sujeitos ndo sé a um tratamento, mas a todas as diferentes concentragdes desse
elemento, o que pode vir a afetar sua afinidade e consequentemente o seu funcionamento. Em termos estatisticos, as avaliagdes sucessivas na mesma unidade experimental levam a
autocorrelagdo dos residuos, o que contraria a independéncia requerida deles para possibilitar o ajuste de modelos de regressdo. O erro procedimental que se comete e, na maioria das vezes
ndo se deixa explicito, é o de ndo se realizar a reposi¢do do volume de amostra extraida da solugdo com dgua quimicamente pura. Considerando esses aspectos, e observando que ndo ha
relatos na literatura acerca de outros métodos alternativos nessa mesma linha de avaliagdo, prop&e-se, com este trabalho, avaliar um método de cinética da absorg¢do do nitrato em arroz
baseado na exposigdo de plantas de arroz a apenas um Unico tratamento de concentragdo do ion, avaliando-se o seu teor no sistema radicular apés um determinado periodo de tempo de
exposi¢do. Com isso, seriam evitados todos os problemas ja mencionados. Para determinagdo dos teores de NO3-, foi realizado um estudo de caso empregando o método Kjeldahl. O método
proposto neste trabalho nédo produziu resultados satisfatorios, porém especificamente devido a limitagdo do método de Kjeldahl, cuja resolugdo (limite de detecgdo) impossibilita identificar
valores da magnitude daqueles encontrados na cinética de absorg¢do do nitrato em arroz. Sugere-se que o método proposto seja revalidado empregando-se outro método de detecgdo do
teor de N total ou especificamente NO3- nas raizes dessas plantas, porém com a resolugdo requerida.
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Evaluation of a method to estimate radicular absorption of nitrate in
rice

Nitrogen is absorbed by the roots of plants in the form of nitrate (NO3-) and ammonium (NH4+). Under flooding conditions, there is greater availability of nitrogen in ammoniacal form, and
toxicity can occur due to the excess of this ion in plants. Rice, however, given its high capacity to transport oxygen from the aerial part to the root system through aerenchyma, is able to
create a condition of nitrification in the rhizosphere, allowing the balance between these two forms and thus avoiding excess toxicity of ammonium. In studies evaluating the kinetics of
nitrogen absorption in rice and other species, the most used method is that of assessing the reduction in its concentration in the nutrient solution over time. However, this method presents
a problem of a physiological nature, one of a statistical nature and another that is a procedural error that is usually made. From a physiological point of view, the problem that arises is that,
at the root, nitrogen transporters are subject not only to a treatment, but to all the different concentrations of this element, which may affect its affinity and consequently its operation. In
statistical terms, the successive evaluations in the same experimental unit lead to the autocorrelation of the residues, which goes against the independence required of them to enable the
adjustment of regression models. The procedural error that is made and, in most cases, is not made explicit, is that of not replacing the volume of sample extracted from the solution with
chemically pure water. Considering these aspects, and noting that there are no reports in the literature about other alternative methods in this same line of evaluation, it is proposed, with
this work, to evaluate a method of kinetics of nitrate absorption in rice based on the exposure of rice plants to only a single ion concentration treatment, evaluating its content in the root
system after a certain period of exposure. With that, all the problems already mentioned would be avoided. For the determination of NO3- levels, a case study was carried out using the
Kjeldahl method. The method proposed in this work did not produce satisfactory results, but specifically due to the limitation of the Kjeldahl method, whose resolution (detection limit) makes
it impossible to identify values in the magnitude of those found in the nitrate absorption kinetics in rice. It is suggested that the proposed method be reevaluated using another method of
detecting the total N content or specifically the NO3- in the roots of these plants, however, with the required resolution.
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INTRODUGAO

A cultura do arroz tem relagdo direta com a sua importancia alimentar e nutricional para mais da
metade da populacdo mundial, além de ser integrante do habito alimentar da nossa populagao, possui
grande valor energético (YOSHIDA, 1981; COUNCE et al., 2000).

Nos ultimos anos os ganhos de rendimento na cultura diminuiram e a populagdo mundial estd
aumentando em propor¢do maior do que os incrementos na produgao do arroz, especialmente nos paises
consumidores do grdo. Ha poucas expectativas de expansao de areas para cultivo, por isso o aumento do
rendimento do arroz é necessario para atender a crescente demanda pelo grdao (KHUSH, 1995).

E preciso, portanto, buscar progressos no tipo de planta e/ou manejo da lavoura do arroz para voltar
a obter ganhos mais significativos no rendimento. Com relagdo a nutricdo do arroz, aumentos de rendimento
podem ser obtidos pelo manejo adequado da adubacdo (doses, épocas de aplicacdo, etc.) e/ou pelo
desenvolvimento de gendtipos mais eficientes na absorcéo e utilizagdo de nutrientes (ABICHEQUER, 2004).

Quando se objetiva alcancar rendimentos de graos mais altos em lavouras de arroz alagado, um dos
aspectos a ser procurado é o aumento da absorg¢do de nutrientes, para satisfazer a maior demanda que sera
criada. Também é necessario que se busque o aumento da eficiéncia na utilizagcdo de nutrientes pelas plantas
(ABICHEQUER, 2004).

Além dos atributos morfoldgicos, a eficiéncia de absor¢do de nutrientes é influenciada pelos
parametros cinéticos que compreendem a velocidade maxima de absor¢do (Vmax), a afinidade dos
carregadores pelo ion a ser transportado (constante de Michaelis-Menten, Km) e a concentragao na solugdo
nutritiva junto as raizes onde o influxo para de ocorrer (Cmin) (HORN et al., 2006).

Plantas de arroz mais eficientes na absorcdo de nutrientes podem também reduzir perdas de
nutrientes por percolacgdo, volatilizacdo (no caso do N) ou com a dgua de drenagem, ao absorvé-los em maior
guantidade e mais rapidamente. Consequentemente, ha melhor aproveitamento da adubacdo
(ABICHEQUER, 2004).

O nitrogénio se apresenta como o nutriente mais importante para o arroz, devido ao elevado
requerimento desse macronutriente pelas plantas e devido ao seu elevado custo como fertilizante. Assim
sendo, torna-se crucial identificar materiais de arroz com maior eficiéncia na absor¢do e no uso desse
nutriente (SANTOS, 2006) e explorar a capacidade dos transportadores de nutrientes nas células das raizes
(FORDE, 2002; SUENAGA et al., 2003; LI et al., 2009).

Consultando os trabalhos desenvolvidos para avaliagdo da absor¢do do nitrogénio em arroz nas bases
de dados como Scientific Electronic Library Online (SciELO), do Web of Science, do Scopus e do portal da
Capes, observa-se que dos artigos publicados do tema, em grande parte deles se emprega o método da
avalia¢do da reducgdo do teor de nitrogénio da solucdo nutritiva no tempo.

Contudo, é preciso ter a consciéncia de que esse método apresenta problemas. Do ponto de vista
fisioldgico, o problema que se apresenta é que, na raiz, os transportadores do nitrogénio ficam sujeitos ndo

s6 a um tratamento, mas a todas as diferentes concentragGes desse elemento, o que pode vir a afetar sua
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afinidade e consequentemente o seu funcionamento. Em termos estatisticos, as avaliacdes sucessivas na
mesma unidade experimental levam a autocorrelagdo dos residuos, o que contraria a independéncia
requerida deles para possibilitar o ajuste de modelos de regressdo. O erro procedimental que se comete e,
na maioria das vezes ndo se deixa explicito, é o de ndo se realizar a reposi¢ao do volume de amostra extraida
da solu¢do com dgua quimicamente pura.

A busca por plantas agronomicamente mais competentes requer, como ponto de partida, ampla
diversidade genética. Desafortunadamente, a base genética dos cultivos comerciais em quase todo o mundo
é estreita e isso ocorre com o arroz. Assim, as variedades ndo comerciais (variedades caboclas) de arroz sdo
materiais de grande importancia para o melhoramento genético (ABADIE et al., 2005).

Em S3o Pedro de Joseldndia, uma comunidade rural situada em Bardo de Melgaco no Pantanal Mato-
Grossense, se cultivam alguns materiais vegetais ndo comerciais, dentre eles duas variedades caboclas de
arroz, localmente denominados de Branquinho e Agulhinha Vermelho.

Considerando a importancia do arroz como alimento, a necessidade de ampliar a base genética para
fins de melhoramento de planta, o nitrogénio como macronutriente fundamental desse cultivo e os
problemas metodolégicos para avaliagdo da cinética de absor¢do do nitrogénio, realizou-se este trabalho de
pesquisa com o objetivo de testar um método inédito na avaliacdo da absor¢ao do nitrato em uma variedade

cabocla de arroz proveniente do Pantanal Mato-Grossense.

REVISAO TEORICA
Exigéncia Nutricional

A exigéncia nutricional do arroz é determinada por varios fatores, tais como, condi¢Ges climaticas,
tipo de solo, cultivar, produtividade esperada e praticas culturais adotadas. O acimulo de nutrientes pela
cultura do arroz de terras altas em solo de Cerrados, obedece a seguinte ordem: N >K >P > Ca > Mg > Fe >
Mn > Zn > Cu. Na cultura do arroz irrigado, o acimulo de nutrientes ocorre na seguinte ordem: K> N > P >
Mg > Ca > Mn > Fe >Zn > Cu >B (EMBRAPA, 2006).

Estudos realizados comprovam a importancia do arroz quanto a eficacia na aquisicdo e uso do N
gracas aos genes envolvidos na melhoria no uso eficiente de nitrogénio, diminuindo consideravelmente o
uso dos fertilizantes quimicos que resultam em poluicdo ao meio ambiente, mudangas climaticas e perda da
biodiversidade (BREDEMEIER et al., 2000; LI et al., 2017).

A sustentabilidade da agricultura mundial é dependente da sele¢cdo de variedades que promovam
um melhor mecanismo na absor¢do do nitrogénio em solos de baixas concentragdes, por isso é necessario
um entendimento profundo das respostas moleculares e fisioldgicas de plantas submetidas a baixas
concentragoes de nitrogénio (GLASS et al., 2002).

Segundo Souza et al. (1995) variedades locais de arroz do estado do Maranhdo sdo mais eficientes
no uso do N acumulado e, portanto, menos dependentes de suplementacdo externa desse nutriente que

variedades melhoradas. Essas variedades de arroz apresentam diferentes respostas ao nitrogénio em termos
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de acumulo e redistribuicdo na matéria seca (SOUZA et al., 1998).

E importante considerar que variedades locais que apresentam maior eficiéncia no uso do nitrogénio,
guando comparadas com variedades melhoradas, sugerem que o processo de melhoramento que vem sendo
empregado em variedades de arroz tenha sido realizado em condi¢gdes nutricionais que selecionaram
variedades produtivas, porém mais exigentes em nitrogénio (SOUZA, 2010).

Na cultura de arroz, a importancia do nitrogénio é indiscutivel. Esse elemento é responsavel pelo
aumento dos componentes de produtividade (FAGERIA et al., 1997; FAGERIA et al., 1999), tais como o
aumento da area foliar, o que aumenta a eficiéncia de intercep¢do da radiacdo solar e a taxa fotossintética
e, consequentemente, a producdo. E um dos elementos que mais limitam a produtividade do arroz irrigado
em solos de varzea do Brasil (FAGERIA et al., 2001; FAGERIA et al., 2003).

As principais razoes da deficiéncia deste nutriente sdo suas perdas por varios processos, baixas doses
de aplicacdo e diminui¢do do teor de matéria organica devido aos sucessivos cultivos.

Segundo Greenland (1958) e Wetselaar (1961a; 1961b), o clima tropical, caracterizado por duas
estacOes bem definidas (um periodo de chuvas e um periodo seco), ocasiona fluxos sazonais de nitrato no
solo. O mesmo fenédmeno parece ocorrer nas regioes do cerrado brasileiro, onde o acimulo de N-NOs™ no
solo ocorre somente em curto periodo de tempo na estagdo chuvosa (NARDOTO et al., 2003). Desta forma,
o N esta sujeito a lixiviagdo mais intensa durante a esta¢do das chuvas, tornando-se disponivel para as plantas
apenas no inicio do periodo Umido, portanto, devendo ser absorvido rapidamente.

A eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) tem sido definida como o rendimento de graos por unidade
de N disponivel no solo (LEA et al., 2006) e esta EUN pode ser dividida em dois processos: eficiéncia na
absor¢do, que é a habilidade da planta em remover o N do solo normalmente presente nas formas de NOs™ e
NH.*; e eficiéncia na utilizacdo, que é a habilidade da planta em transferir o N para o grdo, onde predomina

na forma de proteinas.

Nitrogénio na planta

O nitrogénio (N) é o elemento mineral que as plantas requerem em maiores quantidades. Ele faz
parte da composi¢ao de muitos componentes celulares vegetais, incluindo clorofila, aminodcidos, proteinas,
enzimas, NADH, NADPH, ATP e acidos nucleicos. Dessa forma a deficiéncia de N inibe o crescimento vegetal.
Se persistir a deficiéncia, as espécies podem apresentar clorose (amarelecimentos das folhas) principalmente
nas folhas mais velhas, préoximas a base da planta. Com o avango da deficiéncia as folhas tornam-se
completamente amarelas e desprendem-se da planta (TAIZ et al., 2017)

O nitrogénio é um macronutriente, e pode estar presente na solugdo do solo como nitrato (NOs’),
amodnia (NHs3) ou amdnio (NHz*). As formas de nitrogénio absorvidas pelas plantas incluem as inorganicas
NOs’, o nitrito (NO2’), o NH4" e as organicas como aminodcidos e a ureia [(NH,),CO] (MOKHELE et al., 2012).

O nitrato (NOs’) é considerado a principal fonte de N mineral para o crescimento de plantas em solos
aerados. Existem evidéncias de pelo menos trés sistemas diferentes de absorcdo do NOs™ nas plantas, sendo

que dois deles sdo de alta afinidade pelo NOs e o terceiro de baixa afinidade. Um dos sistemas de alta
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afinidade é altamente induzido pelos niveis de NOs™ externos, sendo denominado sistema transportador de
alta afinidade induzido por nitrato (iHATS), ao passo que o outro é constitutivo (cHATS) e esta igualmente
presente em plantas que ndo foram previamente supridas com NOs". O sistema de baixa afinidade (LATS)
parece ser igualmente constitutivamente expresso, em situacées em que os niveis de NOs; externos sdo
maiores que 1,0 mM (FORDE, 2000).

A absorcdo de nitrato é um processo ativo, ou seja, ocorre contra um gradiente de potencial
eletroquimico, e necessita da gera¢do de um gradiente de préton através da membrana plasmatica, portanto
depende da atividade das bombas de préton (P-H*-ATPase) dessas membranas (GLASS et al., 1992; FORDE,
2000).

Na maioria das plantas apenas uma porcdo do NOs é assimilado na raiz, sendo que o restante é
transportado através do xilema pela via transpiratdria para ser assimilado na parte aérea. No caso de haver
NOs excedente, este pode ficar acumulado no vacuolo ou até mesmo ser eliminado por extrusdo através da
membrana plasmatica (FORDE, 2000).

A primeira etapa do processo de assimilacdo do nitrato é a sua conversao a nitrito pela a¢do da
enzima redutase do nitrato (NR), localizada no citoplasma (TISCHNER, 2000). Essa enzima é a principal porta
de entrada de N no metabolismo vegetal. A reacdo de reducdo envolve a transferéncia de dois elétrons:

NOs + NAD(P)H + H* = NO7 + NAD(P)" + H,0

Onde NAD(P)H indica o NADH ou o NADPH. A forma mais comum da enzima redutase do nitrato
utiliza somente o NADH como doador de elétrons; uma outra forma da enzima, encontrada principalmente
em tecidos nao clorofilados, como raizes, pode usar tanto o NADH quanto o NADPH (TAIZ et al., 2017).

Nas plantas superiores, a redutase do nitrato que é uma enzima do citosol, é formada por duas
sbunidades idénticas (enzimas denominadas homodiméricas) com trés grupos prostéticos de transferéncia
de elétrons por subunidade: a flavina adenina dinucleotideo (FAD), o Fe-heme e um molibdénio
molibdopterina (Mo-MPT) (CAMPBELL, 1999).

A nitrato redutase é considerada uma enzima chave na regulacdo do metabolismo de nitrogénio por
ser a primeira e principal porta de entrada de nitrogénio na planta (PURCINO et al., 1994).

A atividade catalitica da redutase do nitrato depende da disponibilidade dos substratos NAD(P)H e
nitrato no citoplasma celular, bem como dos niveis e do estado de ativa¢ao da enzima funcional (CAMPBELL,
1999). A disponibilidade de luz e de oxigénio sdo os fatores externos que determinam a rdpida e reversivel
modulacdo da atividade da redutase do nitrato, ao passo que a deficiéncia de nitrato no solo tem pouco
efeito no estado de ativagdo da enzima (KAISER et al., 2001).

O NOy’, produto da atividade da redutase do nitrato, € um ion altamente reativo e potencialmente
toxico. As células vegetais realizam o transporte rdpido do nitrito gerado pela redug¢do do nitrato do citosol
para o interior dos cloroplastos nas folhas e dos plastidios nas raizes. Nessas organelas a enzima nitrito
redutase reduz o nitrito a amonio, uma reacdo que envolve a transferéncia de seis elétrons de acordo com a

seguinte reacdo geral:

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |5
v.12-n.6 * Jun 2021



Avaliagéo de um método para estimar a absorgdo radicular do nitrato em arroz
BLANGER, B. R.; LOBO, F. A.; GENUNCIO, G. C.; POSSAMAI, A. C. S.

NO; + 6 Fdreg + 8 H* > NH4" + 6 Fdox + 2H20

Onde o Fd representa a ferrodoxina e os simbolos subescritos red e ox significam forma reduzida e oxidade,
respectivamente.

Os cloroplastos e os plastideos possuem diferentes formas da enzima, mas ambas as formas possuem
dois grupos prostéticos: um grupo ferro-enxofre (FesS4) e um grupo heme especializado. Esses grupos atuam
em conjunto ligando-se ao nitrito e reduzindo-o diretamente a amonio.

O amonio é entdo convertido em aminodcidos pelas enzimas sintetase da glutamina (GS) e sintetase
do glutamato (GOGAT), formando glutamina (GLN), glutamato (GLU) e outros aminodcidos e seu metabdlitos
(CRAWFORD, 1995). Essas enzimas se localizam no citosol e nos plastideos das raizes ou nos cloroplastideos
(BECKER et al., 1993). A partir da Glutamina que é formada, o grupamento amino (-NH,) é transferido para a
a-cetoglutarato, proveniente do Clico de Krebs, pela acdo da segunda enzima Glutamato Sintetase, com
energia fornecida pela ferrodoxina reduzida (Fd) na parte aérea ou NADH na raiz, formando duas moléculas
de glutamato, uma ira regenerar o ciclo (via GS/GOGAT) e a outra pode ser usada nas reacdes biossintéticas

(SOUZA et al., 2006).

Método de Classen & Barber para avaliar a cinética de absorgao de ions pela planta

Em grande parte dos casos a absor¢do de nutrientes pelas plantas refere-se a absor¢do de ions
(FAGERIA, 1984). Muitos estudos vém sendo feitos nessa area, para entender o mecanismo de absorcao de
nutrientes pelas raizes das plantas e, embora ja tenha sido alcancado muito progresso, varios aspectos ainda
ndo foram entendidos.

A capacidade da planta em absorver nitrogénio caracteriza um fator constituinte da sua eficiéncia no
uso deste nutriente, o conhecimento prévio dos parametros cinéticos da absor¢do de NOs e NH,* é, portanto,
muito importante para a continuidade dos estudos relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio (SOUZA,
2010).

Para a determinagdo dos parametros cinéticos da absor¢ao de NOs e NH4" pelas variedades de arroz
é necessdrio a realizacdo de inUmeros experimentos com cada umas das variedades em diferentes
concentragdes do nutriente e posteriormente analise de grandes quantidades de amostras das solugdes
nutritivas nas quais as plantas foram cultivadas. Com isso a caracteriza¢do da diversidade genética, pode
possibilitar ganho de tempo na obtencdo de resultados aceitaveis, possibilitando a selecdo de variedades
geneticamente mais distintas para a realizacdo de experimentos, e impedindo a realizagao de experimentos
com genotipos idénticos (SOUZA, 2010).

Epstein et al. (1952) introduziram um tratamento da cinética de absorcdo ibnica em termos
semelhantes a enzimologia. Eles propuseram uma cinética de absorcdo de ions semelhante a de Michaelis-
Menten (BARBER, 1984). De acordo com esta hipdtese, a absor¢do de ions, em funcdo da concentracdo
externa, é simplesmente uma curva hiperbdlica. A taxa de absorcao de ions desta curva pode ser explicada,

utilizando-se a Equagdo 1 da cinética de Michaelis-Menten (BARBER, 1984).
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_ Vméx(c)

K, +C

Em que: | = influxo, ou velocidade de absorgao do ion, Vinix = velocidade de absor¢dao mdaxima do ion, C = concentragdo
do ion no meio externo, Km = constante de Michaelis-Menten para o transportador do ion.

Equagao 1

Considerando que ha um nivel minimo de C para o qual o valor de / é nulo, a Equacdo 1 deve ser

reescrita considerando esse aspecto, tomando o formato da Equacgdo 2.

] = Vméx(c B Cmin)
K + (C - le’n)
Em que: | = influxo, ou velocidade de absor¢do do ion, Vimax = velocidade de absor¢do méxima do ion, C = concentragdo
do ion no meio externo, Cmin = concentragdo do ion no meio externo em que / = 0, Km = constante de Michaelis-
Menten para o transportador do ion.

Equacgao 2

Classen et al. (1974) desenvolveram um método baseado na taxa de deplecdo do ion na solugao
nutritiva para estimar os valores de Vs, Km € Cnin. Este método consistia em se medir a concentra¢do do
elemento na solugdo nutritiva em uma séria de intervalos de tempo consecutivos e utilizar os dados para a
construcdo de uma curva. Nesse caso, a diminui¢ao no conteldo de ions da solu¢do é atribuida a absorgdo
do ion pela planta (CLASSEN et al., 1974).

Com base no método de Classen et al. (1974) propO6s um processo grafico matematico para
determinacdo dos parametros cinéticos e posteriormente (RUIZ et al., 1992) desenvolveram o software
“Cinética Win”, no qual dados obtidos em um experimento de cinética pelo método da deple¢do podem ser
facilmente utilizados para gerar esses parametros.

A despeito dos iniUmeros trabalhos ja realizados em que o método da deplecdo é utilizado para avaliar
a cinética do influxo de ions nas plantas, ha alguns comprometimentos do mesmo que suscitam duvidas
acerca da qualidade dos resultados produzidos.

O método apresenta um problema de natureza fisioldgica a ser mencionado. A exposi¢cdo das plantas
a alteragdes nas concentragdes NOs™ externos, decorrente das sucessivas amostragens realizadas na mesma
solucdo nutritiva, pode afetar a atividade do préprio sistema iHATS, uma vez que estes, por sua natureza, sdo
induzidos pelos niveis de NO5™ externos. Além disso, ha evidéncias que o sistema cHAT é, de alguma forma
ainda nado esclarecida, igualmente afetado pelos niveis de NOs externos (ASLAM et al., 1992; KRONZUCKER
et al., 1995; FORDE, 2000).

Assim, o préprio formato como o método de amostragem experimental é realizado pode produzir
resultados que ndo necessariamente representam a forma como a absorg¢do ocorreria se os tratamentos das
diferentes concentracdes de NOs  fossem aplicados em diferentes unidades experimentais. Por exemplo,
qguando da ultima amostragem, os transportadores ja experimentaram toda a série de concentragOes
anteriores e ndo somente a ultima concentracgao.

Em outras palavras, as amostragens sucessivas na mesma unidade experimental sé ndo afetariam o
processo de absorcdo se, e somente se, todos os sistemas de influxo do NOs” das membranas citoplasmaticas
fossem constitutivos e ndo afetados pelos niveis desse ion, o que ndo é uma verdade e por isso é possivel
levantar essa critica ao método.

Um outro problema do método a ser mencionado é de natureza estatistica. O ajuste de modelos
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matemadticos de regressdo pelo método dos minimos quadrados requer, como uma de suas suposi¢oes, a
observancia da independéncia dos residuos. Medidas repetidas no tempo na mesma unidade experimental
comprometem a independéncia dos residuos porque, nesses casos, se verifica a existéncia de correlagdo
entre eles (correlagdo direta ou com alguma defasagem), o que compromete seriamente o método dos
minimos quadrados para a estimativa dos parametros (SEBER et al., 2003).

O problema de natureza procedimental que igualmente se verifica é que ha aqueles que ndo fazem
a reposic¢do das aliquotas amostradas com igual volume de dgua quimicamente pura a medida que estas vao
sendo retiradas das unidades experimentais, em concordancia com o método original proposto por Classen
et al. (1974). Ndo é, portanto, um comprometimento do préprio método, mas sim um erro na condugdo do
trabalho por parte de quem o executa, contudo ele existe. Sé o fato dos pesquisadores ndo mencionarem o

procedimento da reposicdo em seus trabalhos ja levanta uma séria suspeita nesse sentido.

Variedade estudada

Nosso pais dispde de um banco de germoplasma de arroz usado para o melhoramento genético, que
é constituido de espécies que foram perpetuadas em cultivos sucessivos nas comunidades rurais aos longos
dos anos. Essas espécies evoluiram para variedades, hoje consideradas tradicionais e que contém o efeito de
inimeras variagOes genéticas ocorridas, principalmente pelas misturas de sementes, seguidas de cruzamento
natural (MORAIS, et al., 2004).

As variedades locais sdo pouco cultivadas, persistindo apenas nas comunidades mais tradicionais. Ha
alguns anos, pesquisas vem sendo realizadas para desenvolver linhagens de arroz adaptadas ao Estado de
Mato Grosso (EMBRAPA, 2008).

Sabe-se da existéncia de sementes de arroz caracterizados como ndo comerciais e que sdo cultivadas
pelos moradores de S3o Pedro de Joseldndia, distrito de Bardo de Melgaco/MT, essas variedades
tradicionalmente sdo cultivadas em dareas alagadas, anualmente, aproveitando a época de cheias da regido,
para subsisténcia das familias. As variedades foram nomeadas localmente, como Branquinho e Agulhinha
Vermelho ou somente Vermelhinho (OLIVEIRA, 2017).

Verificou-se que essas variedades sdao materiais particulares da regidgo estudada, pertencente ao
grupo japOnica e os quais ndo se encontram na Colecao Nuclear de Arroz da Embrapa, é uma variedade de

ciclo semi-tardio (137 dias) e foi observado um teor de proteina de 8,89% (OLIVEIRA, 2017).

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Faculdade de Agronomia e Zootecnia da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) — Cuiaba/MT (latitude 15°36’31”S e longitude 56°03'48”W, e
176 metros de altitude). Foram determinados os parametros cinéticos de absorcdo de N de uma variedade
de arroz ndo comercial que é cultivada pelos moradores de Sdo Pedro de Joselandia, distrito de Bardo de
Melgaco/MT no pantanal Mato-Grossense (agulhinha vermelho, ou somente “vermelhinho”).

O método proposto neste trabalho para avaliar a cinética de absorcdo de NOs” baseou-se na avaliacdo
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do teor de N total (Método Kjeldahl) presente nas raizes de plantas submetidas a diferentes concentragdes
do ion apés um periodo de 72 h de supressdo desse elemento quimico na solugdo nutritiva. Além das
concentragoes estabelecidas, acrescentamos dois vasos em que a concentragao de N, foi igual a 0,0 mM, ou
seja, as plantas ficaram somente em agua destilada apds o periodo de 72 h, essa concentragcdo de 0,0 mM
de nitrato produziu o “branco”, e o N total presente nas raizes das outras plantas menos o presente nas raizes
do “branco” foi tomado como sendo exclusivamente devido ao nitrato da solugao.

Por questGes pragmaticas, o experimento foi dividido em duas etapas: (a) solu¢Bes com
concentracdes dentro da faixa de acdo dos transportadores de baixa afinidade e (b) solugbGes com
concentragdes dentro da faixa de acdo dos transportadores de alta afinidade.

Empregou-se o delineamento em blocos ao acaso, com 11 tratamentos e quatro repeti¢cdes para
ambas as etapas do experimento. Cada parcela (vaso de 2,0L) foi composta por 3 plantas. Os tratamentos
consistiam em 11 concentracdes de N (variando de 2,0 a 0,2 mM e de 0,2 a 0,02 mM), conforme Tabela 1

abaixo.

Tabela 1: Concentragdes de nitrato utilizadas no experimento conforme afinidade dos carregadores.

Baixa afinidade Alta afinidade
2,0 MM -0,2 mM 0,2 mM -0,02 mM
2,0 0,20

1,8 0,18

1,6 0,16

1,4 0,14

1,2 0,12

1,0 0,10

0,8 0,08

0,6 0,06

0,4 0,04

0,2 0,02

0,0 0,00

o 1 66 T
Figura 1: Sementes na bandeja para germinagao. Figura 2: Plantulas sob tela na bandeja e raizes em contato
com a solugdo nutritiva.

As sementes foram colocadas para germinar de forma escalonada, cada dia foram colocadas para
germinar as sementes referentes de cada repeticdo, ou seja, cada dia uma repeticdo. Inicialmente as
sementes foram previamente desinfetadas em solugdo de hipoclorito de sédio (2%), durante 10 minutos e
depois lavadas varias vezes com agua destilada até eliminar qualquer residuo restante de hipoclorito. Apds
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o tratamento das sementes, estas foram colocadas para germinar em bandeja de pldstico com papel de
germinacdo no fundo e umedecido somente com agua destilada e a bandeja coberta com plastico filme
(Figura 1), durante 2 dias (prazo para emissdo de radicula, conforme teste realizado previamente).

Depois disso, as plantulas foram mantidas sobre uma tela de plastico, e na bandeja foi adicionada a
solucdo nutritiva de Hoagland et al. (1950) a % da forc¢a i6nica, deixando somente as raizes ficarem em
contato com a solugdo, para iniciar a adaptacdo com a solu¢do nutritiva (Figura 2).

Para formulacdo das solugdes nutritivas utilizadas no decorrer do experimento foram usados os

seguintes fertilizantes com suas respectivas dosagens (Tabela 2).

Tabela 2: Fertilizantes utilizados na formulagdo da solugdo nutritiva e respectivas dosagens conforme forga idnica da
solugdo.

g/1000L

Fertilizantes 100% 50% 25%
Calcinit 842,00 421,00 210,50
Krista K 500,00 250,00 125,00
Krista MKP 90,40 45,20 22,60
Krista MAG 39,50 19,75 9,88
Krista SOP 134,00 67,00 33,50
MgSO4 53,00 26,50 13,25
Krista MOP 450,00 225,00 112,50
ConMiicros 15,20 7,60 3,80

Trés dias apds esse processo de adaptacao, as plantas similares ao desenvolvimento de parte aérea
e raiz foram transferidas para vasos de plastico, pintados externamente com tinta spray cinza aluminizada
com capacidade de 2,0 L, e dispostos sobre bancadas na casa de vegetacdo. Uma lamina de isopor forrada
com papel aluminio, com 3 furos equidistantes foi ajustada na parte superior interna de cada vaso e em cada
furo foi colocada espuma com objetivo de manter as plantas eretas e apenas o sistema radicular ficou em

contato com a solugao (Figura 3).

Figura 3: Plantas nos vasos na casa de vegetacao.

Também neste segundo momento foi utilizada a solugdo de Hoagland et al. (1950) com % da forga
ibnica, porém durante os 5 primeiros dias (plantulas nas bandejas). Quando as plantas foram transferidas
para os vasos na casa de vegetagdo, utilizou-se também a solugdo com % da forga iGnica, porém dois dias
depois observou-se que as plantas estavam queimando, e houve a troca da solugdo, para 10% da forga idnica
durante trés dias (para realizar a aclimatagdo das plantas na casa de vegetacdo), posteriormente a solugao
foi novamente trocada para a % da forca idnica e as plantas permaneceram doze dias nessa solugao. Em
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seguida a solucdo foi trocada para % da forga i6nica durante nove dias e finalmente a solugdo foi trocada
para 100% da forca idnica nos ultimos 4 dias do experimento.

Depois de 40 dias apos a germinacdo (DAG) (estadio de desenvolvimento vegetativo V7-V8), as
plantas foram privadas de N na solugdo nutritiva durante 72 horas, e a partir de entdo a solugdo foi reposta

com as diferentes concentragGes estabelecidas (Figura 4).

Figura 4: Plantas de arroz no dia da realiza¢do da cinética.

Neste momento, as solugGes foram formuladas somente com N, utilizando-se o fertilizante Krista K
(nitrato de potassio) da empresa Yara, e o pH mantido em 5,8. Apds 30 minutos, as plantas foram retiradas
da solucdo e as raizes separadas e imediatamente lavadas varias vezes em agua destilada (Figura 5) e depois
acondicionadas em sacos de papel para secar em estufa a 65 °C durante trés dias até massa constante. Depois

de retirar as plantas, foram realizadas as medidas de pH e condutividade elétrica dos vasos.

Figura 5: Raizes sendo separadas da planta, lavadas em agua destilada e retirado o excesso de dgua para ir para os
sacos de papel.

Apods pesadas, as amostras foram colocadas em sacos de plastico, identificadas e enviadas para
anadlise laboratorial para quantificacdo de N.

A solugdo nutritiva teve pH entre 5,8 e 6,1, ajustadas com HCL ou (KOH). O pH e a condutividade
elétrica das solugGes foram medidos diariamente, e estabeleceu-se que a solugdo seria trocada se o pH
estivesse abaixo de 5,5 ou atingisse 6,5. Ou se a condutividade variasse em 15% em relagao ao dia que houve
troca de solugao.

Para todos os casos, o calculo do influxo de NOs™ para as raizes das plantas foi calculado a partir dos
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resultados analiticos dos teores de N total de cada tratamento subtraido do teor de N total do branco (0,0
mM de NOs? na solugdo nutritiva) e dividido pelo tempo de 0,5 h referente a permanéncia das plantas na
solucdo com o tratamento especificado. Com isso, se teria apenas o N na forma de NOs™ que foi absorvido
nesse tempo, eliminando-se todas as demais formas de N ja presentes em outros compostos estruturais e
nao estruturais na raiz. Como o teor de N total proveniente das analises do Laboratério de Analises de Plantas
é dado em g kg, sua conversdo em mol kg foi feita dividindo-se a massa de N dada em g pelo valor do seu
mol (14,0067 g mol ). Uma vez que cada mol de NOs" tem um mol de N, essa conversdo permitiu igualmente
considerar o resultado do célculo do influxo foi de NOs".

A partir desses célculos de influxo de NO3', seria realizado o ajuste da curva de cinética da absorc¢ado
do ion de acordo com a Equacdo 2, a fim de estimar, em cada caso, os valores de Vinax, Km € Cmin. O ajuste do
modelo matematico aos dados dos dois casos seria realizado com o emprego do programa livre R.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo permitiram realizar o ajuste de curva da cinética de
absorg¢do (uma hipérbole retangular, similar a da cinética enzimatica de Michaelis & Menten). Neste caso, foi
empregada apenas uma regressao linear do primeiro grau, considerando a andlise de variancia do
delineamento experimental em blocos casualizados e o desdobramento dos tratamentos em regressao e
falta de ajustamento. Todos os dados foram previamente submetidos aos testes de normalidade (Shapro-

Wilk) e homogeneidade de variancias (Fligner-Killeen) dos residuos. As analises foram feitas no R.

Método Kjeldahl para avaliacao do teor de N total das raizes

Este método é dividido em trés etapas principais: a digestao, destilacdo e a titulagdo. A seguir sera
descrito o procedimento adotado pelo Laboratdrio que realizou as analises nas amostras de raiz.

Digestdo: A amostra é digerida com acido sulfurico concentrado sob aquecimento, transformando
todo o nitrogénio organico em ions amonio: a) Pesar 0,100 gr da amostra de material vegetal previamente
preparada e transferir para o tubo digestor; b) Adicionar 1,5 gr de Sulfato de Potassio (K;SO4). Adicionar 0,3
gr de Sulfato de Cobre (CuSO4) e em seguida adicionar 3 ml de H,SO, concentrado; c¢) Colocar no bloco
digestor a 50°C e aumentar a temperatura lentamente até 350°C, até a solucdo clarear e deixar mais 30
minutos; d) Deixar esfriar, adicionar 20 ml de agua destilada, agitar até dissolver o residuo, que as vezes
solidifica.

Destilagao: a solugdo obtida é alcalinizada com hidréxido de sédio concentrado e a amonia produzida
nessa etapa é destilada e captada por uma solu¢do de acido bérico, formando borato de amonio: a) Pipetar
10 ml da solugdo de acido bdrico (HsBOs), mais indicador e colocar em erlemayer de 125 ml; b) Encaixar o
tubo de digestdo no destilador e colocar o erlemayer na saide deste ultimo; c) Medir 10 ml de Hidréxido de
Sédio (NaOH) 13 N, diretamente no copo de entrada do destilador e abrir a torneira, lentamente, para que a
solugdo misture com o contetdo do tubo de difestdo. Lavar o copo de entrada com agua destilada; d) Fechar
as torneiras e elevar a temperatura do micro destilador até a marca 10. Quando iniciar a fervura voltar até a
marca 6 ou 7 e manter esta temperatura; e) Deixar destilar até que a solu¢do Acido Bérico passe

aproximadamente o dobro do volume inicial (+- 50 ml).

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |12
v.12-n.6 * Jun 2021



Avaliagéo de um método para estimar a absorg¢do radicular do nitrato em arroz
BLANGER, B. R.; LOBO, F. A.; GENUNCIO, G. C.; POSSAMAI, A. C. S.

Titulagdo: consiste na titulagdo do borato de amo6nio com uma solugdo de acido sulfurico ou de acido
cloridrico padronizada (HCl) de titulo conhecido até a viragem do indicador: a) Titular com a aménia com
(HCI) 0,07143 N até a mudanca de cor verde para rosa escuro; b) Fazer prova em branco pesando 100 mg de
EDTA, passando por todo o processo de digestdo, destilagao e titulagao.

Calculo: Gasto de HCL 0,07143 N = % N na amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método proposto neste trabalho ndo produziu resultados satisfatdrios. Verificou-se que o teor de
N total quantificado nas raizes das plantas foi praticamente igual para todas as plantas submetidas as
diferentes concentra¢cdes de NOs na solucdo nutritiva. Em alguns casos, inclusive, o teor de N total no
“branco”, submetido a 0,0 mM de NOs, foi superior ao de algumas plantas submetidas a maiores
concentragoes e, nesses casos, decidiu-se atribuir o valor nulo para o célculo do influxo.

Na Figura 6 se observa o resultado da analise de regressdo para os dados obtidos das amostras de
raiz que foram submetidas as concentragdes de nitrato dentro da faixa de agdo dos transportadores de baixa
afinidade e na Figura 7, de alta afinidade. De igual maneira, as andlises de variancias respectivas dessas duas

etapas do experimento estdo nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Analise de varidncia do influxo de nitrato referente ao sistema de baixa afinidade.

Causa de variagao gl SQ MQ F p-valor
Tratamentos 9 0,42192 0,04688 1,24630 0,31471
Regressdo 1 0,00278 0,00278 0,07388 0,78810
Falta de ajuste 8 0,41914 0,05239 1,39290 0,24956
Blocos 3 0,28661 0,095536 2,5399 0,08032
Residuo 24 0,90274 0,03761

Total 36 1,61125

Teste de normalidade por Shapiro-Wilk: W = 0,95281; p-valor = 0,1189.
Teste de homogeneidade de variancia por Fligner-Killeen: qui-quadrado = 8,247; df = 9; p-valor = 0,5095.

Com esses resultados ndo é possivel ajustar qualquer curva de cinética de absorgao de nitrato, tanto

para avaliar a atividade dos transportadores de alta quanto para baixa afinidade.
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mM de nitrato mM de nitrato.

As seguintes fontes de erro foram levantadas: (a) se a quantidade de nitrato absorvida pela raiz for
menor ou igual ao valor referente a resolucdo do método de determinagdo do N total (Método Kjeldahl) no

Laboratério de Andlises de Plantas, isso significa dizer que ndo ha como o influxo ser calculado utilizando esse
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método, (b) se a variabilidade natural do teor de N total (medido pelo método Kjeldahl) entre as repeti¢cdes
de um mesmo tratamento for superior a quantidade de nitrato absorvida pela raiz, isso inviabiliza o uso do
método Kjeldahl na detecc¢do de nitrato para fins de cinética enzimatica e (C) se o tempo de permanéncia do
nitrato na raiz antes de ser translocado para a parte aérea for menor do que o experimentalmente necessario

para realizar os procedimentos amostrais, ndo serd possivel detecta-lo, impossibilitando calcular o influxo.

Tabela 4: Analise de variancia do influxo de nitrato referente ao sistema de alta afinidade.

Causa de variagao gl SQ MQ F p-valor
Tratamentos 9 0,42371 0,04708 1,26720 0,30040
Regressdo 1 0,158375 0,158375 4,26302 0,04992
Falta de ajuste 8 0,26533 0,03317 0,89276 0,53744
Blocos 3 0,02024 0,00675 0,1816 0,9079
Residuo 24 0,96592 0,03715

Total 38 1,409861

Teste de normalidade por Shapiro-Wilk: W = 0,96182; p-valor = 0,205.
Teste de homogeneidade de variancia por Fligner-Killeen: qui-quadrado = 14,778; df = 9; p-valor = 0,0972.

Analisando-se a primeira fonte de erro, em relagdo a resolu¢ao do método, ou em outras palavras o
seu limite de detec¢do, a quantidade minima de volume do titulante (HCl, 0,07143 N) possivel de ser
dispensada e identificada pelo usudrio na bureta é de 0,05 mL. Isso significa dizer que, teoricamente, seria
possivel detectar até um minimo de 50,0249 pg ou 3,5715 umol de N no titulado (NHsH,BOs, considerando
o seu moligual a 1063,965 g mol). Como s3o empregados 100 mg de massa seca da raiz nesse procedimento,
a concentragao expressa em porcentagem de N avaliada seria de 0,05% e expressa em nimero de moles, de
35,715 mmol kg* MS. Considerando do tempo de 30 min em que o processo do influxo de nitrato foi medido,
é possivel se chegar ao valor de influxo medido dessa forma igual a 71,43 mmol h?! kg MS. Neste caso
improvavel, porque do ponto de vista instrumental o processo de titulagdo se encerraria apenas com uma
Unica gota dispensada da bureta, o valor de influxo obtido esta totalmente aquém do requerimento exigido
para a medicdo da cinética do influxo de nitrato pelos transportadores de baixa afinidade e muito menos
ainda para os de alta afinidade. Por exemplo, Justino et al. (2006), avaliando os efeitos do Al sobre a absorgao
e redugdo de nitrato em duas cultivares nacionais de arroz, encontraram valores da velocidade maxima (Vimax)
de influxo variando de 19,41 a 23,34 mmol h kg MS. S30 comuns valores de influxo de nitrato em raizes de
plantas de arroz da ordem de 18,00 a 81,00 mmol h'tkg™ MS (RAMAN et al., 1995) ou 5,4 a 68,4 mmol h' kg
1 MS (YOUNGDAHL et al., 1982) e esses s3o valores que devem se encontrar dentro da faixa de detecc¢do do
método, ndo devendo estar tanto no seu limite maximo quanto minimo de resolucéo.

Com relagdo a segunda fonte de erro, é possivel observar nos Quadros 1 e 2 que as diferencas
maximas encontradas nas concentracées de N total obtidas entre as repeticdes de um mesmo tratamento
sdo inferiores as magnitudes das diferencas entre os valores de influxo de nitrato que se pretende avaliar
entre dois niveis consecutivos dos tratamentos aplicados (concentragdes de nitrato na solugdo nutritiva). Isso
indica que a variabilidade natural do teor de N total presente nas raizes numa condi¢ao qualquer pode ser
empregado na estimativa do influxo de nitrato desde que o método empregado nessa determinagao tenha

a resolucdo desejada.
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Quadro 1: Teores de N total das amostras avaliadas segundo os diferentes tratamentos aplicados para avaliagdo de
influxo por transportadores de baixa afinidade.

Tratamentos (teor de NO5™ na solugdo,
mol L1)

Repetigdes

Teor de N total (mmol kg-
L MS)

Maxima diferenca entre as repeti¢cdes (mmol
kg1 MS)

0,00

2,07

1,93

2,00

2,00

0,14

0,20

2,14

1,93

2,07

2,14

0,21

0,40

1,93

2,07

2,21

2,14

0,29

0,60

2,14

2,21

2,14

1,93

0,29

0,80

1,93

2,07

2,21

0,29

1,00

2,14

2,43

2,21

2,21

0,29

1,20

1,86

2,28

2,00

2,21

0,43

1,40

2,07

2,28

1,93

0,36

1,60

2,21

2,21

2,21

0,00

1,80

2,07

2,21

2,21

1,86

0,36

2,00

1,86

2,14

2,14

PIWINIRP[RWINIRP|RIWIN|IRP|IRIWIN(RP[ARIWIN[(RP[RPIWINIR[R(WINIRPIRIWIN|IRP|IRIWIN(RP|AR|IWIN(R[ARIW|N|-

2,00

0,29

Quadro 2: Teores de N total das amostras avaliadas segundo os diferentes tratamentos aplicados para avaliagdo de
influxo por transportadores de alta afinidade.

Tratamentos (teor de NO5™ na solugdo,
mol L1)

Repeticdes

Teor de N total (mmol kg-
1 MS)

Maxima diferenca entre as repeti¢cdes (mmol
kg1 MS)

0,00

1,94

2,07

2,09

1,86

0,46

0,02

2,07

1,93

2,07

2,07

0,29

0,04

2,07

2,07

WINIR[ARIWIN|IR|BR(WIN|F

2,07

0,10
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2,12
2,00
1,97
2,00
2,14
2,00
2,04
2,00
1,86
2,00
2,22
2,39
2,02

0,06 0,34

0,08 0,18

0,10 0,39

2,31
1,93
2,14
2,14
2,07
2,14
2,05
2,04
2,21
2,21
2,21
2,21
2,07
1,93
2,14
2,14
2,09
2,07
2,21

0,12 0,38

0,14 0,09

0,16 0,17

0,18 0,29

0,20 0,14

PIWINIRPR[RIWIN|IRP|R(WINIRP|RIWIN(R|[ARIWIN(R[R[WINIRP|R(WIN|IRP|RIWIN(R|>

Observando os dados de influxo do nitrato em arroz em diferentes trabalhos publicados (RAMAN et
al., 1995; YOUNGDAHL et al., 1982), é plausivel considerar que os métodos capazes de diagnosticar valores
de influxo da ordem de até 2,0 mmol h* kg™ MS s3o satisfatdrios. Assim sendo, a magnitude da variabilidade
do teor de N total entre as repeticdes de um mesmo tratamento de cinética de absor¢do de nitrato precisa
ser inferior a esse valor. Pelos Quadros 1 e 2, considerando um tempo de 30 min de exposi¢ao das plantas
aos tratamentos, para efeito de cdlculos, tomando-se a maior diferenga entre as repeticGes de um mesmo
tratamento (Quadro 2, para o tratamento com 0,00 mmol L? de nitrato, cujo valor da maxima diferenca é
igual a 0,46 mmol kg! MS), é possivel verificar que nesse quesito, o0 método proposto neste trabalho é
adequado, em se tratando de uso do N total das raizes para estimativa do influxo de nitrato.

A terceira fonte de erro pode ser eliminada em fung¢do das evidéncias de que sim, é possivel detectar
o influxo de nitrato em raizes de plantas jovens de arroz apds 30 min de exposi¢do das plantas aos diferentes
tratamentos para estimativa da cinética de absorcdo, como pode ser visto nos trabalhos de Anti et al. (2001).

Outras fontes de erro ndo tdo débvias também podem ter afetado os resultados obtidos neste
trabalho, contudo ha necessidade de que sejam avaliadas com procedimentos experimentais capazes dessa
avaliacao.

O fato das plantas terem permanecido 72 horas em solucdo sem N, pode ter ocasionado uma rapida

absorcdao do N quando aplicados os tratamentos nas diferentes concentracdes. Segundo Gazzarrini et al.
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(1999), a absorg¢do de N aumenta quando plantas sdao submetidas a um periodo de deficiéncia do nutriente,
sendo a magnitude desse incremento fun¢do da concentragdo de N na solucgdo.

Um fator que deve ser levado em consideragdo é que o tempo de resposta dos genes que codificam
as proteinas transportadoras, pode variar grandemente, resultando numa ampla variagcdao de padrées de
cinética de absor¢ao.

Atualmente ha grandes esforcos da pesquisa voltados em aumentar a eficiéncia na utilizagdo de
nitrogénio pelas plantas, voltando-se principalmente aos estudos da eficiéncia das diferentes enzimas e suas
isoformas envolvidas no ciclo do N na planta e a identificacdo dos transportadores de nitrogénio presentes
na membrana plasmatica das células. A manipulacdo dos transportadores de nitrato e aménio abre uma
perspectiva de atuar-se de forma direta no processo de absor¢do de N pela planta. Para isso, sdo necessarios
o isolamento, a identificacdo, a caracterizacdo e a clonagem dos genes responsdveis pela expressdao dos
transportadores de alta afinidade para NOs; e NHs* e transportadores de baixa afinidade para NOs
(CRAWFORD, 1995; HUANG et al., 1996; TOURAINE et al., 1997; VON WIREN et al., 1997).

Um aspecto importante a ser considerado, no caso desse estudo, é que pode estar ocorrendo
também a transicdo de um sistema de absorcdo para o outro, ou ainda, os dois sistemas poderiam estar
atuando simultaneamente. Portanto investiga¢Oes futuras devem ser conduzidas para caracterizar em quais
faixas de concentracdo operam os sistemas de transporte de alta e baixa-afinidade de nitrato e de amonio

em arroz.

CONCLUSOES

O método proposto ndo produziu resultados satisfatérios, fundamentalmente devido a resolucdo
(limite de detecgdo) do método utilizado na quantificacdo do teor de N total das raizes das plantas (método
de Kjeldahl). Nesse sentido, seria interessante avaliar outros métodos, quer seja para detecgdo do N total,
quer seja para a deteccdo exclusivamente do nitrato, mantendo o mesmo protocolo de avaliacao do sistema

radicular das plantas.
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