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Apresentação

As adubações nitrogenadas que se fazem necessárias para incrementar a

produtividade agrícola têm o lado negativo de provocarem  danos

ambientais, pela contaminação do solo e da água, além de constituírem

importante fator de aumento do custo de produção. Estudos realizados há

algumas décadas indicaram a existência da diversidade genética e,

portanto, a possibilidade de seleção de materiais  com maior eficiência no

uso de nitrogênio. A busca dessas plantas constitui preocupação dos

cientistas. Essa não é uma tarefa fácil, dada o elevado número de fatores

ambientais que interferem no metabolismo do nutriente.

As modernas técnicas de biologia molecular são aliadas de peso dos

pesquisadores, que  conjuntamente com estudos bioquímicos e fisiológicos

podem resultar em importantes avanços relativos ao aumento da eficiência

do uso de nitrogênio pelas plantas.

A presente publicação discorre sobre os progressos relativos ao tema, sem

deixar de considerar também as perspectivas de ações futuras, cujos

resultados trarão benefícios  econômicos e ambientais.

Hoston Tomás Santos do Nascimento

Chefe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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Introdução

O nitrogênio (N) é considerado elemento essencial para as plantas, pois

está presente na composição das mais importantes biomoléculas, tais

como ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteínas e inúmeras enzimas

(HARPER, 1994). É um dos elementos minerais requerido em maior

quantidade e em muitos sistemas de produção. Sua disponibilidade é

quase sempre um fator limitante, influenciando o crescimento da planta

mais do que qualquer outro nutriente.

A maior fração do N no solo está na forma orgânica e seu aporte ocorre por

deposições atmosféricas, fixação biológica, adubações químicas e

orgânicas. No entanto, em razão da sua alta mobilidade, está sujeito a

muitas perdas em decorrência de inúmeros fatores dos muitos processos aos

quais está sujeito, tais como lixiviação de nitrato, volatilização de amônia e

emissão de N
2
, N

2
O e outros óxidos de nitrogênio (CANTARELLA, 2007).

1Trabalho de revisão apresentado pela primeira autora, no exame de qualificação do
Curso de Doutorado em Agronomia (Ciência do Solo) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro.
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Dada a sua importância e a alta mobilidade no solo, o nitrogênio tem

sido intensamente estudado, no sentido de maximizar a eficiência do

seu uso. Para tanto, as pesquisas com N em sua maioria buscam

formas de diminuir suas perdas no solo, bem como melhorar sua

absorção e metabolismo no interior da planta (BREDEMEIER;

MUNDSTOCK, 2000).

A eficiência de uso do nitrogênio refere-se ao grau de recuperação

desse elemento pelas plantas, considerando as perdas que geralmente

ocorrem. Normalmente, menos de 50 % do nitrogênio aplicado sob a

forma de fertilizante é utilizado pelas culturas (PEOPLES; HERRIDGE;

LADHA, 1995).

Existem diversos caminhos possíveis para se aumentar a eficiência de

uso do nitrogênio. Uma alternativa simples é a diminuição nas doses

de adubos para níveis que sejam produtivos e seguros (FERNÁNDEZ et

al., 1998). Outra possibilidade é o melhoramento genético, como é o

caso de várias culturas cujo melhoramento visa a obtenção de

cultivares mais produtivos para solos pobres em N (MACHADO, 1997;

SANTOS et al., 1998).
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Absorção do nitrogênio pelas
plantas

A passagem de nitrato (NO
3
-) e de amônio (NH

4
+) por meio membrana

plasmática das células da epiderme e do córtex da raiz ocorre por meio de

transportadores específicos para essas formas (BREDEMEIER;

MUNDSTOCK, 2000).

Após a entrada na célula, o nitrato pode ser reduzido a nitrito (NO
2
-) no

citosol, através da enzima nitrato redutase (NR - EC. 1.6.6.1) e, logo a

seguir, convertido a NH
4
+ no plastídio, através da enzima nitrito redutase. O

amônio é, então, incorporado em aminoácidos pelas enzimas glutamina

sintetase (GS – EC. 6.3.1.2) e glutamato sintase (GOGAT – EC. 1.4.1.13),

formando glutamina (GLN), glutamato (GLU) e outros aminoácidos e seus

metabólitos (CRAWFORD, 1995). Alternativamente, o NO
3
- e o NH

4
+ podem

ser transportados por carregadores específicos através do tonoplasto e

armazenados no vacúolo, para posteriormente serem reduzidos no citosol da

mesma célula ou serem translocados inalterados para a parte aérea da planta.

A absorção de N através da membrana plasmática é mediada por dois tipos de

carregadores (VON WIRÉN; GAZZARRINI; FROMMER, 1997), os de baixa

afinidade (Low Affinity Transport System – LATS) e os de alta afinidade (High

Affinity Transport System – HATS). Os LATS operam quando a concentração

externa de N é alta e são caracterizados por serem constitutivos e não

sujeitos à regulação. Os HATS atuam sob baixas concentrações externas de

N e podem ser constitutivos (Constitutive High Affinity Transport System -

CHATS) ou induzidos pela exposição ao N (Inducible High Affinity Transport

System - IHATS) (LEA, 1993).

O transporte do nitrato, sob concentrações externas inferiores a 100-200

µmol  L-1, ocorre via carregadores de alta afinidade (HATS), com um K
m

entre 7 e 100 µmol L-1. Acima dessas concentrações, a absorção de nitrato

ocorre pelos carregadores de baixa afinidade (LATS), com K
m
 maior que 0,5

µmol L-1 (VON WIRÉN; GAZZARRINI; FROMMER, 1997).
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A absorção do amônio é mediada pelo HATS quando a concentração externa

deste íon é menor que 1 µmol L-1, enquanto que o LATS é responsável pela

absorção de amônio em concentrações externas superiores a 1 µmol L-1

(VON WIRÉN; GAZZARRINI; FROMMER, 1997).

Nesse contexto, a absorção de N é modulada pela presença dos

carregadores específicos; pela afinidade desses carregadores em relação ao

nitrato ou amônio;  pela quantidade de N presente no solo.

 A quantidade de N absorvida varia durante o ciclo de desenvolvimento da

planta em função da quantidade de raízes e da taxa de absorção por unidade

de peso de raiz. Essa quantidade aumenta progressivamente durante o

período de desenvolvimento vegetativo, atinge o máximo durante os

estádios reprodutivos e cai na fase de enchimento dos grãos (BREDEMEIER;

MUNDSTOCK, 2000).

Segundo Imsande e Touraine (1994) os fatores intrínsecos à planta têm papel

relevante nesse processo, como pode ser verificado nos mecanismos do ciclo

de aminoácidos entre o colmo e a raiz e o suprimento de carboidratos às

raízes.

Considerando que o nível de aminoácidos no floema da raiz regula a absorção

e a assimilação de nitrogênio pela planta, durante o rápido crescimento

vegetativo, Imsande e Touraine (1994) observaram que são altas as taxas de

redução de nitrato e síntese de aminoácidos nas folhas, onde é utilizada a

maioria dos aminoácidos para a síntese de clorofila, rubisco e outras

proteínas e, com isso, é baixo o nível de aminoácidos no floema que entra nas

raízes.

Por outro lado, durante a fase reprodutiva, diminui a taxa de redução de

nitrato, em função da remobilização do N foliar para o desenvolvimento das

inflorescências, aumenta a exportação de aminoácidos das folhas,

enriquecendo, com esses compostos, o floema que entra nas raízes. O

mecanismo proposto sugere que esses aminoácidos provocam uma redução
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na taxa de absorção de NO
3
-. É provável que os altos níveis de aminoácidos

nas raízes inibam a ação dos transportadores de NO
3
- na membrana e a

síntese da enzima NR (LEA, 1997).

A absorção de nitrogênio pode ser modulada pelo suprimento de carboidratos

às raízes que atuam no processo de transporte de íons pelas membranas, os

quais são dependentes de energia. Os carboidratos provindos da parte aérea

disponibilizam a energia para esse processo, como mostrado por Huppe e

Turpin (1994), em trigo. Esses autores mostraram que a capacidade das

raízes em absorver nitrogênio esteve diretamente correlacionada com o

suprimento de carboidratos. Isso explica, em parte, a variação diária na taxa

de absorção de N nas plantas em função da maior disponibilidade de

carboidratos na presença de luz.

Nesse mesmo contexto, um estudo detalhado foi realizado em soja por

Touraine, Muller e Grignon (1992), no qual foi realizado o incremento do

suprimento de carboidratos às raízes com a adição de malato e a diminuição

dos carboidratos com o corte do hipocótilo. A adição de malato ao meio de

cultivo praticamente dobrou a taxa de absorção de NO
3
-, enquanto que o corte

do hipocótilo resultou na diminuição gradativa da taxa de absorção de nitrato,

ou seja, ambos os tratamentos afetaram a disponibilidade energética.

Segundo Vessey, Raper e Henry (1990), o suprimento de energia também é

modificado quando é alterada a taxa de translocação de carboidratos para as

raízes. Assim, se no decorrer do desenvolvimento de uma planta, houver

emissão de uma nova folha, grande parte dos carboidratos é direcionada para

o desenvolvimento do novo órgão, e então há uma diminuição na taxa de

translocação desses compostos para o sistema radicular, diminuindo a

disponibilidade de energia nas raízes, o que reduz a taxa de absorção de

nitrogênio.
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Assimilação do nitrogênio pelas
plantas

A assimilação do N compreende os processos de redução do nitrato a amônio

e a incorporação do amônio em aminoácidos. A taxa e a quantidade de

nitrogênio assimilado pelas plantas durante o seu ciclo dependem da

atividade das enzimas envolvidas no ciclo desse nutriente e da

disponibilidade de energia necessária para os processos de assimilação.

A assimilação do N pelas plantas além de ser regulada pelas enzimas do

ciclo desse elemento, também é regulada pela disponibilidade energética,

pois é um processo altamente exigente em termos de energia. O processo de

conversão requer a transferência de dois elétrons por NO
3
- convertido em

NO
2
-,  seis elétrons por NO

2
- convertido em NH

4
+ e  dois elétrons e um ATP

por molécula de NH
4
+ convertida em glutamato (BLOOM; SUKRAPANNA;

WARNER, 1992). Disso decorre que a assimilação do NO
3
- demanda mais

energia, em comparação à assimilação do NH
4
+, e isso é comprovado com as

maiores taxas de liberação de CO
2
 respiratório no processo de assimilação do

nitrato (WEGER; TURPIN, 1989).

A exigência energética da assimilação do amônio é menor do que a exigência

energética para a assimilação do nitrato, em razão do primeiro não precisar

ser reduzido para sua incorporação em aminoácidos. Bloom, Sukrapanna e

Warner (1992) observaram em cevada que o metabolismo do NO
3
- consumiu

23 % de toda energia produzida na raiz, em comparação aos 14 % exigidos

para o metabolismo do NH
4
+.

O aproveitamento dessa vantagem energética orientou a criação de programas

de seleção de linhagens de milho (Zea mays) com maior eficiência na utilização

do NH
4
+. O pressuposto para essa orientação foi que as plantas supridas com

amônio exigem menos energia para crescer e, em decorrência, o número de

plantas por área pode ser aumentado, resultando em maior produtividade

líquida. Para tanto, as plantas necessitam ter alta atividade da GS e GOGAT, e
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o NH
4
+ deve ser a forma do fertilizante aplicado ao solo e preferencialmente

assimilada pela planta (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

Com relação à disponibilidade energética para a assimilação do N, além

de ser considerada a fonte de N fornecida às raízes, deve ser considerado

também  o local da assimilação. O nitrogênio, uma vez absorvido, pode

ser assimilado na própria raiz ou ser transportado para as folhas, onde,

então, ocorre a sua assimilação. Nas folhas, a energia para as reações de

assimilação do nitrogênio é gerada nos cloroplastos pela fotossíntese, no

citosol pela glicólise, e nos mitocôndrios pelo ciclo do ácido tricarboxílico

no processo de respiração (HUPPE; TURPIN, 1994). Nos cloroplastos, as

reações catalisadas pela NR e GOGAT exigem a redução da ferredoxina, o

que é feito pelo sistema de transporte não-cíclico de elétrons

(CRAWFORD, 1995).

Quando o nitrogênio é metabolizado nas raízes, a energia é gerada no citosol,

através do ciclo das pentoses e da glicólise, e nos mitocôndrios pelo ciclo do

ácido tricarboxílico. A ferredoxina, para as reações que envolvem a NR e a

GOGAT, é reduzida no citosol pelo NADPH produzido pelo ciclo das pentoses

(CRAWFORD, 1995). Nas raízes, existe a necessidade de importação de

carboidratos produzidos nas folhas para, após serem metabolizados, gerar

energia e fornecer esqueletos de carbono para o processo de incorporação

do nitrogênio em aminoácidos (OAKS, 1994).

Harper (1994) cita que em estudo comparativo com a cultura do milho foi

verificado que os custos energéticos para a conversão de NO
3
- em glutamato,

em tecidos verdes (folhas) e em tecidos não-verdes (raízes) variavam. A

assimilação de uma molécula de NO
3
- em aminoácidos nas raízes consumiu

a energia equivalente à absorção de 35 fótons, enquanto que nas folhas esse

mesmo processo consumiu a energia equivalente à absorção de 20 fótons.

Essa vantagem energética é a base da sugestão da seleção de linhagens que

maximizem a redução de NO
3
- nas folhas, visando reduzir as exigências

energéticas e aumentar a produtividade.
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Ação das enzimas na eficiência de
uso do nitrogênio

Componentes fisiológicos como a atividade das enzimas envolvidas no

processo de assimilação: nitrato redutase (NR), glutamina sintetase (GS) e

glutamato sintase (GOGAT), têm sido propostos como critério auxiliar na

seleção de cultivares eficientes no uso do nitrogênio (FURTINI, 2008). Cregan

e Berkun (1984), em estudos genéticos sobre o metabolismo do N,

concluíram que os atributos fisiológicos e bioquímicos relacionados a esse

metabolismo deveriam ser incorporados à seleção de plantas para a eficiência

de uso do nitrogênio.

 A nitrato redutase é a primeira enzima na cadeia de redução do nitrogênio

dentro do processo de assimilação do N nas plantas (PURCINO;

MAGNAVACA; MACHADO, 1994). Por causa do seu papel regulador, a

atividade da NR está relacionada, indiretamente, com a produtividade das

culturas. Isso com base na pressuposição de que plantas com alta atividade

da NR possuem maior capacidade de assimilar o nitrato disponível e, em

consequência, maior capacidade em responder à adubação nitrogenada.

Vários trabalhos experimentais foram conduzidos para testar essa hipótese e

para avaliar a possibilidade de se utilizar a atividade dessa enzima como

ferramenta auxiliar no desenvolvimento de genótipos mais produtivos ou

mais eficientes no uso do nitrogênio (HAGEMAN; LAMBERT, 1988;

HAGEMAN; LENG; DUDLEY, 1967; MACHADO; MAGALHÃES, 1995;

PURCINO; MAGNAVACA; MACHADO, 1994).

No final da década de 60, várias pesquisas avaliaram a possibilidade de

selecionar híbridos de milho mais produtivos em função da maior atividade

da NR. Essa linha de pesquisa foi desenvolvida principalmente por Beevers e

Hageman (1969), que verificaram o aumento da atividade da NR com a adição

de NO
3
- ao meio de cultivo em inúmeras espécies de plantas. Essa ideia foi

reforçada pelas correlações positivas entre produtividade de grãos de híbridos

de milho e atividade da NR obtidas por Deckhard, Lambert e Hageman (1973).
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Essas correlações, embora significativas, foram baixas, indicando que a

assimilação de NO
3
+ não era influenciada apenas pela atividade da NR.

Posteriormente, trabalhos como os de Fakorede e Mock (1978) e

Eichelberger et al. (1989) não mostraram aumentos de produtividade de

híbridos de milho associados com aumentos na atividade da enzima NR e

concluíram que a atividade dessa enzima não era um critério adequado para

ser utilizado como parâmetro no melhoramento, e tampouco como indicativo

de alta eficiência na assimilação do N.

Purcino et al. (1990) observaram que materiais com alta atividade da NR

tendiam a ser responsivos à adubação nitrogenada e, eficientes no uso do N,

em ambientes com baixo teor desse nutriente, enquanto que materiais que só

produziam bem quando adubados tendiam a ter baixa atividade dessa

enzima. Feil, Thiraporn e Stamp (1993) encontraram correlação positiva entre

a atividade da NR em plântulas e a produtividade de grãos em milho.

Purcino, Magnavaca e Machado (1994) avaliaram a atividade da NR em

genótipos modernos e antigos de milho, desenvolvidos em dois níveis de

nitrogênio, e observaram que as  cultivares modernas apresentavam melhores

produtividades, mas a atividade da NR não apresentou correlação com a

produção.

Por outro lado, Machado e Magalhães (1995) verificaram que na variedade de

milho, Nitrodente, a atividade da NR não foi modificada pela seleção para

baixos níveis de N e que em populações da cultivar Nitroflint houve uma

tendência de diminuição na atividade da NR quando a seleção foi efetuada sob

condições de estresse de N.

Os resultados inconsistentes das pesquisas que buscavam a associação entre a

atividade enzimática da NR e a capacidade de assimilação de N pelas plantas,

conduziram à hipótese de que a atividade das enzimas GS e GOGAT estaria

mais relacionada a essa capacidade. O pressuposto foi que os genótipos
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eficientes no uso do nitrogênio seriam aqueles com alta capacidade de

incorporar o íon amônio em aminoácidos, por meio das enzimas GS e GOGAT.

Dembinski, Rafalski e Wisniewska (1991) verificaram que a seleção para

alto teor proteico em milho foi acompanhada pelo incremento da atividade

da GS no endosperma. As enzimas NR e GS foram eficientes para

discriminar famílias endogâmicas submetidas a diferentes regimes de N,

podendo ser utilizadas como características bioquímicas em programas de

melhoramento genético de milho visando à eficiência de uso do nitrogênio.

Machado et al. (1992) mostraram uma correlação igual a 0,68 entre a

atividade da enzima GS e a produção de grãos de genótipos de milho.

Trabalhos posteriores, desenvolvidos por Machado e Magalhães (1995) e

Magalhães e Machado (1995), indicaram que a determinação da atividade da

enzima GS poderia ser utilizada como um parâmetro auxiliar na seleção de

genótipos mais eficientes na utilização do nitrogênio

No entanto, trabalhos realizados por Machado et al. (1992), Magalhães et al.

(1993), Reggiani et al. (1999) e Hirel et al. (2001) comprovaram que existe

variabilidade genética para a atividade da GS e que o uso generalizado desse

parâmetro fica limitado pelo fato de que a assimilação do amônio em

aminoácidos só é limitante quando apenas essa forma de N é suprida às

raízes e/ou quando a quantidade absorvida excede a capacidade assimilatória

da planta (HARPER, 1994).

Com o objetivo de identificar parâmetros que fossem utilizados em

programas de melhoramento genético em milho para uso eficiente de N,

Machado, Sodek e Fernandes (2001) testaram duas cultivares de milho,

contrastantes, quanto ao uso desse nutriente e concluíram que a atividade

das enzimas GOGAT (reação da transferase) e NR não foi eficiente para

discriminar as cultivares em estudo.

Hirel et al. (2001), com o objetivo de analisar as bases genéticas do uso

eficiente de N em genótipos de milho, desenvolveram um estudo com

Teste 195 - Mecanismos bioquímicos, fisiológicos e moleculares.pmd 22/4/2010, 15:5418



19Mecanismos bioquímicos, fisiológicos e moleculares relacionados com a eficiência de uso de

nitrogênio em leguminosas e gramíneas

abordagem genética quantitativa por associação com funções metabólicas e

características agronômicas com marcadores de DNA. Avaliaram

características fisiológicas como teor de nitrato, atividade da NR e da GS e

verificaram variações genotípicas para as características avaliadas e

correlação positiva entre teor de nitrato, atividade da GS e produtividade. Por

outro lado, foram observadas correlações negativas entre a atividade da NR e

demais componentes. Os resultados obtidos sugeriram que o aumento na

produtividade foi devido à habilidade dos genótipos em acumular nitrato nas

folhas durante o desenvolvimento vegetativo e também, à eficiente

remobilização do N armazenado durante o enchimento dos grãos.

Esses autores também verificaram coincidências nos locos com

características quantitativas (QTLs) para a produtividade de grãos, atividade

da GS, atividade da NR e teor de nitrato e concluíram que a acumulação de

nitrato nas folhas e as reações catalisadas pelas enzimas, NR e GS, são

correguladas e representam elementos chaves no controle do uso

eficiente do nitrogênio.

Estudos de correlação entre os diferentes componentes da eficiência de uso

de nitrogênio (EUN) e produção de milho têm sido efetuados com o objetivo

de identificar os componentes do processo, as regiões cromossômicas e os

genes candidatos que podem controlar a produção e seus componentes

direta e indiretamente, quando a quantidade de N fornecido a planta é

variável (HIREL et al., 2007).

Bertin e Gallais (2001) verificaram que a maioria das regiões cromossômicas

para produção, composição dos grãos e características relacionadas à EUN,

detectadas em baixo nível de N, correspondiam a QTLs detectados sob alto

nível de N. Agrama et al. (1999), utilizando marcadores moleculares para

identificar QTLs associados à EUN, detectaram mais QTLs em baixo nível de N.

Obara et al. (2001), em similar linha de pesquisa desenvolvida por Hirel  et al.

(2001), observaram QTLs coincidentes para características de produtividade

da cultura do arroz e um gene estrutural para GS1. Esses resultados sugerem
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que é possível que o gene GS1 possa representar um componente-chave

para o uso eficiente de N e produtividade de grãos.

Habash et al. (2001) observaram que resultados com trigo sugeriram que a

adição extra do gene GS não conduziu ao aumento da quantidade de GS.

Porém, uma análise detalhada dos componentes da GS de folhas de trigo

mostrou que existe um balanço das atividades de GS1 e GS2, ou seja, tanto

a atividade da GS1 como da GS2 influenciam a quantidade da GS.

Majerowicz et al. (2002) estudaram a variabilidade genética das enzimas NR e

GS, o teor de pigmentos fotossintéticos e o acúmulo de massa seca em

plantas jovens de milho crioulo e variedades melhoradas em solos férteis e

pobres em N. Concluíram que a deficiência de N afetou de modo muito mais

intenso o crescimento da parte aérea em todos os genótipos. As

características bioquímicas estudadas (atividades das enzimas NR e GS e

conteúdo de pigmentos fotossintéticos) foram sensíveis à disponibilidade de

N, mas não permitiram discriminar diferenças genotípicas. A massa seca das

plantas deficientes em N apresentou elevada correlação positiva (r = 0,86)

com a massa seca acumulada nas raízes dos diferentes genótipos. Esses

resultados sugerem a importância do estudo das características

morfológicas e fisiológicas do sistema radicular na seleção de genótipos

eficientes quanto ao uso do nitrogênio.

A GS tem uma importante característica que é sua alta afinidade com o

amônio que permite uma eficiente incorporação dessa forma de nitrogênio.

Seu papel no metabolismo do N depende do local onde ocorre a reação,

sendo o seu controle de regulação múltiplo e sua atividade dependente do

nível de proteína e dos genes envolvidos. A GS, em conjunto com outras

enzimas, possibilita o balanço do carbono e o metabolismo do N em

diferentes partes da célula, em diferentes tempos, em diferentes órgãos e sob

diferentes condições ambientais (MIFLIN; HABASH, 2002).
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Identificação de genes relacionados
à eficiência de uso do nitrogênio

Genes envolvidos na absorção do nitrato

As plantas são hábeis em acumular nitrato em altas concentrações, a maioria

dos quais concentrados nos vacúolos, e possuem capacidade de se

desenvolverem, com sucesso, em uma ampla faixa de nitrato disponível (DE

ANGELI et al., 2006). Sob essa ótica, a absorção de nitrato pelas raízes não

é um processo simples. Ocorre por meio de sistemas de absorção de alta

(HATS) e baixa afinidades (LATS), sendo: constitutivos de alta afinidade

(cHATS); passíveis de indução de alta afinidade (iHATS), constitutivos de

baixa afinidade  (cLATS) e passíveis de indução de baixa afinidade (iLATS)

(GLASS, 2003; OKAMOTO et al., 2006).

Conforme Lea e Azevedo (2006), já foram identificadas em Arabidopsis  duas

famílias de genes que codificam para os transportadores de nitrato,

denominados de NRT1 (Nitrate transporter) e NRT2. Os genes NRT1 têm uma

ampla faixa de substratos com afinidades que incluem os LATS e

transportadores de nitrato com dupla afinidade (GUO; WANG; CRAWFORD,

2002). Os estudos de expressão de genes e mutantes evidenciam que as

proteínas de NRT2 contribuem para os iHATS (LITTLE et al., 2005;

OKAMOTO; VIDMAR; GLASS, 2003) quando a concentração de nitrato no

solo é muito baixa.

O gene NRT2.1, codificando um iHATS, se expressa na epiderme e nas

camadas de células corticais e endodermais de raízes maduras de

Arabidopsis thaliana, sendo a expressão do gene induzida por nitrato e

reprimida por glutamina  (NAZOA et al., 2003). Porém, há um gene, AtNRT2;

5, que ao contrário dos outros, é inibido pela adição de NO
3
- (OKAMOTO;

OKADA, 2004).
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Em plantas transgênicas de milho desenvolvidas em altas concentrações de

nitrato, a taxa de absorção foi três a quatro vezes maior do que em espécies

silvestres, porém a concentração de nitrato em plantas transgênicas e espécies

silvestres é similar dependendo do conteúdo de nitrato fornecido (FRAISIER et

al., 2000).

Lea e Azevedo (2006) verificaram que quando Arabidopsis thaliana foi

desenvolvida com nitrato de amônio existiu uma massiva diferença na

expressão do gene  NRT2.1 entre plantas transgênicas e plantas silvestres,

enquanto que o influxo de nitrato foi similar. Zhou et al. (2000), usando mutantes

e expressão heteróloga, demonstraram que para um iHATS de alga verde

unicelular Chlamydomonas reinhardtii, são requeridos os genes NRT2.1e NRT2.

Tong et al. (2005), em trabalho com cevada, mostraram que para a formação

completa da proteína NRT2.1 eram requeridos tanto o gene  NRT2.1, quanto o

NRT2.3. Por sua vez, Okamoto et al. (2006) confirmaram esse resultado

mostrando que o gene NAR (renomeado NRT3) foi requerido para a operação

funcional de HATS, mas não de LATS em Arabidopsis thaliana.

Lea e Azevedo (2006) concluíram que ambos os genes (NRT1 e NRT2) podem

conduzir à construção de plantas transgênicas com cHATS nas raízes e que

pode haver outro mecanismo que inibe a absorção do nitrato na presença de N

reduzido, como sugerido por Fraisier et al. (2000).

Kant et al. (2008) estudaram espécies de plantas (Thellungiella halophila e

Arabidopsis thaliana) que naturalmente são adaptadas a baixas concentrações

de N, com o objetivo de identificar genes reguladores que conferem melhor

eficiência de uso de N. Observaram que a Thellungiella halophila desenvolvia-se

melhor do que a Arabidopsis thaliana em condições moderadas e severas de

limitação de N e que a Thellungiella halophila exibia menor atividade da NR,

sendo a expressão do gene GS1 na parte aérea  mais induzida por baixo nível de

N. Nas raízes, a expressão do gene GS2 foi mantida sob limitação de N, mas

diminuiu na Arabidopsis thaliana. A regulação da expressão dos genes NRT2.1 e

NRT3.1 foi maior e a repressão do NRT1.1 foi menor nas raízes de T. halophila,

sob limitação de N e em comparação à Arabidopsis thaliana. A expressão do

gene transportador diferencial foi correlacionada com o alto influxo de

nitrato em T. halophila em baixas concentrações de N.
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Genes envolvidos na absorção do amônio

Ao contrário do nitrato, as plantas em geral não tendem a acumular altas
concentrações de íons de amônio e os sintomas de toxicidade frequentemente
acontecem se o desenvolvimento destas ocorrer na presença de amônio e na
ausência de nitrato (BRITTO; KRONZUCKER, 2002).

Na absorção do amônio estão presentes nas raízes os transportadores HATS e
LATS, os quais são constitutivos e não induzidos, significativamente (GLASS et
al., 2002).

De acordo com Loqué e Von Wirén (2004), foi identificada em Arabidopsis

thaliana uma família de cinco genes que codificam para transportadores de
amônio, identificados como AMT1;1 (Ammonium transporter) a AMT 1;5. Em
tomate apenas três genes AMT1 foram isolados. Por outro lado, em arroz foram
identificados dez diferentes genes AMT1 (SUENAGA et al., 2003). Com base
nessa constatação, Loqué e Von Wirén (2004) concluem que cada planta forma
o seu sistema de transporte de acordo com a seleção a que foi submetida.

Estudos desenvolvidos por Loqué e Von Wirén (2004) mostraram que a falta de N
e a presença de carboidratos solúveis promovem o aumento da transcrição de
genes AMT em A. thaliana, sendo que AMT1;1 e AMT1;3 e o nível de RNA
mensageiro aumentaram inicialmente nas raízes, seguido da remoção da fonte
de N, enquanto que AMT1;2 e AMT2;1 aumentaram após um período de
deficiência de N.

Sonoda et al. (2003) verificaram que em tomate a transcrição do gene AMT1;2 era
induzida pelo ressuprimento de amônio e que o mesmo não ocorria para o gene
AMT1;1. Na cultura do arroz foi observado que a regulação do gene AMT era mais
complexa. Os genes AMT1;1 e AMT1;2 eram expressos tanto na raiz como na
parte aérea induzidos por amônio. Segundo Souza e Fernandes (2006), a
ocorrência de genes AMT1, expressando-se também na parte aérea, mostra a
importância desses transportadores na reassimilação do NH

4
+ produzido na parte

aérea das plantas, principalmente como consequência da fotorrespiração.

A ocorrência desses diversos sistemas de transporte de amônio, controlados
por vários genes, é um indicativo da importância da nutrição amoniacal para as
plantas (SOUZA; FERNANDES, 2006).
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Estudos genéticos da eficiência de
uso do nitrogênio

Tendo-se como requisito uma agricultura com base econômica e

ecológica, as pesquisas têm dado grande importância à seleção de

cultivares que absorvam e metabolizem o nitrogênio de forma mais

eficiente (FAGERIA; BALIGAR, 2005).

O conhecimento dos mecanismos que regulam a eficiência de uso do N é

necessário para reduzir excessivas aplicações de fertilizantes

nitrogenados com consequente poluição do meio ambiente (KANT et al.,

2008).

Na maioria das espécies vegetais, o ciclo de vida da planta compreende

duas fases. Uma de desenvolvimento vegetativo, na qual as raízes e as

folhas se comportam como órgãos de dreno e outra fase de

remobilização, na qual as folhas começam a se comportar como órgãos

de fonte, que translocam carbono e moléculas orgânicas para a formação

de novos tecidos de desenvolvimento e armazenamento (MASCLAUX et

al., 2000). Um melhor entendimento do controle genético e metabólico

que ocorre nas fases de desenvolvimento da planta é de particular

importância não apenas na melhoria da qualidade e produtividade, mas

como também no uso eficiente do nitrogênio.

Na tentativa de decifrar os mecanismos de controle de regulação,

durante a fase de transição de dreno para fonte dos órgãos vegetais,

muitos estudos têm sido realizados (HARRISON et al., 2000; HELLMAN

et al., 2000; LEWIS et al., 2000; MASCLAUX et al., 2000). No entanto,

a abordagem desses estudos envolve apenas a fisiologia da planta e

apesar da contribuição para o aumento da produtividade das culturas, foi

observada a necessidade de estudos integrados das bases genéticas e

fisiológicas para melhoria da eficiência de uso do nitrogênio.
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Com esse enfoque, Causse et al. (1995) citam que estudos genéticos,

associados ao uso de marcadores moleculares, podem ser uma forma de

identificar genes envolvidos na variação genética de características

complexas. Sendo que a combinação de estudos fisiológicos e

agronômicos, com abordagem de genética quantitativa, poderá permitir o

uso de marcadores moleculares para identificar a chave estrutural ou loci

regulatório, envolvido na expressão da característica quantitativa, e a

seleção de genótipos mais eficientes no uso de nitrogênio (PRIOUL et al.,

1997).

Bertin e Gallais (2000) observaram a existência de interação entre o

genótipo e o nível de fertilização nitrogenada em milho, bem como a

correlação entre características agronômicas que foram diferentes

dependendo do nível de fertilização nitrogenada. Essas diferenças na

expressão da variabilidade genética foram confirmadas seguindo a

detecção de locos de características quantitativas (QTLs) específicos

para cada nível de nitrogênio. Isso sugere que vários genes são expressos

diferencialmente, de acordo com a quantidade de nitrogênio fornecido à

planta.

Estudos semelhantes permitiram a abordagem genética quantitativa

usando marcadores moleculares para obter mais informações sobre a

base genética da eficiência de uso do nitrogênio pela cultura do milho

(PURCINO et al., 1998; TOLLENAAR, 1991). A cultura de milho serviu

como modelo em razão da sua importância econômica e do seu alto nível

de polimorfismo genético para marcadores moleculares.
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Variação da eficiência de uso de
nitrogênio em gramíneas e
leguminosas

Ao longo do século passado muitas evidências já indicavam que havia

variações entre as plantas, quanto à capacidade de absorver e utilizar

nutrientes. A literatura especializada já deixava claro que plantas mais

eficientes na absorção e utilização de nitrogênio teriam sistemas radiculares

bem desenvolvidos, maior capacidade de absorção e de translocação de N e

maior eficiência de conversão metabólica do N-mineral em N-orgânico, em

presença de teores mais baixos nos meios de crescimento.

Atualmente, a eficiência de uso de N é identificada como uma característica

do genótipo atribuída a processos morfológicos, fisiológicos e bioquímicos

que ocorrem nas plantas em interação com fatores externos, como clima,

solo, fertilizantes e práticas de manejo (SAMBORSKI; KOZAK; AZEVEDO,

2008).

Trabalhos realizados na década de 80 já indicavam que havia diferenças na

habilidade de uso do nitrogênio entre espécies. A maioria dos estudos foi

realizada com gramíneas e principalmente com a cultura do milho. Um

trabalho considerado clássico, na interpretação dos fatores que contribuem

para EUN, foi desenvolvido por Moll et al. (1982) com a cultura do milho.

Foram avaliados oito híbridos de acordo com a produtividade de grãos,

acumulação de N nos grãos e restos culturais. Em todos os níveis de N e para

todos os caracteres avaliados, foram encontradas diferenças significativas.

Sob baixa disponibilidade de N, a diferença entre híbridos na EUN foi devida,

principalmente, à variação na utilização do nutriente acumulado, bem como

a proporção do N translocado para os grãos.

Furlani, Bataglia e Lima (1985) avaliaram a absorção e a utilização de N, em

39 linhagens de milho (Zea mays L.). Observaram diferenças entre as

linhagens na produção de matéria seca da parte aérea e das raízes, nos
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teores de N, nos conteúdos totais de N e nas relações de eficiência (matéria

seca produzida por unidade de N absorvida). Concluíram que os processos de

absorção e de utilização de N limitaram o desenvolvimento das plantas,

sendo, este último o principal fator de variação entre as linhagens. Concluíram

também que a maior produção de matéria seca total pelas plantas das

linhagens eficientes era conseqüência do maior crescimento tanto da parte

aérea como das raízes. No entanto, observaram que algumas das linhagens

classificadas como eficientes sobressaíram-se pelo melhor desenvolvimento

do sistema radicular, apresentando menor relação parte aérea/raízes.

Guazelli (1988) desenvolveu estudo com a cultura do feijão (Phaseolus

vulgaris), utilizando três cultivares e constatou que entre as cultivares havia

diferenças quanto à eficiência de uso do N.

Em outro estudo, realizado também com a cultura do feijão, Furtini et al.

(2006) observaram em 100 linhagens, em diferentes ambientes, que estas

diferiam na tolerância à baixa disponibilidade de N e/ou a resposta ao N

aplicado. Na média de todos os ambientes, a EUN entre as linhagens variou

de 11 a 18 kg de grãos por kg de N aplicado.

Górny et al. (2006) desenvolveram estudos sobre a variação genética na

eficiência de uso do N e na atividade fotossintética de modernos e antigos

genótipos de trigo de inverno, em condições de campo. Observaram

variações significativas entre os genótipos, sendo que no geral os genótipos

modernos apresentaram maior atividade fotossintética e utilizaram o N de

forma mais eficiente. Apesar de as concentrações de proteínas terem sido

menores nos grãos dos genótipos modernos, esses  mostraram uma maior

habilidade para redistribuir o N dentro do grão, ou seja, apresentaram um

maior índice de N na colheita e formaram mais matéria seca do grão/unidade

de N no grão. De acordo com Moll et al. (1982) essas características

fisiológicas são muito importantes na utilização eficiente do N e também

garantem o êxito de programas de melhoramento genético vegetal na

obtenção de cultivares eficientes no uso de N.
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Com o objetivo de avaliar a resposta de genótipos de arroz irrigado à

aplicação de nitrogênio, Fageria, Santos e Cutrim (2007) conduziram

experimento de campo com 12 genótipos de arroz e cinco doses de N.

Observaram que os genótipos de arroz irrigado apresentaram diferenças

significativas na produtividade de grãos e também na eficiência do uso de N,

expressa em produtividade de grãos por quilograma de N aplicado, N

acumulado na planta ou recuperado pela planta. Em média, foram produzidos

19 kg de grãos por quilograma de N aplicado. Yoshida (1981) relatou que a

eficiência agronômica nas regiões tropicais, geralmente, situa-se na faixa de

15 a 25 kg de arroz produzido por quilograma de N aplicado.

Lago (2007), estudando os mecanismos que promovem o comportamento

diferencial entre linhagens de feijão em relação a EUN, associou os teores de

N-total e frações nitrogenadas na folha (N-nítrico, N-insolúvel, N-solúvel e N-

orgânico solúvel) à EUN. Constatou que em algumas linhagens havia

indicação de que as frações de N e N-total nas folhas estavam

correlacionadas com a EUN.

Santos e Fageria (2007), ao avaliarem a resposta da EUN em cultivares de

feijão, em função do manejo do fertilizante nitrogenado em solo de várzea,

verificaram que houve diferenças entre as cultivares com relação à EUN,

sendo que cultivares de ciclo médio eram mais eficientes do que aquelas de

ciclo curto.

Os caminhos para se obter genótipos eficientes na utilização do N são

bastante complexos, pois o metabolismo do N é influenciado por diversos

fatores ambientais (MACHADO; MAGNAVACA, 1991). As condições de

estresses agem diretamente sobre a atividade das enzimas do

metabolismo do N e, provavelmente, com o catabolismo de aminoácidos,

proteínas e outros compostos nitrogenados. Assim, o incremento da

atividade de enzimas do metabolismo do N pode ser importante em

programas de melhoramento que visam à eficiência no uso do N

(MACHADO; MAGALHÃES, 1995; MAGALHÃES; MACHADO, 1995).
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A taxa fotossintética por unidade de N
 
é geralmente maior em plantas C4

do que em plantas C3, porque menor quantidade da enzima rubisco é

requerida para altas taxas de fotossíntese em plantas C4 do que em

plantas C3. Gramíneas C4, geralmente, têm maiores taxas de

desenvolvimento e expansão foliar e, portanto, maior taxa fotossintética

por unidade de N, do que gramíneas C3 e dicotiledôneas (SAGE;

PEARCE, 1987a). Tem sido verificado que plantas com maior eficiência de

uso de nitrogênio podem ter similar quantidade de N por unidade de área

foliar e, portanto, maior capacidade fotossintética do que plantas menos

eficientes. Alternativamente, plantas mais eficientes podem investir

menos N por unidade de área e proporcionalmente mais N para a produção

de nova área foliar, sendo esta melhor indicador do desenvolvimento do que

da capacidade fotossintética por unidade de área.

Sage e Pearce (1987b) estudaram a eficiência de uso de N em

Chenopodium album e Amaranthus retroflexus e concluíram que A.

retroflexus apresentava maior eficiência de uso de N, porém com o

aumento do nível de N, C. album apresentava mais N por unidade de área

foliar, embora as taxas fotossintéticas fossem similares para as duas

espécies. Esses resultados mostram que a fotossíntese não capacita

automaticamente as plantas C4 para uma melhor capacidade

fotossintética, porque diferenças na quantidade de N nas folhas pode

resultar em maior eficiência de uso. Porém, o maior custo de N para a

fotossíntese em plantas C3 pode limitar a alocação de N para outros

processos.

Oaks (1994) cita que a eficiência com que o N é utilizado varia com a

espécie de planta e com as condições ambientais. Dessa forma, plantas

de padrão fotossintético C4 têm em adição a forma superior de absorver

CO
2 
da atmosfera, uma maior eficiência no uso de N do que as plantas

C3. Existem muitas diferenças entre o metabolismo de plantas C3 e C4,

mas a maior diferença entre os dois padrões de fotossíntese é a

contribuição da fotorrespiração. Quando a fotorrespiração é reduzida em
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plantas C3, por meio do aumento do nível do CO
2 
ou redução do O

2
, tanto

a produtividade como a eficiência de uso do N são aumentadas

(HOCKING; MEYER, 1991).

O suprimento de carbono necessário para conduzir o aumento de

carboidratos e proteínas e a disponibilidade de redutores e ATP são

fatores que podem ser alterados pela redução e contribuição da

fotorrespiração. Altos níveis de NO
3
- foram encontrados em cevada e

trigo quando comparados com milho e sorgo e são relacionados à

deficiência de carbono, causada pela inibição do PDC (Pyruvate

Dehydrogenase Complex)  mitocondrial por cátions monovalentes, em

particular por NH
4
+ produzido por fotorrespiração em plantas C3 (GEMEL;

RANDALL, 1992).

A produção de NH
4
+ é menor em cereais C4 do que em C3, sendo que a

produção de amônio em plantas C4 está localizada em células da bainha

vascular, enquanto que a assimilação do nitrato é realizada nas células

mesófilas. Dessa forma, o impacto do fluxo de carbono requerido para a

assimilação de NO
3
- é insignificante nas plantas C4 (BECKER et al., 1993).

Yuan et al. (2007) selecionaram duas espécies de gramíneas, sendo uma

C3 (Leymus chinensis) e outra C4 (Chloris virgata) para investigar as

estratégias de uso de N das espécies submetidas a diferentes variações

no suprimento desse nutriente em cultivos simples e em consórcio e sob

efeitos de sazonalidade, na China. Observaram que a Chloris virgata

apresentou maior eficiência de uso de N e que a alteração na

sazonalidade promovia alterações na concentração de N na planta e na

produtividade das culturas em maior proporção no consórcio. Concluíram

que as estratégias de uso de N das duas espécies eram relacionadas às

dinâmicas das estações e à competição entre as culturas.

Niu, Liu e Wan (2008) citam que o conhecimento dos efeitos da

sazonalidade  na eficiência de uso do N em plantas C3 e C4 é limitado.
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Porém, considerando as diferenças nessa eficiência entre as espécies C3

e C4 já comprovadas cientificamente, as mudanças sazonais na

disponibilidade de N no solo indicam que as respostas serão diferentes e

dependentes das estratégias de uso de N que cada espécie apresenta em

decorrência dos fatores ambientais (WINSLOW; HUNT; PIPER, 2003).

A eficiência de uso do nitrogênio é desejável no sentido de aumentar a

produtividade das culturas, reduzir os custos de produção e manter a

qualidade ambiental. Nesse contexto, o manejo adequado com o propósito

de aumentar a EUN tem sido uma das principais metas da agricultura

sustentável que só será factível mediante a redução das perdas do N e

melhoria de sua absorção pelas plantas.
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Considerações finais

Em razão da importância do N no desenvolvimento das plantas e de sua alta

mobilidade no solo, esse nutriente tem sido intensamente estudado, no

sentido de maximizar a eficiência do seu uso. Para tanto, muitos estudos

estão sendo realizados tendo como enfoque a diminuição das perdas desse

elemento, bem como a melhoria da sua absorção e do seu metabolismo no

interior da planta.

Nesse contexto, as ações da pesquisa científica para aumentar a eficiência

na utilização de nitrogênio pelas plantas estão direcionadas, principalmente,

aos estudos da eficiência das enzimas e suas isoformas envolvidas no ciclo

do N na planta e à identificação dos transportadores de nitrogênio presentes

na membrana plasmática das células.

Os estudos moleculares dos transportadores de nitrato e de amônio abrem

uma perspectiva de atuação direta no processo de absorção do nitrogênio

pela planta. A perspectiva é que os conhecimentos obtidos possam ser

futuramente utilizados em programas de melhoramento genético, visando ao

desenvolvimento de genótipos mais eficientes na utilização do nitrogênio em

uma ampla faixa de disponibilidade desse nutriente no solo.
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