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RESUMO 

SEREZINO, L. H. D. Caracterização fisiológica e transcricional dos processos de 

aquisição e remobilização de nitrato em cana-de-açúcar (Saccharum spp.). 2015. 112 p. 

Dissertação (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São 

Paulo, Piracicaba, 2015. 

 

A expansão da área de cultivo da cana-de-açúcar (Saccharum spp.) para solos marginais e a 

necessidade de manutenção da alta produtividade tem levado a maior aplicação de 

fertilizantes nitrogenados na cultura. Esta prática, porém, incorre em altos custos financeiros e 

ambientais. Comparado a outras culturas, cana-de-açúcar possui baixa resposta a aplicação de 

fertilizantes nitrogenados, mas as causas desta baixa eficiência no uso de N (NUE) 

permanecem desconhecidas. Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos no NUE 

em cana-de-açúcar, este trabalho realizou a caracterização fisiológica dos processos de 

absorção de nitrato e remobilização de N por estudos de cinética de absorção e experimentos 

de translocação de 
15

N. Além disso, analisou-se o perfil de expressão de genes codificadores 

de transportadores de nitrato (NRTs - NITRATE TRANSPORTERS). Plantas da cultivar ‘SP80-

3280’ foram expostas à condições distintas de suplemento de N para investigar a regulação do 

processo de aquisição. Além de comprovar a menor eficiência da cana-de-açúcar na aquisição 

de nitrato quando comparada com amônio, foi demonstrada a presença de sistema de 

transporte de alta afinidade (HATS, High Affinity Transport System) para ambas as fontes de 

N presentes em raízes, induzido sob baixas concentrações externas de N e/ou sob baixo status 

de N na planta. Observou-se que amônio regula negativamente a absorção de nitrato, 

modulando a expressão dos genes envolvidos neste processo. Em plantas sob condições de 

deficiência de N (-N) foi verificada a regulação tardia do HATS responsável pela aquisição de 

nitrato. A ausência de correlação entre o influxo de 
15

N e acúmulo de transcritos de 

transportadores de nitrato sugere a existência de uma regulação pós-transcricional dos 

transportadores do HATS em raízes submetidas a provisão de nitrato. Para caracterizar o 

processo de remobilização, plantas foram submetidas a condições contrastantes de 

disponibilidade de N na tentativa de identificar o mecanismo pelo qual nitrato pode ser 

regulado durante este processo. Apesar da reduzida eficiência na aquisição e estoque de 

nitrato, cana-de-açúcar possui a capacidade de utilizar nitrato como fonte de N, e em 

condições suficientes de suplemento de N, nitrato e amônio são utilizados como fonte de N. 

Sob restrição de N, porém, nitrato apresenta maior fluxo em raízes e colmos, enquanto que 

amônio ainda permanece como fonte de N em folhas jovens devido a alteração no 

carregamento de nitrato no xilema. Todavia, o suplemento de nitrato a ser reduzido e 

assimilado em folhas parece ter origem no colmo. Portanto, a modulação da expressão dos 

transportadores NRT assegura a alocação de nitrato em cana-de-açúcar quando N é limitante 

em solos.  

 

Palavras-chave: Cinética de absorção. HATS. Nitrato. NRTs. NUE. Remobilização. 
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ABSTRACT 

SEREZINO, L. H. D. Physiological and transcriptional characterization of the process of 

nitrate uptake and remobilization in sugarcane (Saccharum spp.). 2015. 112 p. 

Dissertação (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São 

Paulo, Piracicaba, 2015. 

 

The expansion of sugarcane (Saccharum spp.) cultivated area  to marginal lands and the need 

to maintain high yield have led to increasing application of nitrogen fertilizers. However, this 

practice represents high economic and environmental costs. Compared to other crops, 

sugarcane displays a low response to N fertilization, but the causation of the low nitrogen use 

efficiency (NUE) remains unknown. To understand the mechanism involved in NUE, this 

study was carried out to conduct the physiological characterization of nitrate uptake and N 

remobilization in sugarcane by uptake kinetic analysis and translocation experiments using 
15

N. Further, the expression profile of genes encoding nitrate transporters (NRTs - NITRATE 

TRANSPORTERS) involved in both processes was determined. Plantlets of cultivar 'SP80-

3280' were exposed to various N supplement conditions to investigate the regulation of the 

uptake process. The lower efficiency in nitrate acquisition compared to ammonium was 

corroborated and extended for low N conditions. The occurrence in sugarcane roots of high 

affinity uptake systems (HATS, High Affinity Transport System) for both N sources,, induced 

at low external concentrations of N and/or low N status in the plant was confirmed. 

Ammonium negatively regulates nitrate uptake by modulating the expression of genes 

involved in this process. Plants under N deficiency (-N) exhibited a late regulation of HATS 

responsible for nitrate uptake. The lack of correlation between 
15

N influx and transcript 

accumulation of nitrate transporter genes suggests the existence of a post-transcriptional 

regulation of HATS in roots subjected to nitrate resupply. To characterize the remobilization 

process, plants were submitted to contrasting conditions of N availability to identify the 

mechanisms by which nitrate may be affected during this process. Despite the low efficiency 

of nitrate uptake and storage, sugarcane demonstrates the ability to use nitrate as N source. In 

N sufficient conditions (+N), ammonium and nitrate are used as N source. Under restriction of 

N, however, nitrate has increased flow in roots and stems, while ammonium remains as N 

source to young leaves by change in nitrate loading into the xylem. However, the source of 

the nitrate to be reduced and assimilated in leaves appears to be originated from the culm. 

Therefore, modulation of NRT transporters expression ensures nitrate allocation in sugarcane 

when N is limited in soils. 

 

Keywords: HATS. Nitrate. NRTs. NUE. Uptake kinetic. Remobilization. 
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1. INTRODUÇÃO 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma cultura agrícola de grande importância 

econômica para o Brasil, sendo utilizada principalmente para a produção de açúcar e etanol 

combustível, empregado na substituição de combustíveis fósseis. Tais características tem 

motivado a constante expansão das áreas cultivadas para regiões com solos marginais, 

acarretando uma maior utilização de fertilizantes à base de nitrogênio (N) para manter a 

produtividade. Porém, para manter a competitividade do combustível, o balanço energético na 

produção de cana-de-açúcar deve ser positivo, e os altos custos financeiros e energéticos para 

a produção de fertilizantes nitrogenados, além dos impactos ambientais gerados por esta 

prática, devem ser considerados. Portanto, fica clara a necessidade de buscar novas soluções 

visando o aumento da produtividade e a maior eficiência na utilização desses fertilizantes. 

A resposta da cana-de-açúcar à aplicação de fertilizantes nitrogenados é baixa quando 

comparada a outras plantas cultivadas (ROBINSON et al., 2011), e as perdas de N aplicado 

no solo podem chegar a 50% (TRIVELIN et al., 2002). Comparada ao sorgo e ao milho, a 

cana-de-açúcar possui menor eficiência na absorção e estoque de nitrato em seus tecidos, 

justificando assim a grande perda de N no solo e a sua baixa eficiência de uso de N (NUE) 

(ROBINSON et al., 2011). No entanto, as causas fisiológicas e genéticas destas baixas 

eficiências ainda permanecem desconhecidas. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar 

fisiologicamente a regulação do influxo/absorção de nitrato de acordo com o status de N da 

planta e fontes inorgânicas deste nutriente por meio de estudos de cinética de absorção com 

15
N-nitrato em raízes de cana-de-açúcar. Pela exposição de plantas a 

15
N por longo período, 

foi caracterizado também o processo de transporte de nitrato na parte aérea, de acordo com a 

disponibilidade de N. Após a caracterização fisiológica dos processos de absorção e de 

transporte de nitrato nos diversos tecidos, foram conduzidos estudos do perfil transcricional 

de genes ortólogos da família gênica NRTs (NITRATE TRANSPORTERS), relacionados aos 

processos de absorção, assimilação e remobilização de nitrato em raízes e parte aérea de cana-

de-açúcar. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Fertilizantes Nitrogenados 

O advento da produção sintética de fertilizantes nitrogenados pelo processo ‘Haber-

Boch’ no início do século XX facilitou o crescimento dramático da produtividade na 

agricultura moderna (GALLOWAY; COWLING, 2002; TILMAN et al., 2002). A crescente 

demanda mundial por alimentos e por fontes renováveis de energia têm levado a produção e 

ao uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados na agricultura contemporânea 

(VITOUSEK et al., 2009). Anualmente, a produção de fertilizantes promove a introdução de 

aproximadamente 120 milhões de toneladas de N2 atmosférico na agricultura, seja na forma 

de fertilizantes nitrogenados ou pelo cultivo de leguminosas (fixação biológica) 

(ROCKSTROM, 2009), com diversas consequências ambientais. Estima-se que as perdas de 

N no sistema solo-planta sejam em torno de 50% e 70% (PEOPLES et al., 1995), resultando 

na contaminação de solos, corpos de água e de ecossistemas marinhos, devido principalmente 

à lixiviação de nitrato (TILMAN, 1999; SCHRÖDER et al., 2004; VITOUSEK et al., 2009; 

FOLEY et al., 2011); na perda da biodiversidade (DIRZO; RAVEN, 2003); na contaminação 

da atmosfera pela emissão de gases causadores do efeito estufa, como o óxido nítrico e a 

amônia (TILMAN et al., 2001; GALLOWAY et al., 2008; BURNEY et al., 2010), e no 

constante aumento do N reativo em ecossistemas terrestres (AUSTIN et al., 2000; 

MARTINELLI; FILOSO, 2008). Considerando esses aspectos, a necessidade premente de 

melhorar a eficiência do uso de fertilizantes a base de N em plantas cultivadas representa um 

grande desafio para a agricultura moderna (TILMAN et al., 2001; SIMMONS et al., 2008; 

ROCKSTROM, 2009;  FOLEY et al., 2012). 

 

2.2 Cana-de-açúcar 

A crescente preocupação com a segurança energética e o aquecimento global gerou a 

necessidade de substituição do consumo de combustíveis fósseis por biocombustíveis 

renováveis (TILMAN et al., 2009; MILLER, 2010; FLAVELL et al., 2011). É neste contexto 

que o Brasil possui destaque mundial devido à cultura da cana-de-açúcar (Saccharum spp.) 

empregado na produção de bioetanol combustível (BALDANI et al., 2002). A localização 

geográfica do país garante intensa radiação solar e fonte de água durante todo o ano para a 

produção de bioenergia. A agroindústria canavieira possui grande importância econômica, 
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sendo responsável por mais de US$20 bilhões/ano, tornando-se um dos setores de maior 

geração de empregos diretos e indiretos no país. O Brasil é responsável por 25% da produção 

mundial de cana-de-açúcar, sendo o maior produtor mundial (UNICA, 2009). Espera-se para 

2014/2015, uma safra de aproximadamente 642,1 milhões de toneladas de cana-de-açúcar 

moída (CONAB, 2014). Vale ressaltar a flexibilidade do mercado da indústria canavieira, 

visto que a produção de cana pode ser direcionada para produção do etanol combustível e/ou 

para a de açúcar. Nesta última safra, a produção total foi dividida em 43,6% para produção de 

açúcar e 56,4% para etanol (UNICA, 2014). Segundo Berg (2004), desde o início do 

programa etanol brasileiro (ProÁlcool), os custos de produção de etanol diminuíram em 75%, 

enquanto que o rendimento por hectare aumentou em 60% e a produção de etanol aumentou 

em 30 vezes. Segundo a União da Indústria de Cana-de-Açúcar (UNICA) a produção de 

etanol atingiu 25,7 bilhões de litros nesta última safra. Somado ao aumento crescente de 

produtividade na indústria canavieira, a grande quantidade de terras inexploradas, ou pouco 

produtivas, permite a incorporação de novas áreas para a produção de bioenergia, sem afetar 

aquelas dedicadas à produção de alimentos (BRASIL, 2006). A região centro-oeste do Brasil 

oferece potencial para expansão da cultura canavieira; porém esta região apresenta estresse 

hídrico pronunciado e solos marginais (WACLAWOVSKY et al., 2010).  

A falta de cultivares de alto rendimento nas condições de solos marginais e a tentativa 

da manutenção da alta produtividade da cultura canavieira têm acarretado no aumento do 

consumo de fertilizantes a base de N. No total, cerca de 30,2 milhões de toneladas de 

fertilizante nitrogenado foram utilizados em todo o Brasil no ano de 2014 (ANDA). Apesar da 

melhoria dos sistemas de fertilização da cana-de-açúcar, com a otimização no processo de 

aplicação e disponibilização do N, e o presumível benefício da fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) (de OLIVEIRA et al., 1999; de CASTRO GAVA et al., 2001; TRIVELIN et al., 2002; 

SIMONETE et al., 2003; MENDES, 2006; OLIVEIRA et al., 2007), as perdas de N no solo 

podem ainda chegar a 50% (TRIVELIN et al., 2002), o que sugere uma baixa eficiência na 

absorção de N pela cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2011). Ou seja, apesar da cana-de-

açúcar ser considerada a cultura tropical mais adequada para a produção de biocombustíveis, 

as grandes quantidades aplicadas de N no solo levantam dúvidas sobre a sustentabilidade da 

produção, e estão em desacordo com uma cultura baseada na redução da emissão de carbono 

(ROBINSON et al., 2011). 
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A relação entre N e o acúmulo de biomassa em plantas cultivadas é dependente da 

regulação de múltiplos processos fisiológicos. A absorção de N e a assimilação de carbono via 

fotossíntese, afetando crescimento da planta e alocação de C e N entre órgãos, são processos 

fundamentais para o acúmulo de biomassa (GASTAL; LEMAIRE, 2002). Em cana-de-açúcar, 

a deficiência de N reduz significativamente o crescimento e a produtividade (MUCHOW et 

al., 1996). A limitação de N no solo durante o desenvolvimento conduz a menores níveis de N 

nas folhas e, como consequência, ao acúmulo de fotoassimilados, que exercem feedback 

negativo na fotossíntese, causando a redução no crescimento e produtividade (HARTT, 1970; 

MUCHOW et al., 1996; van HEERDEN et al., 2010).  Por outro lado, o excesso de 

fertilização de N pode diminuir o acúmulo de sacarose nos colmos durante o desenvolvimento 

(de RESENDE et al., 2006), devido aos desvios de esqueletos de C para a via de assimilação 

de N (STITT et al., 2002). 

Para a maioria das cultivares de cana-de-açúcar, ocorre um acúmulo de N mais 

acentuado no início do desenvolvimento. Experimentos em campo utilizando fertilizantes 

nitrogenados marcados (
15

N) demonstraram que na ‘cana-planta’ apenas 40% do N total 

absorvido/metabolizado é derivado do fertilizante, enquanto que na ‘cana-soca’ pode chegar a 

70% na fase vegetativa de desenvolvimento (da SILVEIRA; CROCOMO, 1990; FRANCO et 

al., 2011). Durante a fase de maturação, ocorre um decréscimo acentuado do N total em cana-

de-açúcar, o que sugere que a absorção e transporte de N na planta possui papel fundamental 

principalmente durante a fase vegetativa de desenvolvimento de cana-de-açúcar (FRANCO et 

al., 2011). 

 

2.3 Uso eficiente de nitrogênio 

O processo de uso eficiente de nitrogênio (NUE) é dependente da eficiência de absorção 

de fontes de N do solo, assim como, da eficiência na utilização de N, a qual compreende os 

processos de assimilação e remobilização de N durante o desenvolvimento da planta (GOOD 

et al., 2004; LEA;AZEVEDO, 2006; HIREL et al., 2007; FAN et al., 2007). O processo de 

assimilação de N parece ter uma função essencial para aumentar NUE em cereais. A análise 

fisiológica de um duplo mutante para Glutamina Sintetase (GS1) citossólica de milho (gln1;3 

gln1;4) indicou a função da isoforma GS1.3 na formação de grãos de milho 

independentemente da fertilização de N (MARTIN et al., 2006). A superexpressão dessa 

isoforma em milho levou a maior produção de grãos quando as plantas foram submetidas à 
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alta fertilização de N (MARTIN et al., 2006). Plantas transgênicas de tabaco com 

superexpressão da GS também apresentaram maior acúmulo de biomassa (OLIVEIRA et al., 

2002). No entanto, em cana-de-açúcar, não foi observada uma correlação direta entre 

assimilação de N e o processo de NUE pela análise de uma população segregante resultantes 

do cruzamento entre Saccharum officinarum e a cultivar comercial Q165
A 

, a qual apresenta 

maior NUE quando cultivada em altas concentrações de N (ROBINSON et al., 2007). Esse 

melhor desempenho para NUE, contudo, não estava relacionado à atividade da GS para os 

genótipos segregantes, sugerindo que a atividade dessa enzima parece ter pouco impacto na 

eficiência para uso de N na cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2007). Logo, esses resultados 

indicam que cana-de-açúcar difere de cereais, cujos produtos são grãos, como milho e arroz 

(GALLAIS; HIREL, 2004; COQUE et al., 2008; TABUCHI et al., 2007; TAMURA et al., 

2010; FAN et al., 2007). Com essa base, é possível sugerir que a eficiência na aquisição de N 

pode ter grande contribuição para processo de NUE em cana-de-açúcar. 

 

2.4 Transporte de Nitrogênio 

Plantas absorvem fontes orgânicas e inorgânicas de N presentes no solo, sendo o 

amônio e nitrato as principais formas inorgânicas adquiridas pelas raízes (MILLER et al., 

2007; MARSCHNER, 2012). Fertilizante nitrogenado é aplicado na forma de uréia ou nitrato 

de amônio, geralmente com uma única aplicação no início do ciclo da cultura. A uréia é 

rapidamente convertida em amônio ou em nitrato (WOOD et al., 2010). Grande parte do 

nitrato absorvido é transportada para a parte aérea, onde é reduzido a nitrito pela Nitrato 

Redutase (NR) no citoplasma, sendo depois reduzido a amônio pela Nitrito Redutase (NiR) 

nos plastídeos e pela Glutamina Sintetase (GS) (LAM et al., 1996). O amônio derivado da 

redução do nitrato, ou resultante diretamente da absorção, é assimilado em aminoácidos via 

ciclo GS/GOGAT (Glutamina-2-oxoglutarato Aminotransferase) (LAM et al., 1996). 
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Figura 1 - Rotas esquemáticas de absorção de N da rizosfera, incluindo a fonte de fertilizante 

nitrogenado a ser adquirido, principalmente na forma de amônio e nitrato pelas raízes, 

transporte e assimilação, e remobilização no interior da planta (XU et al., 2012). 

Em solos cultivados, a magnitude do N inorgânico pode variar na faixa de micromolar 

(μM) a millimolar (mM) (GLASS et al., 2001; MILLER et al., 2007). A aquisição de amônio 

e nitrato em plantas ocorre por meio de transportadores de membrana, que podem ser 

classificados quanto à afinidade por seu substrato, sendo que os transportadores de alta 

afinidade (High Affinity Transporter System ou HATS) são responsáveis pela aquisição de N 

em concentrações menores que 1 mM, enquanto que os transportadores de baixa afinidade 

(Low Affinity Transporter System ou LATS) realizam o transporte de forma não saturável para 

concentrações de N acima de 1 mM (GLASS et al., 2002). Em plantas modelo como 

Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum e Oryza sativa, os principais transportadores que 
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participam da absorção de N em alta afinidade (HATS) são conhecidos (FRAISIER et al., 

2000; CEREZO et al., 2001; LOQUÉ; von WIRÉN, 2004; YAN et al., 2011).  

 

2.4.1 Transportadores de amônio (AMTs - AMMONIUM TRANSPORTERS) 

A família de genes responsável pela absorção de amônio, fonte preferencial de N para a 

maioria das plantas, é denominada AMTs (AMMONIUM TRANSPORTERS) (GAZZARRINI 

et al., 1999). Famílias gênicas de AMTs, bem como o local de expressão, foram identificados 

em genoma de plantas como Arabidopsis thaliana (6 membros de genes AMT) (Figura 2), 

Solanum Lycopersicum (4 AMT), Oryza sativa (12 AMT), Glycine max (16 AMT), Medicago 

truncatula (6 AMT) (LOQUÉ; VON WIRÉN, 2004; RUFFEL et al., 2008; KOBAE et al., 

2010; LI et al., 2009), e alguns membros identificados em Lotus japonicus (ROGATO et al., 

2008), Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013) e milho (GU et al., 2013). Com base nas 

ESTs presentes em bancos de dados de sequências expressas de cana-de-açúcar, foram 

identificados homólogos aos 6 genes AMTs de arabidopsis em cana-de-açúcar, de acordo com 

o Dr. Joni Esrom Lima
1
. 

                                                             
1
 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Figura 2 - Representação esquemática da localização de expressão preferencial dos genes AMTs em 

Arabidopsis (GAZZARRINI et al., 1999; SOHLENKAMP et al., 2002; YUAN et al., 2007). 

As diversas proteínas transportadoras da família AMT apresentam afinidades distintas 

pelo amônio e atuam de forma aditiva no processo de aquisição de amônio pelas raízes 

(YUAN et al., 2007). Estudos de absorção de 
15

N-amônio em mutantes duplos de arabidopsis 

demonstraram que os transportadores AMT1;1 e AMT1;3 têm maior capacidade para absorção 

de amônio, sendo responsáveis por 70% do amônio total absorvido, enquanto que o 

transportador AMT1;2 confere cerca de 25% da absorção dessa forma de N pelas raízes 

(LOQUÉ et al., 2006; YUAN et al., 2007). Outro transportador, o AMT1;5 que possui baixa 

capacidade para transporte, com Km de 4,5 μM, também promove a entrada de amônio em 

células radiculares (YUAN et al., 2007). 

 

2.4.2 Transportadores de nitrato (NRT/ PTR - NITRATE TRANSPORTERS/ PEPTIDE 

TRANSPORTERS) 

Os sistemas agrícolas modernos são baseados em grandes entradas de nitrogênio 

inorgânico (N), com amônio (NH4
+
), a principal fonte de N aplicada (GALLOWAY et al., 
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2008; SCHLESINGER, 2009). Porém, por meio da atividade microbiana, o amônio é 

convertido em nitrato (NO3
-
) em um processo denominado nitrificação, se tornando assim a 

forma de N mais abundante na maioria dos solos cultivados (MILLER et al., 2007). O 

transporte de nitrato ocorre principalmente pela ação de transportadores da família NRT/PRT 

(NITRATE TRANSPORTERS/ PEPTIDE TRANSPORTERS) (CEREZO et al., 2001). No 

genoma de arroz foi predita a existência de uma família gênica com cerca de 80 membros, 

enquanto que arabidopsis há 53 membros da subfamília NRT1 (TSAY et al., 2007) (Figura 3). 

Dentre os 53 membros da subfamília NRT1 identificados em arabidopsis, 9 proteínas NRT1 já 

foram funcionalmente caracterizadas como transportadores de nitrato (GOJON et al., 2009). 

Para o transporte de alta afinidade, foram identificados 7 membros da subfamília NRT2 em 

arabidopsis e 4 membros em arroz, milho e sorgo (PLETT et al., 2010; FENG et al., 2011; 

GARNETT et al., 2013). Em cana-de-açúcar, foram identificados 45 membros da subfamília 

NRT1/PTR e 6 membros da subfamília NRT2, segundo Dr. Joni Esrom Lima
2
. 

 

Figura 3 - Representação esquemática da localização de expressão preferencial dos genes das 

subfamílias NRT1 e NRT2 em Arabidopsis (TSAY et al., 2007; GOJON et al., 2009).  

                                                             
2
 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Em arabidopsis, o transportador de alta afinidade (HATS) NRT2;1 apresenta expressão 

aumentada sob condições de déficit de N, sendo um dos principal responsáveis pela absorção 

de nitrato do solo (CEREZO et al., 2001). A localização na membrana plasmática e a 

estabilidade do transportador NRT2;1 é dependente da proteína transmembrana NAR2 

(WIRTH et al., 2007), sendo um indício do nível de regulação pós-transcricional para esse 

transportador. O principal transportador de nitrato é o NRT1;1, que possui dupla afinidade ao 

nitrato, apresentando alta afinidade (µM) ou baixa afinidade (mM) dependendo do estado de 

fosforilação da proteína (LIU; TSAY, 2003). Esse transportador foi caracterizado como sendo 

o sensor para o status de nitrato na raiz. Estudos em mutantes nrt1;1 em arabidopsis 

demonstraram que a quinase de proteína CIPK23 fosforila o resíduo T101 do transportador 

NRT1;1 regulando assim sua afinidade no transporte de nitrato (LIU; TSAY, 2003; HO et al., 

2009). Além disso, NRT1;1 é capaz de regular a expressão do transportador de alta afinidade 

NRT2;1 (MUNÕS et al., 2004). Outra sinalização dependente de NRT1;1 é o processo de 

alongamento de raízes laterais na presença de nitrato, que também é dependente do fator de 

transcrição ANR1 (ZHANG; FORDE, 2000). No mutante de arabidopsis nrt1;1, a resposta de 

alongamento das raízes laterais à exposição local de nitrato é perdida, o que sugere a 

participação desse transportador na sinalização de respostas morfológicas dependentes de 

nitrato (REMANS et al., 2006). A absorção líquida de nitrato em raízes é ainda regulada pelo 

efluxo dessa fonte de N. O controle de efluxo de nitrato em células do córtex da raiz foi 

atribuído à regulação do gene NAXT1, o qual é responsável pela excreção de nitrato induzida 

pela acidificação do pH citosólico (SEGONZAC et al., 2007). Fatores de transcrição NLP7 e 

NLP6 se mostraram importantes na resposta primária ao nitrato, já que regulam genes 

envolvidos no transporte e assimilação de nitrato, permitindo rápida adaptação a 

disponibilidade de nitrogênio para manter a homeostase de nitrato na planta (MARCHIVE et 

al., 2013; KONISHI; YANAGISAWA, 2013).  

Além da aquisição das principais fontes inorgânicas de N do solo, o envolvimento dos 

transportadores de N é essencial na regulação da homeostase de amônio e nitrato nos diversos 

tecidos da planta. Uma vez dentro da célula, ambas as fontes de N podem ser assimiladas em 

aminoácidos e estocadas. Uma proporção significativa do nitrato geralmente é assimilada na 

parte aérea devido ao poder redutor gerado pelos tecidos fotossintetizantes, necessário para o 

processo de redução e assimilação do nitrato (GARNETT et al., 2009).  

O transporte de nitrato da raiz para a parte aérea é dependente do carregador de xilema 

NRT1;5. Esse transportador pertence à família NRT1, cuja maioria dos membros são LATS. 

Estudos com o mutante para NRT1;5 de arabidopsis revelaram que esse transportador é 
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responsável por exportar nitrato para fora das células do periciclo para ser subsequentemente 

carregado no xilema (LIN et al., 2008). Além desses transportadores, outros dois membros da 

família NRT1 estão envolvidos no transporte de nitrato da raiz para a parte aérea. Análises 

referentes ao NRT1;8 expresso em células parenquimais do xilema em raízes feitas com o 

mutante nrt1;8 de arabidopsis sugerem que esse transportador atua na remoção do nitrato do 

xilema de volta para células das raízes (LI et al., 2010). A identificação do mutante no gene 

NRT1;9 revelou que o transporte de nitrato via floema é menor (WANG; TSAY; 2011). O 

fenótipo de maior acúmulo de biomassa desse mutante submetido à alta concentração de 

nitrato indica um maior transporte de nitrato nesse mutante de arabidopsis, possivelmente via 

xilema. A localização desse transportador em células companheiras do floema, somada aos 

resultados obtidos sugerem uma função no transporte de nitrato via floema no sentido parte 

aérea-raiz. A regulação do transportador NRT1;9 parece ser um importante mecanismo para 

evitar o excesso de nitrato em tecidos da parte aérea (WANG; TSAY, 2011). 

A alocação de nitrato em tecidos vegetativos fotossintetizantes também é dependente de 

membros da família NRT1. A expressão do gene NRT1;4 em pecíolos foliares revelou a 

função deste transportador na regulação da distribuição de nitrato em folhas (CHIU et al., 

2004). A atuação de um transportador durante o processo de remobilização de nitrato de 

folhas maduras para folhas jovens foi indicada pelos altos níveis de expressão do 

transportador NRT1;7 quando submetido a limitação de N em arabidopsis (KIBA et al., 2012). 

Esse transportador é expresso em células do floema, nas nervuras menores de folhas maduras. 

O mutante nrt1;7 apresenta desenvolvimento retardado, e experimentos com aplicação de 

15
N-nitrato demonstraram que o nitrato não pode ser transportado de folhas maduras para 

folhas jovens nesse mutante (KIBA et al., 2012). Esses resultados indicam que o 

carregamento do floema mediado por NRT1;7 é essencial para o transporte no sentido de 

folhas fonte-dreno (KIBA et al., 2012). 

Em arabidopsis foram identificados novos membros da família NRT1. Mutantes duplo 

dos genes NRT1;11 e NRT1;12 alcançaram maior concentração de 
15

N em folhas maduras 

quando comparadas a tipo selvagem (ecotipo Col-0) em detrimento as folhas mais jovens. 

Este resultado sugere que ambas as proteínas de membrana estão envolvidos na transferência 

de nitrato via xilema-floema, afetando diretamente a redistribuição de nitrato para folhas em 

desenvolvimento e, portanto, o crescimento das plantas (HSU; TSAY, 2013).  

O excesso de nitrato é estocado em vacúolos, o qual pode ser remobilizado a partir de 

folhas em condições de baixa disponibilidade de N. Para que isso ocorra, o nitrato deve ser 
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transportado através da membrana do tonoplasto, e posteriormente através da membrana 

plasmática das células do mesofilo, antes de ser carregado no floema (De ANGELI et al., 

2006). O carregamento de nitrato em vacúolos é mediado pelos carreadores exportadores 

H
+
/NO3

-
, ClCa e ClCb, localizados na membrana do tonoplasto (De ANGELI et al., 2006). 

Ambos os genes possuem regulação diurna e são induzidos pela aplicação exógena de nitrato 

(De ANGELI et al., 2006; VON DER FECHT-BARTENBACH et al., 2010). 

Após o processo de absorção pela raiz, o nitrato é assimilado em amônio pela atividade 

da Nitrato Redutase (NR), que possui regulação tanto em nível de transcrição, quanto em 

nível de tradução (SCHEIBLE et al., 1997a; 1997b; MATT et al., 1998; TUCKER et al., 

2004). A expressão do gene NIA, que codifica NR em tabaco, é induzida por nitrato e 

reprimida por glutamina (SCHEIBLE et al., 1997a; 1997b).  Além disso, a expressão do gene 

NIA, bem como a atividade da NR, está sob o controle dos ritmos circadianos e da 

disponibilidade de açúcares, indicando a existência de uma correlação direta entre o 

metabolismo de N e de carbono (C) (SCHEIBLE et al., 1997; STITT et al., 2002; KRAPP et 

al., 2005). 

Considerando a função fisiológica desses produtos gênicos é possível inferir que os 

diversos transportadores atuam de forma coordenada para manutenção da homeostase de 

nitrato em plantas (LEA; AZEVEDO, 2006). Apesar do considerável conhecimento gerado na 

compreensão dos processos de absorção e transporte de nitrato e sua regulação de acordo com 

o metabolismo de N em plantas modelo como Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum e 

Oryza Sativa (LI et al., 2006), pouco se conhece sobre os processos fisiológicos e moleculares 

dos processos de absorção e transporte de nitrato em plantas cultivadas (LEA; AZEVEDO, 

2006; HIREL et al., 2007; XU et al., 2012). 

Quando comparada a sorgo e milho, cana-de-açúcar possui menor eficiência na 

absorção e estoque de nitrato em seus tecidos, o que pode ser desvantajoso para o 

desenvolvimento dessa cultura em condições de cultivo em campo, levando ao aumento na 

perda de N no solo (ROBINSON et al., 2011). A maior habilidade em adquirir nitrato pelas 

plantas pode trazer vantagens adaptativas. Além de nutriente essencial, nitrato também 

desencadeia respostas para regulação de processos de desenvolvimento em plantas. Em 

arabidopsis e milho, a suplementação com nitrato leva ao aumento significativo dos níveis de 

citocininas no xilema, estando correlacionado diretamente com o status nutricional da planta  

(TAKEI et al., 2001;  2004). Tal processo ocorre devido à indução do gene IPT3 

(ADENOSINA FOSFATO ISOPENTINILTRANSFERASE3), que faz parte da via de 

biossíntese de citocininas (TAKEI et al., 2004). O nitrato também atua na sinalização para 
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controle local do desenvolvimento radicular, levando ao aumento na ramificação de raízes 

laterais (REMANS et al., 2006; LIMA et al., 2010), que pode favorecer a aquisição de 

nutrientes e água. Portanto, a nutrição por nitrato pode desencadear a 

regulação/reprogramação do desenvolvimento da expansão da parte aérea e o 

desenvolvimento radicular. 

Apesar de ser a fonte de N inorgânica mais abundante encontrada em solos 

agricultáveis, devido a sua forma aniônica o nitrato é facilmente dissolvido na solução do 

solo, apresentando alta mobilidade e estando sujeito ao processo de lixiviação 

(MARSCHNER, 1995). No solo, a concentração de nitrato pode ser de 10 a 20 vezes maior 

do que a concentração de amônio, dependendo da atividade microbiana, pH, concentração de 

oxigênio e temperatura (MILLER et al., 2007). Assim, a disponibilidade de nitrato nos solos 

pode variar de forma considerável, o que requer o uso de estratégias de adaptação da planta 

para lidar com as flutuações de concentração dessa forma inorgânica de N no solo. Em solos 

com cultivo de cana-de-açúcar, a concentração de nitrato apresenta perfil diverso ao longo do 

ciclo dessa gramínea. A análise de composição de N em solos de cultivo de cana na Austrália 

demonstrou que, no início do ciclo, logo após a fertilização por N (uréia), as concentrações de 

nitrato e amônio são similares (ROBINSON et al., 2011). Contrariamente ao esperado, nos 

dois meses subsequentes ao início do cultivo, a concentração de nitrato foi 2,5 vezes maior 

que a concentração de amônio no solo, atingindo a faixa de milimolar. Porém, ocorre um 

significativo decréscimo na concentração de nitrato nos meses seguintes, podendo atingir 

concentrações na faixa de micromolar, devido ao aumento nas taxas de nitrificação 

(ROBINSON et al., 2011). Esses resultados exemplificam a variação da disponibilidade de 

nitrato em solos cultivados com cana-de-açúcar, indicando que durante o ciclo dessa cultura, a 

aquisição de nitrato pode também variar de acordo com a disponibilidade dessa forma 

inorgânica de N. Além deste aspecto, amônio é a fonte preferencial de N para cana-de-açúcar 

em condições de suficiência de N comparado a nitrato (ROBINSON et al., 2011). As causas 

fisiológicas e moleculares dessa reduzida eficiência no uso de nitrato em cana-de-açúcar ainda 

permanecem por ser elucidadas.  

Portanto, entender os mecanismos de regulação do processo de aquisição de nitrato de 

acordo com a variação de N no solo é fundamental para a compreensão do processo da 

reduzida capacidade de absorção de nitrato nas raízes da cana-de-açúcar. Considerando esses 

aspectos, a presente dissertação objetivou inicialmente caracterizar o processo de absorção de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar. Estudos de cinética de absorção com 
15

N-nitrato em 
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raízes foram empregados para caracterizar a regulação do influxo/absorção de acordo com o 

status de N da planta e o tipo de fonte inorgânica de N (amônio e nitrato) disponível. 

Posteriormente, o processo de transporte de nitrato na parte aérea foi caracterizado de acordo 

com a disponibilidade de N para a planta. Após a caracterização fisiológica dos processos de 

absorção e transporte de nitrato nos diversos tecidos, estudos do perfil transcricional de genes 

relacionados a absorção e remobilização de nitrato foram realizados em raízes e parte aérea de 

cana-de-açúcar. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Material vegetal e micropropagação 

Foi utilizada a cultivar ‘SP80-3280’ em todos os ensaios, pois foi a empregada no 

projeto de transcritoma da cana-de-açúcar (Sugarcane EST Project, SUCEST,). As cultivares 

‘IAC87-3396’ e ‘IACSP96-2042’, distintas quanto ao uso eficiente de N (Comunicação 

Pessoal, Dr. Joni Esrom Lima
3
) foram empregadas em um experimento realizado para 

investigar a presença de um mecanismo de regulação pós-transcricional no processo de 

aquisição de nitrato em plantas ressuplementadas com esta fonte de N. 

As plântulas de ‘SP80-3280’ foram obtidas por meio de cultura in vitro de ápices 

oriundos de plantas da coleção de germoplasma no CENA/USP. A micropropagação foi 

conduzida segundo o protocolo descrito por Lee (1987). Gemas nodais retiradas de plantas 

adultas foram esterilizadas em solução de 5-10% de desinfetante comercial (produto 

comercial contém 2-2,5% de hipoclorito de sódio) por 40 min, e em seguida, foram lavadas 

em água destilada e plantadas em caixas contendo vermiculita (Terra Mater). Quando as 

plântulas brotadas atingiram um tamanho de cerca de 25 cm, o ápice foi retirado, esterilizado 

em álcool 70% por 1 min, seguido de desinfecção conforme descrito acima por 20 min, 

lavado três vezes em água estéril, dissecado e introduzido em meio in vitro (Figura 4A; LEE, 

1987). 

                                                             
3
 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Figura 4 - Micropropagação das plantas de cana-de-açúcar (‘SP80-3280’). A- Ápice caulinar 15 dias 

após introdução in vitro; B- Plântulas micropropagadas em meio MP II 30 dias após 

introdução in vitro; C Plântula com 45-50 dias após introdução, com sucessivas trocas de 

meio MP II; D- Plântulas com 60-70 dias após introdução, já em meio de enraizamento MR. 

O meio utilizado para multiplicação foi o MP II (sais MS; 20 g L
-1

 de sucrose; 100 mg 

L
-1

 de mio-inositol; 1 mg L
-1

 de tiamina-HCl; 0,1 mg L
-1

 de kinetina; 0,2 mg L
-1

 de benzil-

aminopurina – BAP; com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem) (Figura 4B e C). Após 

dois meses de crescimento sob fotoperíodo de 16:8h a 25° C, as plântulas foram transferidas 

para o meio de enraizamento MR (sais de MS, Tabela 1; 40 g L
-1

 de sucrose; 63 mL L
-1

 de 

macronutrientes; 5 mL L
-1 

de micronutrientes e 10 mL L
-1

 de Fe-EDTA; com pH ajustado 

para 4,8 antes de autoclavagem) por cerca de duas semanas (Figura 4D). Na tabela abaixo está 

descrito os sais e as concentrações utilizadas para o preparo das soluções estoques de sais de 

MS.  
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Tabela 1 – Sais utilizados, e suas respectivas concentrações, para o preparo das soluções 

estoques de sais MS 

Soluções Sais Concentração (g/L) 

Macronutrientes 

CaCl2.2H2O 7,04 

KH2PO4 2,72 

NH4NO3 26,4 

KNO3 30,4 

MgSO4.7H2O 5,92 

Micronutrientes 

MnSO4.H2O 3,38 

ZnSO4.7H2O 1,72 

H3BO3 1,24 

NiSO4.5H2O 0,0104 

Na2MoO4.2H2O 0,05 

CuSO4.5H2O 0,005 

CoCl2.6H2O 0,005 

Fe-EDTA 
Na2EDTA 3,72 

FeSO4.7H2O 2,78 

 

O material de ‘IAC87-3396’ e ‘IACSP96-2042’ foram gentilmente cedidas pelo Dr. 

Silvana Creste, pesquisadora do “Centro de Cana” do Instituto Agronômico de Campinas, 

como plântulas enraizadas in vitro. Em seguida, as plantas foram aclimatizadas por duas 

semanas em caixas de 5 L contendo 1/4 da concentração de sais da solução nutritiva de 

Hoagland e Arnon (1950) (Anexo A), sendo posteriormente transferidas para recipientes 

plásticos com capacidade para 25 L contendo a mesma solução nutritiva (HOAGLAND; 

ARNON, 1950; SERENO et al., 2007). O controle automático de temperatura do ar circulado 

e aeração a cada 15 min mantiveram as plantas nas condições adequadas em casa de 

vegetação. Tanques contendo 300 L de solução nutritiva conectados aos vasos, com duas 

plantas cada, suplementaram todo o sistema por 24 h (Figura 5). 
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Figura 5 - Sistema de hidroponia utilizado para o crescimento e realização dos experimentos. 

 

3.2 Estudos da cinética de absorção de nitrogênio pela raiz por influxo rápido de 
15

N 

Para os estudos da cinética de absorção de nitrogênio pela raiz de plantas in vivo 

descritos abaixo como dependente da fonte ou do status de N da planta, foram realizados 

ensaios de influxo rápido de 
15

N (Short Term Uptake; LOQUÉ et al., 2006). Para se estimar o 

influxo rápido, primeiramente, as raízes de cana-de-açúcar foram lavadas em solução de 1 

mM CaSO4 (sulfato de cálcio) com o intuito de eliminar N apoplástico. Em seguida, as 

plântulas foram colocadas em 1,3 L de solução hidropônica, contendo 0,2 mM de 
15

N 

marcado e 1 mM de MES (ácido 2-(N-morfolino) etanosulfônico monohidratado) pH 5,8 por 

um período de 10 mim, seguido por 1 min em solução de 1 mM CaSO4 para a lavagem das 

raízes (LOQUÉ et al., 2006).  
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No experimento realizado in vitro, plântulas dos genótipos ‘IAC87-3396’, ‘IACSP96-

2042’ e ‘SP80-3280’ foram cultivadas em condição constante de suficiência de N (2 mM de 

NH4NO3) em meio de enraizamento MR (sais de MS, Tabela 1; 40 g L
-1

 de sucrose;  

63 mL L
-1

 de macronutrientes; 5 mL L
-1 

de micronutrientes e 10 mL L
-1

 de Fe-EDTA; com 

pH ajustado para 4,8 antes de autoclavagem). Após esse período, as plantas foram transferidas 

para soluções de meio MR líquido contendo K
15

NO3 (98,18% em átomos de 
15

N) por um 

período de 10 min, seguido por 1 min em solução de 1 mM CaSO4 para a lavagem das raízes 

(LOQUÉ et al., 2006).  

As amostras de raízes foram então coletadas, secas, moídas e analisadas no 

espectrômetro de massas de ionização por impacto de elétrons IRMS (ANCA GSL 20/20 ou 

ANCA SL da Sercon, Inglaterra), no laboratório de Isótopos Estáveis, CENA, pelo  

Prof. Dr. José Albertino Bendassolli. 

Na intenção de identificar a fonte preferencial de N por cana-de-açúcar, e a regulação 

do processo de absorção pelo status deste nutriente na planta, foi realizado ensaio 

empregando fontes de N-marcado na faixa de concentração de ativação do sistema de 

absorção de alta-afinidade (0,2 mM de 
15

N). Plantas de cana-de-açúcar da cultivar  

‘SP80-3280’foram crescidas por três meses em condições de suficiência de N, quando foram 

submetidas a tratamento de suficiência (+N; 2 mM de NH4NO3) ou deficiência de N (-N) por 

três dias. Em seguida, estudos de cinética de absorção com 
15

N-nitrato (0,2 mM de K
15

NO3 a 

40% em átomos de 
15

N) e 
15

N-amônio [0,1 mM de (NH4)2SO4 a 40% em átomos de 
15

N] 

foram realizados em solução nutritiva. Foram coletadas 4 ou 5 réplicas biológicas para cada 

tratamento. 

Para a caracterização do processo de indução do transporte de nitrato pela deficiência de 

N, plantas crescidas em suficiência de N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram transferidas para 

solução nutritiva sem N (-N) por 0, 1, 3, 6, 24 e 72 h, quando foram analisadas por influxo 

rápido (0,2 mM  K
15

NO3 a 40% em átomos de 
15

N). Foram utilizadas 4 ou 5 réplicas 

biológicas em cada tempo amostrado. 

O terceiro ensaio visou avaliar se existe regulação da fonte de N inorgânica sobre a 

reduzida capacidade de aquisição de nitrato pelas raízes de cana-de-açúcar (MASCLAUX-

DAUBRESSE et al., 2010). Plantas de três meses crescidas em solução nutritiva  

(+N; 2 mM de NH4NO3) foram submetidas a tratamento com 4 mM de nitrato (KNO3) ou 4 

mM de amônio (NH4Cl). Após esse tratamento, as plantas foram analisadas quanto ao influxo 

de 
15

N (0,2 mM de K
15

NO3 a 40% de átomos de 
15

N) nos tempos 0, 2, 6, 24, e 72 h após o 
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tratamento. Para esse experimento, foram utilizadas de 4 a 5 réplicas biológicas por cada 

tempo amostrado.  

O quarto ensaio foi realizado para a caracterização da regulação do transporte de nitrato 

pela raiz de acordo com a presença dessa fonte de N. Neste experimento de provisão, plantas 

cultivadas por três meses em solução nutritiva (+N; 2 mM de NH4NO3) foram submetidas a 

limitação de N (-N) por 72 h. Após esse período, as plantas foram colocadas em presença de 

nitrato (4 mM KNO3), sendo analisado o influxo rápido de 
15

N-nitrato (0,2 mM de K
15

NO3 a 

40% de átomos de 
15

N), 0, 2, 4 e 24 h após provisão de tal fonte de N. Foram utilizadas de 4 a 

5 réplicas biológicas em cada tempo amostrado. 

Visando a melhor compreensão do processo de aquisição de nitrato em raízes após 

provisão de nitrato, foi realizado um quinto experimento com os genótipos ‘IAC87-3396’ e 

‘IACSP96-2042’, distintos quanto ao uso eficiente de N (Dr. Joni Esrom Lima - Informação 

verbal
4
), e também com a cultivar ‘SP80-3280’. Para isso, os três genótipos foram cultivados 

em condições ótimas de suficiência de N (+N, 2 mM NH4NO3), sendo posteriormente 

submetidas a baixo N (0,2 mM de nitrato) por 7 dias. Após esse período, os três genótipos 

foram submetidos a tratamento com altas concentrações de nitrato de amônio, alto N (5 mM 

NH4NO3). As análises de influxo rápido de 
15

N-nitrato na faixa de alta-afinidade (0,2 mM de 

K
15

NO3 a 98,18% em átomos de 
15

N) foram realizadas nos tempos 0 h (plantas em baixo N; 

0,2 mM de nitrato), 4 h e 24 h após a imposição do tratamento de para alto N (5 mM 

NH4NO3). Foram coletadas de 5 a 6 réplicas biológicas em cada tempo amostrado. 

Em todos estes ensaios descritos anteriormente, amostras de raízes de cana-de-açúcar 

foram coletadas em triplicata, congeladas e utilizadas para extração de RNA total para 

analisar quantitativamente os transcritos reversos (RT-qPCR) dos genes identificados em 

cana-de-açúcar responsáveis pelo processo de aquisição de nitrato (NRT - NITRATE 

TRANSPORTERS).   

 

3.3 Estudos de remobilização de nitrogênio  

Com a intenção de caracterizar o processo de transporte de nitrato na parte aérea de 

cana-de-açúcar, foi realizado um experimento de translocação/remobilização de 
15

N-NO3 in 

vivo (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010; MASCLAUX-DAUBRESSE; CHARDON, 

                                                             
4 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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2011). Plantas de cana-de-açúcar com três meses de cultivo em solução nutritiva suficiente de 

N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram divididas em 2 tratamentos. Um grupo de plantas foi 

colocado em solução contendo 0,5 mM NH4NO3, fornecido como 
15

NH4NO3 (20% de átomos 

de 
15

N) por 48 h, enquanto o outro grupo foi colocado em solução contendo 0,5 mM NH4NO3, 

fornecido como NH4
15

NO3 (20% de átomos de 
15

N) por 48 h. Após esta etapa, as plantas 

foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO3), sendo que para cada 

tratamento amostras de raízes, colmo, folhas madura (+3) e folhas recém expandidas (+1) 

foram analisadas nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d após o tratamento com N-marcado com o 

objetivo de avaliar o fluxo de derivados de 
15

N em condições contrastantes de disponibilidade 

de N. Amostras dos mesmos tecidos vegetais foram coletadas em triplicata nos tratamentos e 

tempos descritos, congeladas e utilizadas para extração de RNA total para quantificar os 

transcritos reversos dos transportadores envolvidos nos processo de aquisição e remobilização 

de nitrato. 

3.4 Extração de RNA e síntese de cDNA 

Para análise de expressão gênica, amostras de raiz dos experimentos de cinética de 

absorção de nitrato, bem como raiz e parte-aérea do experimento de remobilização, foram 

coletadas em triplicatas e congeladas imediatamente em nitrogênio líquido para posterior 

extração de RNA. Tal extração foi feita utilizando o método descrito em Leal et al. (2007). 

Brevemente, as amostras foram maceradas em N líquido e transferidas para um microtubo de 

2 mL, ao qual foi adicionado 1 mL de tampão de extração pré-aquecido à 65°C (2 % CTAB; 

2% PVP; 2 M NaCl; 100 mM Tris; 25 mM EDTA; 2% ß-mercaptoethanol). Após a 

homogeneização em banho-maria à 65°C por cerca de 30 min, as amostras foram colocadas 

no gelo por 1 min, seguida da adição de 1 mL de CIA (clorofórmio:álcool-isoamílico 24:1) e 

de uma centrifugação a 9.000 g por 10 min a 4
o 
C.  Em seguida, o sobrenadante foi transferido 

para um novo microtubo de 1,5 mL, adicionando um volume igual de CIA, que foi 

emulsionado seguido de uma centrifugação a 9.000 g por 10 min a 4
o
C. Novamente, o 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL para posterior precipitação 

do RNA total, com solução de 10 M de LiCl (0,1 vol) e incubação a 4
o
C por 12 h. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9.000 g por 30 min a 4° C, seguido do 

descarte do sobrenadante. O pellet formado foi lavado duas vezes com 500 µL de 75% etanol 

(etanol: H20 DEPC inativa 3:1) e centrifugado a 9.000 g por 10 min a 4° C. Por fim, foi feita a 

ressuspensão do pellet em 30 µL de água 0,01% DEPC inativa. O RNA foi quantificado em 

NanoDrop e sua integridade confirmada via eletroforese. 
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Após a quantificação, cerca de 2 µg do RNA de cada amostra foi tratado empregando  

1 U de DNAse I (Invitrogen; Carlsbad, CA, EUA) em tampão apropriado, 2 U de RNAseout 

(Invitrogen) e água ultrapura DEPC inativa, em reação incubada a 37ºC por 30 min. A reação 

foi parada com a adição de EDTA, e incubada a 65ºC por 10 min. Amostras de 1 µg de RNA 

total tratado e o oligodT (0,5 µg µL 
-1

) foram desnaturadas a 70°C por 10 min e incubadas a 

4°C por 2 min, seguido da adição de 4 µL de 5X First-Strand Buffer, 1 mM dNTP, 40 U de 

RNAseOUT (Invitrogen), 1 μL de DTT 0,1 M e 20 U da enzima SuperScript III RT 

(Invitrogen). A reação foi então incubada a 55
o 

C por 1 h, seguida de incubação a 70º C por 

10 min e 4
o 
C por 2 min.  

 

3.5 Identificação de genes da família NRT/PRT (NITRATE TRANSPORTERS/ PEPTIDE 

TRANSPORTERS) 

Para identificação dos genes ortólogos aos transportadores de nitrato (família 

NRT/PRT), sequências de arabidopsis e arroz foram utilizadas na busca de ESTs presentes no 

banco de dados do SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag). Sequências de 

aminoácidos de genes ortólogos foram obtidas pelo Dr. Joni Esrom Lima (Lab. Melhoramento 

de plantas, CENA/USP) e Prof. Dr. Renato Vicentini (Lab. Bioinformática e Biologia de 

Sistemas, UNICAMP). 

 

3.6 Desenho de iniciadores para genes da família NRT/PRT (NITRATE 

TRANSPORTERS/ PEPTIDE TRANSPORTERS) 

Os iniciadores específicos para cada gene foram desenhados com base nos Tentative 

Consensus (TCs) do bando de dados do SUCEST relativos a genes que codificam proteínas 

dos genes ortólogos da família de transportadores de nitrato (NRTs- NITRATE 

TRANSPORTER) de cana-de-açúcar (Tabela 2), utilizando-se o programa Primer3 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/), designando-se a 

temperatura de dissociação (Tm) de 61
 o

C, e o tamanho de amplicons entre 80 a 250 pb. O par 

de iniciadores de cada gene foi testado no programa NetPrimer para estabilidade, Tm, 

conteúdo de GC (%) e interações entre iniciadores. 

 



37 

 

 
 

Tabela 2 - Sequências de iniciadores (primers) relativos aos genes que codificam proteínas 

transportadoras (NRTs-NITRATE TRANSPORTERS), responsáveis na absorção de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar, e o gene referência empregado (Ubiquitina2), 

com seus respectivos tamanhos esperado do amplicons, utilizados para análise 

quantitativa de transcritos reversos. 

Nome Sequência dos primers Amplicon 

ScNRT1.1 For CCTGGTGACGTACCTGATGG 
128 pb 

ScNRT1.1 Rev ACGATGTAGATGGTGTAGGTGGTG 

ScNRT2.1 For GAGCATCCGTCTCTTCTCCTTC 
144 pb 

ScNRT2.1 Rev GCCTTGGTGAGGTTGAGGTT 

ScNAR2.1 For GCTGGCGGTGCTTCTCTT 
174 pb 

ScNAR2.1 Rev GGCTCGGTGGTGTTCAGG 

ScNRT2.5 For ATCGTGCCGTTCGTCTCC 
131 pb 

ScNRT2.5 Rev ATCCCCGTCTCCGTCTTGT 

ScNRT1.4 For TTCCTCTCCGACGCCTAC 
228 pb 

ScNRT1.4 Rev ATGAAGAGCACCGCGAACT 

ScNRT1.5 For GCAATACTGAGCGGATGGTT 
165 pb 

ScNRT1.5 Rev CATGTGCTACAAGGGCATCAAG 

Ubiquitina2 For CTTCTTCTGTCCCTCCGATG 
159 pb 

Ubiquitina2 Rev TCCAACCAAACTGCTGCTC 

 

3.7 Análise de amplificação quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR) 

As reações continham 5 µL de KAPA SYBR FAST (Kapa Biosystems, Wilmington, 

MA, EUA), 0,2 μM de cada iniciador, 1 μL do cDNA 3:7 (v/v) e água Milli-Q estéril para um 

volume final de reação de 10 µL. A análise de RTqPCR dos genes ScNRT incluíram nos 

experimentos um controle negativo (sem cDNA) e foram realizadas no RotorGene-6000 

(Qiagen; Hilden, Alemanha). O perfil da reação foi designado com duas temperaturas iniciais: 

50° C por 10 min e 95° C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de três passos: 95° C por 20 s, 

60/62º C por 25 s e 72° C por 25 s. Após a amplificação, determinou-se a curva de 

dissociação entre 72 e 95°C. Em todos os experimentos os valores dos CQ (quantification 

cycle) foram utilizados para determinar a diferença da expressão gênica, de acordo com 

método “Delta Delta” (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001): razão =2 
-Δ (ΔCq)

 sendo ΔCQ = CQ 

(gene alvo) – CQ (gene referência) e o Δ = ΔCQ (tratamento) - ΔCQ (controle). Para todos os 

experimentos o gene UBQ2 foi utilizado como gene de referência.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização do processo de absorção de nitrato em raízes de cana-de-açúcar 

 

A eficiência na aquisição de N pelas raízes a partir do solo consiste num dos processos 

essenciais para o uso eficiente do nitrogênio (NUE). Essa eficiência na absorção de N 

depende do transporte de nitrato e amônio em nível de raiz (LEA; AZEVEDO, 2006; 

KROUK et al., 2010). Em geral, a regulação do transporte de um nutriente é determinada pela 

absorção do mesmo em condições de alta ou baixa disponibilidade (MARSCHNER, 2012). 

No caso do N, o sistema de transporte de íons pela membrana plasmática de células 

radiculares, bem como o sistema metabólico responsável pela assimilação desse nutriente nas 

células, são ambos reprimidos de acordo com o aumento da concentração de N no solo 

(GLASS et al., 2002; LOQUÉ; von WIRÉN, 2004). Trabalhos clássicos correlacionando o 

influxo de N e acúmulo dos íons nitrato e amônio demonstraram que o nitrato e o produto de 

sua redução - o nitrito - são capazes de induzir o sistema de influxo de nitrato em raízes de 

diferentes espécies (TOMPKINS et al., 1978; SIDDIQI et al., 1992; HENRIKSENZ; 

SPANSWICK, 1993). No entanto, à medida que células radiculares absorvem e acumulam N, 

o influxo de nitrato e amônio é reprimido (SIDDIQI et al., 1989; KRONZUCKER et al., 

1995b; FORDE; CLARKSON, 1999). Tal repressão demonstra que o acúmulo de produtos da 

assimilação de N, como glutamina, exerce um feedback negativo na absorção de N inorgânico 

(SIDDIQI et al., 1989). Experimentos realizados em raízes de arroz e milho utilizando 

inibidor de atividade da enzima GS- Glutamina sintetase, responsável pela assimilação de 

amônio, levaram ao estímulo na absorção de amônio nessas espécies, contrariamente ao que 

foi observado em sorgo (FENG et al., 1994; GLASS et al., 1997; SONODA et al., 2003), 

indicando que o N per se pode influenciar na regulação dos processos de absorção e 

assimilação desse nutriente.  

Com o avanço da identificação dos genes responsáveis pela absorção de fontes 

inorgânicas de N em plantas (LOQUÉ; von WIRÉN 2004), o número crescente de evidências 

demonstra que nitrato e amônio, além de serem nutrientes essenciais, atuam como 

sinalizadores em plantas, regulando não somente genes responsáveis pela sua aquisição, mas 

também genes responsáveis pela sua assimilação (LANQUAR et al., 2009; WANG et al., 

2009; KROUK et al., 2010). 
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Considerando que diversas espécies vegetais utilizam distintas estratégias adaptativas 

em resposta às flutuações de disponibilidade de N no solo, no presente trabalho foram 

realizados estudos de cinética de absorção, identificação e análise da expressão dos genes 

responsáveis pela aquisição de nitrato, a fim de investigar a regulação do processo de 

aquisição de nitrato em raízes de cana-de-açúcar. 

 

4.1.1. Eficiência na absorção de nitrato em raízes de cana-de-açúcar 

Apesar da importância do N como nutriente limitante do crescimento e produtividade 

das culturas agrícolas, poucos estudos foram realizados com o objetivo de definir claramente 

a preferência da fonte inorgânica de N em diversas espécies (BOUDSOCQ et al., 2012). 

Experimentos utilizando concentrações equimolares de nitrato ou amônio marcados em 

plantas de cana-de-açúcar cultivadas em campo demonstraram que o amônio é a fonte 

preferencial de N quando comparado a nitrato, em condições de suficiência de N; porém esta 

preferência por amônio não foi confirmada quando N era limitante no solo (ROBINSON et 

al., 2011).  

Inicialmente, com o objetivo de confirmar a preferência por amônio em detrimento da 

absorção de nitrato em raízes de cana-de-açúcar, estudos de influxo rápido de nitrato ou 

amônio marcado (Short-Term Uptake; LOQUÉ et al., 2006) foram realizados para a 

caracterização fisiológica do processo de absorção dessas fontes inorgânicas de N em 

condições contrastantes de disponibilidade desse nutriente. 

Considerando a importância da regulação do sistema de absorção de alta-afinidade 

(HATS) em condições de cultivo em campo (MALAGOLI et al., 2004), e que o sistema de 

baixa afinidade de absorção (LATS) de N é dependente da atividade de HATS (WANG et al., 

1993a; 1993b), o presente estudo foi realizado empregando fontes de N-marcado na faixa de 

concentração de ativação do sistema de absorção de alta-afinidade (0,2 mM de 
15

N). Plantas 

de cana-de-açúcar da cultivar ‘SP80-3280’foram crescidas por três meses em condições de 

suficiência de N, quando foram submetidas a tratamento de suficiência (+N; 2 mM de 

NH4NO3) ou deficiência de N (-N) por três dias e em seguida estudos de cinética de absorção 

com N marcado (
15

N-nitrato e 
15

N-amônio) foram realizados em solução nutritiva. 
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Análises de influxo rápido de 
15

N-amônio em raízes demonstraram que plantas 

submetidas à deficiência de N (-N) apresentaram aproximadamente 2,25 vezes maior 

absorção de amônio (108,05 μmol h
-1

 g
-1

 MS) em comparação a plantas sob suficiência de N 

(48,22 μmol h
-1

 g
-1

 MS), o que indica a indução no processo de aquisição de amônio em raízes 

de cana-de-açúcar quando a disponibilidade de N exógeno é limitante (Figura 6). Indução 

semelhante foi observada no processo de aquisição de nitrato em plantas cultivadas em 

condição limitante de N (-N), nas quais o influxo de 
15

N-nitrato foi aproximadamente 4,9 

vezes maior (5,05 μmol h
-1

 g
-1

 MS) quando comparado às plantas submetidas à suficiência de 

N (1,03 μmol h
-1

 g
-1

 MS), evidenciando assim a regulação da absorção de nitrato de acordo 

com o status de N (Figura 6). Esses resultados demonstram que plantas de cana-de-açúcar 

possuem sistema de absorção HATS para nitrato e amônio presentes nas raízes, que são 

induzidos quando as concentrações externas de N são baixas e/ou o status de N na planta 

diminui (Figura 6). Logo, o sistema de HATS para absorção de nitrato nas raízes parece ser 

importante para a regulação da demanda de N em cana-de-açúcar, agindo na aquisição de N 

quando cultivada em baixas concentrações de N no solo. Similar mecanismo foi previamente 

identificado em outras espécies (LEE; RUDGE, 1986; WANG et al., 1993a; 1993b; 

KRONZUCKER et al., 1998;  LEJAY et al., 1999; VON WIREN et al., 2000). 
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Figura 6 - Influxo de 
15

N-NO3
-
 ou 

15
N-NH4

+
 em raízes de cana-de-açúcar submetidas a condições 

contrastantes de disponibilidade de N. Plantas cultivadas em solução nutritiva com condições 

suficientes de N (+N; 2 mM NH4NO3) foram submetidas a tratamento sem adição de N (-N) 

ou com suficiência de N (2 mM NH4NO3) por 3 dias. Estudos de absorção com 
15

N-nitrato 

ou 
15

N-amonio na concentração de 0,2 mM de N total foram realizados em plantas de cana-

de-açúcar da cultivar ‘SP80-3280’. Letras maiúsculas comparam as médias entre influxos de 

nitrato e amônio marcados dentro de cada tratamento de N (+N e –N). Letras minúsculas 

comparam independentemente nitrato e amônio dentro de cada tratamento de N (+N e –N). 

Letras diferentes indicam que as médias diferem significativamente pelo teste Scott-Knott a 

5%, n= 4. 

A comparação direta do processo de aquisição entre as fontes inorgânicas de N indica 

que sob suficiência de N, a absorção de nitrato é 98% menor que a absorção de amônio 

(Figura 6). Tal diferença também é evidente quando N é limitante, quando o influxo de 
15

N-

nitrato é 95% menor que o influxo de 
15

N-amônio (Figura 6). Esses resultados corroboram a 

menor eficiência da cana-de-açúcar na aquisição de nitrato quando comparada com a 

aquisição de amônio em condições suficientes de disponibilidade de N (ROBINSON et al., 

2011) (Figura 6). No entanto, a cultivar ‘SP80-3280’ também apresentou menor aquisição de 

nitrato quando N é limitante (Figura 6), o que diverge de Robinson et al.,(2011), que concluiu 
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que a cana-de-açúcar sob restrição de N não apresenta preferência pela fonte de N. Os 

resultados aqui apresentados demonstram que mesmo sob deficiência de N, a aquisição de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar é reduzida quando comparado a amônio (Figura 6).  

Essa diferença poderia ser devido a cultivar utilizada, condições de cultivo ou ainda, 

devido ao tipo de análise da aquisição de 
15

N realizada. Em relação a cultivar, experimentos 

realizados no laboratório de Melhoramento de Plantas com outros genótipos de cana-de-

açúcar apresentaram resultados similares para preferência da fonte inorgânica de N sob 

deficiência deste nutriente, segundo Dr. Joni Esrom Lima (Informação verbal)
5
. A 

comparação direta entre cultivo em condições de campo e plantas em solução nutritiva em 

casa de vegetação, por sua vez, pode levar a essa diferença de resultados, sendo que em 

condições de campo, a indução de HATS quando sob limitação de N é mais difícil de ocorrer 

quando comparada ao cultivo em solução nutritiva (ROBINSON et al., 2011). Portanto, é 

possível especular que a indução de HATS para amônio pode ter sido menor que a indução de 

HATS para nitrato. Ainda, Robinson et al. (2011) descreve que os experimentos foram 

realizados em raízes escavadas em plantas cultivadas em campo que foram expostas a uma 

solução enriquecida de 
15

N por 30 ou 120 min, sendo posteriormente coletadas as raízes para 

análise de concentração de 
15

N. Nesse caso, este método de exposição à solução de 
15

N 

utilizado por 30 e 120 min reflete a cinética de transporte envolvendo influxo e efluxo, que 

estima num valor líquido de absorção (do inglês net uptake), por ser avaliada após um longo 

período de exposição à fonte de N-marcado (que no caso do N é relevante), principalmente 

quando este está disponível em altas concentrações, sendo, portanto, um método de menor 

precisão de medição (BRITTO et al., 2006; SZCZERBA et al., 2008; LI et al., 2010). 

No presente trabalho, os estudos de absorção de N pela raiz foram realizados num 

período curto de exposição de 
15

N, o que permite estimar neste caso, apenas o influxo de N 

unidirecional através da membrana celular. Esse tipo de ensaio, denominado de Short Term 

Uptake, foi descrito para outras espécies como tomate, arabidopsis e arroz (GAZZARRINI et 

al., 1999; KRONZUCKER et al., 2000; LOQUÉ et al., 2006; YUAN et al., 2007). Portanto, a 

metodologia de influxo pode ter levado a diferenças entre os resultados aqui apresentados e 

aqueles de Robinson et al., (2011). Apesar dessa diferença, a baixa eficiência na absorção de 

nitrato, em comparação com a absorção de amônio, é evidente (Figura 6) (ROBINSON et al., 

2011). 

                                                             
5 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Como determinado pelos experimentos realizados, a cana-de-açúcar possui menor 

eficiência na absorção de nitrato em suas raízes, o que difere de outras importantes culturas 

como sorgo e milho, que possuem maior preferência pela aquisição de nitrato em detrimento 

do amônio (ROBINSON et al., 2011). Gramíneas mais próximas da cana-de-açúcar, como 

Andropogon gayanus e ainda mais distantes, como Brachiaria também adquirem 

preferencialmente amônio comparado a nitrato (ROSSITER-RACHOR et al., 2009; 

SUBBARAO et al., 2009). No entanto, as causas fisiológicas e moleculares dessa menor 

eficiência na aquisição de nitrato ainda permanecem desconhecidas. Para melhor 

compreensão da regulação do processo de aquisição de nitrato em raízes de cana-de-açúcar,  

foram realizados estudos de influxo visando identificar a(s) possível(is) causa(s) dessa menor 

capacidade de aquisição de nitrato, e suas potenciais aplicações para melhoria na NUE de 

cana. 

 

4.1.2. Regulação do transporte de nitrato em raízes de cana-de-açúcar submetidas à 

deficiência de nitrogênio 

Nitrato é a fonte de N inorgânica mais abundante encontrada em solos agricultáveis, 

mas devido a sua forma aniônica é facilmente dissolvido na solução do solo, apresentando alta 

mobilidade e estando sujeito ao processo de lixiviação (MARSCHNER, 1995; MILLER et al., 

2007). Estudos de composição de N em solos de canaviais realizados por ROBINSON et al. 

(2011) demonstraram que, apesar da alta concentração de nitrato (faixa de milimolar) nos dois 

primeiros meses de cultivo, houve significativo decréscimo devido ao aumento nas taxas de 

nitrificação, resultando em concentrações desta fonte de N na faixa de micromolar. Tais 

resultados mostram que a aquisição de nitrato também varia de acordo com a sua 

disponibilidade no solo. Assim, entender a regulação do processo de aquisição de nitrato de 

acordo com a variação de N no solo é fundamental para compreender a causa da reduzida 

capacidade de absorção de nitrato nas raízes da cana-de-açúcar.  

Quando N é limitante em solos cultivados, as plantas em geral utilizam a estratégia de 

adaptação, aumentando a aquisição de nitrato em raízes por meio da regulação do HATS de 

acordo com a demanda de N da planta (Figura 6) (SIDDIQI et al., 1990; WANG et al., 1993a; 

1993b; FORDE; CLARKSON 1999; FRAISIER et al., 2000; CEREZO et al.,  2001; KROUK 

et al., 2006). Com o objetivo de caracterizar esse processo de indução do transporte de nitrato 

pela deficiência de N em raízes de cana-de-açúcar, plantas cultivadas em suficiência de N 
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(N+; 2 mM de NH4NO3) por 3 meses foram transferidas para solução nutritiva com limitação 

de N (-N). Em seguida, estudos de influxo rápido de 
15

N foram conduzidos nos tempos de 0, 

1, 3, 6, 24 e 72 h após a imposição do tratamento de restrição de N.  

Em relação a plantas cultivadas sob suficiência de N (+N), a limitação de N (-N) 

regulou negativamente a absorção de nitrato nos momentos iniciais do tratamento pelas raízes, 

visto que os valores de influxo de 
15

N-nitrato decresceram até 3 h de deficiência de N. No 

entanto, houve a indução na aquisição de nitrato após este período, sendo que após 24 h de 

tratamento, o nível de influxo de nitrato atinge o mesmo valor (1,65 μmol h
-1

 g
-1

 MS) 

observado em plantas que se encontravam em condições de suficiência de N (+N) (Figura 7). 

A indução na absorção de nitrato atingiu seu maior nível 72 h após a restrição de N, período 

no qual o influxo 
15

N-nitrato foi aproximadamente 3 vezes maior (4,50 μmol h
-1

 g
-1

 MS), 

quando comparado a raízes de plantas cultivadas em suficiência de N (tempo 0 h) (Figura 7). 

Esses resultados demonstraram que durante a deficiência de N (-N) ocorre uma regulação do 

HATS responsável pela aquisição de nitrato. Entretanto, a indução do processo de aquisição 

de nitrato em raízes de cana-de-açúcar é tardia (após 72 h; Figura 7). 

 

Figura 7 - Influxo de 
15

N-NO3
-
 em raízes de cana-de-açúcar submetidas à deficiência de N. Influxo de 

15
N em raízes de cana-de-açúcar submetidas à deficiência de N (-N) por 1, 3, 6, 24 e 72 h, 

após serem cultivadas por três meses em condições normais de suplemento de N (+N; 2 mM 

NH4NO3. O controle positivo deriva de planta oriunda da solução suficiente em N (+N; 0 h). 

Letras diferentes indicam que as médias diferem significativamente entre os horários 

amostrados pelo teste de Scott-Knott a 5%, n=4. 
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Mecanismo similar de indução do transporte de HATS sob limitação de nitrato também 

foi identificado em diversas espécies. Em arabidopsis, a absorção de nitrato em raízes de 

plantas submetidas à deficiência de N aumenta rapidamente, cerca de 2 vezes, após 24 h de 

tratamento, mantendo níveis similares até 48 h (LEJAY et al., 1999). Esse aumento no influxo 

em arabidopsis é transiente, pois após 72 h de restrição, a absorção de nitrato decresce a 

níveis equivalentes a condição de suficiência de N (LEJAY et al., 1999), demonstrando uma 

regulação temporal do processo de aquisição de nitrato. Regulação rápida do HATS similar a 

arabidopsis foi também identificada em raízes de tomateiro (ONO et al., 2000). Estudos de 

cinética de absorção utilizando 
13

N em raízes de milho e cevada demonstram regulação 

semelhante, pois ocorre a indução da aquisição de nitrato 6 h após a restrição de N (LEE; 

RUDE, 1986; SIDDIQI et al., 1989; HOLE et al., 1990). No entanto, para outras espécies, 

como arroz (Oryza sativa), o azevém (Lolium perene L.) e uma conífera (Picea glauca), a 

aquisição de nitrato pela raiz é tardia, com aumento no influxo a partir de 3 h para alguma 

dessas espécies, atingindo o valor máximo de influxo com 72 ou 96 h após a deficiência de N 

(BOWMAN; PAUL, 1988; KRONZUCKER et al., 1995b; LI et al., 2006). As causas 

fisiológicas dessa fase de latência na resposta para absorção de nitrato durante a limitação de 

N ainda permanecem desconhecidas. 

A relação do processo de aquisição de nitrato por HATS com a assimilação, resultando 

em glutamina e/ou asparagina, foi descrita como uma das possíveis causas da regulação do 

transporte de HATS. A redução dos níveis desses aminoácidos em células/tecidos específicos 

levam à indução de HATS, bem como a adição de exógena de N leva à repressão da aquisição 

de N em raízes (LEE et al., 1992, VIDMAR et al., 2000; GLASS et al., 2001). Evidências 

provêm de experimentos clássicos com Ricinus communis, onde a restrição de N em solução 

nutritiva levou ao decréscimo de 50% na concentração de glutamina no floema (TILLARD et 

al., 1998). Em cana-de-açúcar, plantas cultivadas por longos períodos sob nutrição exclusiva 

em diversas concentrações de nitrato ou amônio, apresentaram poucas diferenças no acúmulo 

de glutamina. No entanto, a concentração de asparagina é significativamente maior em plantas 

cultivadas sob nitrato em baixas concentrações (0,5 mM), quando comparado a amônio 

(BIGGS, 2003; ROBINSON et al., 2014), o que poderia indicar um efeito regulatório de 

asparagina durante a aquisição de nitrato em condições limitação de N. Por outro lado, 

experimentos com raízes de Brassica napus subdivididas (do inglês Split-root) no qual foram 

cultivadas em deficiência ou suficiência de N simultaneamente, permitiram concluir que 

aminoácidos não estariam envolvidos no controle de transporte de nitrato sob limitação de N. 
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Isto porque não foram identificadas alterações na composição de aminoácidos em raízes na 

presença de N (+N), apesar do maior influxo de 
15

N-nitrato nas raízes sob limitação de N (-N) 

(LAINÉ et al., 1995), o que demonstra que uma sinalização de origem da parte aérea estaria 

envolvida na regulação da demanda de N na raiz sob deficiência de N. 

Outros estudos sugerem que nitrato per se atua na regulação da sua aquisição em raízes, 

ou seja, a deficiência de nitrato em células/tecidos da raiz desencadearia uma sinalização para 

indução de HATS em raízes. Numa abordagem molecular, plantas de arroz transgênicas 

defectivas no transporte de nitrato da raiz para a parte aérea apresentaram uma homeostase de 

nitrato alterada nas raízes, com maior acúmulo de nitrato neste órgão e menor acúmulo na 

parte aérea quando comparado a plantas controle selvagem. Devido ao maior acúmulo de 

nitrato em raízes de plantas transgênicas, a aquisição de nitrato na faixa de alta-afinidade 

nestas plantas é inibida em comparação a plantas selvagens (TANG et al., 2012). Tal 

regulação no transporte HATS não foi observada em ensaios realizados com plantas selvagens 

de cevada, arabidopsis e alfafa (ZHUO et al., 1999; VIDMAR et al., 2000; RUFFEL et al., 

2008), o que sugere a existência de distintos mecanismos de regulação do transporte de HATS 

sob limitação de N de acordo com a espécie. 

Com os avanços na identificação dos genes responsáveis pelo transporte do tipo HATS 

e LATS no genoma de diversas espécies, vários estudos demonstraram a regulação distinta de 

genes em nível transcricional e pós-transcricional, e alguns desses estudos revelaram a 

sinalização na regulação do transporte de nitrato em plantas. Portanto, a análise de genes 

responsáveis pelo transporte do tipo HATS pode auxiliar na compreensão do processo de 

regulação tardia do processo de absorção de nitrato em raízes de cana-de-açúcar sob 

deficiência de N.  

Em plantas, a aquisição de nitrato pelas raízes é mediada por transportadores de 

membrana da família NITRATE TRANSPORTERS (NRTs). Estes transportadores são 

divididos em duas subfamílias de acordo com a afinidade ao substrato (baixa ou alta-

afinidade) e foram identificados em várias espécies  (SIDDIQI et al., 1990; LIU; TSAY, 

2003; VIDMAR et al., 2000; QUAGGIOTTI et al., 2003; PLETT et al., 2010; FENG et al., 

2011; BAI et al., 2013; von WITTGENSTEIN et al., 2014). Na subfamília NRT1/PTR/OPT, a 

maioria dos transportadores é de baixa-afinidade ao nitrato (faixa de mM) e esses atuam 

principalmente no transporte de LATS (TSAY et al., 1993; HATZFELD; SAITO, 1999; 

HUANG et al., 1999; FORDE, 2000; GLASS et al., 2001). O membro dessa família gênica de 

maior destaque em arabidopsis é o AtNRT1.1, que possui dupla afinidade ao transporte de 

nitrato (DODDEMA et al., 1979; LIU; TSAY, 2003). Em arabidopsis, o transportador 
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AtNRT1.1 é denominado de “transceptor” devido a sua habilidade de atuar como sensor de 

nitrato e transportador (HO et al., 2009). Em condições de baixa disponibilidade de nitrato, a 

proteína quinase CIPK23 fosforila o transportador AtNRT1.1, o que leva a mudança na 

alteração da afinidade dessa proteína ao substrato, ou seja de baixa para alta afinidade (HO et 

al., 2009); no entanto, essa afinidade dupla a nitrato ainda não foi demonstrada em outras 

espécies. A outra subfamília possui transportadores de alta afinidade (faixa de M), 

denominada NRT2. Mutantes de arabidopsis para AtNRT2.1 e AtNRT2.2 possuem 80% do 

transporte de alta-afinidade reduzido quando comparados a plantas selvagens e possuem 

menor acúmulo de biomassa quando N está em baixas concentrações, evidenciando a 

importância destes dois transportadores na absorção de nitrato pelas raízes (FILLEUR et al., 

2001). No entanto, a principal contribuição para o sistema de transporte de alta afinidade a 

nitrato compreende a proteína de membrana NRT2.1. Análise do mutante nrt2.1 em 

arabidopsis demonstrou redução de 72% no influxo de nitrato na faixa de concentração de 

HATS, enquanto que no mutante nrt2.2 decresce em apenas 19% a atividade de HATS (LI et 

al., 2007). Ainda, a análise de expressão dos genes AtNRT2.1 aliada a estudos de influxo com 

nitrato marcado, demonstram que a expressão desse gene em arabidopsis é coordenada 

perfeitamente com a absorção de nitrato na faixa HATS, sendo induzidos sob deficiência de N 

(FILLEUR; VEDELE, 1999;  LEJAY et al., 1999; CEREZO et al., 2001; ORSEL et al., 

2006), o que demonstra que esse é o principal transportador de HATS durante a aquisição de 

fonte inorgânica de N (FILLEUR et al., 2001).  

A maioria dos transportadores de alta-afinidade NRT2 é ativa na membrana plasmática 

quando transportadores NAR2 são coexpressos (TONG et al., 2005; OKAMOTO et al., 

2006), formando o modelo de transporte de alta afinidade de dois componentes. Mutantes de 

arabidopsis para a proteína acessória NAR2 apresentaram diminuição drástica na atividade do 

transporte de alta afinidade (diminuição de 80% no influxo de nitrato), e na expressão de 

transportadores NRT2, principalmente AtNRT2.1, que apresenta sua expressão diminuída em 

90% (ORSEL et al., 2006). Função fisiológica similar foi identificada para o NAR2 em arroz, 

visto que o sistema de transporte de alta-afinidade de dois componentes também contribui 

para a absorção de nitrato na faixa de baixa e alta-afinidade (YAN et al., 2011).  

Tal conclusão foi possível pela análise do mutante Osnar2.1 que apresentam menor influxo de 

nitrato em suas raízes quando comparados ao selvagem, quando expostos tanto a baixas como 

altas concentrações de nitrato (YAN et al., 2011). Logo, o complexo protéico  

NAR2/NRT2.1 na membrana plasmática de células radiculares é fundamental para absorção 
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de nitrato na faixa de HATS em diversas espécies (OKAMOTO et al., 2003; TONG et al., 

2005; OKAMOTO et al., 2006; YAN et al., 2011). 

Para correlacionar com os resultados de influxo de nitrato obtidos, os níveis de 

expressão dos genes ortólogos da família de transportadores NRTs de cana-de-açúcar 

previamente identificados (Dr. Joni Esrom Lima, informação verbal)
6
, foram avaliados em 

raízes de plantas de cana-de-açúcar submetidas a deficiência N (-N), de acordo com as  

condições do experimento descrito anteriormente. Análise quantitativa de transcritos reversos 

(RT-qPCR) do ortólogo para ScNRT1.1 demonstrou variação pouca significativa na regulação 

desse gene sob limitação de N (Figura 8A), o que é um característica comum para membros 

de LATS (LIU; TSAY 2003). Quando comparado a suficiência de N (+N), houve indução 

mínima dos transcritos de ScNRT1.1 após 3 e 72 h de restrição de N (Figura 8A). Porém, o 

padrão de indução não está diretamente correlacionado com a indução da aquisição de nitrato 

nessas condições de cultivo (Figura 7), o que sugere que ScNRT1.1 não estaria envolvido 

nesse processo. Por outro lado, a expressão de genes reconhecidamente envolvidos no 

transporte de HATS foi fortemente regulada sob deficiência de N (-N). O padrão de expressão 

dos ortólogos ScNRT2.1 e ScNAR2.1 foi similar mediante a restrição de N (-N), apresentando 

co-regulação temporal. Durante o período compreendido entre a suficiência (+N) e 6 h após 

de restrição de N, os níveis de expressão não foram alterados (Figura 8B e C). Porém, no 

período seguinte analisado (24 h), houve acúmulo de transcritos dos genes codificadores de 

ambos transportadores de alta afinidade, sendo aproximadamente 8,5 vezes para ScNRT2.1 e 2 

vezes para ScNAR2.1. O maior acúmulo de transcritos desses genes foi observado 72 h após a 

deficiência de N, elevando ainda mais o acúmulo destes transcritos para 29 vezes ScNRT2.1 e 

5 vezes para ScNAR2.1, relativo a condição de suficiência de N (+N) (Figura 8B e C). Os 

genes dos transportadores ScNRT2.1 e ScNART2.1 acumularam transcritos mais tardiamente 

durante a restrição de N (-N), correlacionando com a indução de HATS identificada em 

experimentos de influxo de 
15

N-nitrato em raízes de cana-de-açúcar (Figura 7). Portanto, a 

resposta análoga na transcrição de ScNRT2.1 e ScNAR2.1 à disponibilidade de N sugere a 

formação de complexo de transportadores na membrana plasmáticas de células radiculares em 

cana-de-açúcar, mecanismo semelhante ao observado em A. thaliana e Oryza sativa (ORSEL 

et al., 2006; CAI et al., 2008). 

                                                             
6 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Figura 8 - Regulação de genes da família NITRATE TRANSPORTERS responsáveis pela aquisição de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar submetidas à deficiência de N. Os níveis de transcritos 

foram determinados em raízes de cana-de-açúcar cultivadas por três meses em condições 

normais de suplemento de N (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h), sendo em seguidas 

submetidas à deficiência de N (-N) por 1, 3, 6, 24 e 72 h. Para as análises de expressão, o 

controle utilizado (normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica obtidos para o 

tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h). O gene UBQ2 foi utilizado como 

gene de referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado.  
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Assim, a co-regulação do ScNRT2.1 e ScNAR2.1 com o acúmulo de transcritos parece 

tornar funcional o transporte de alta afinidade (HATS), o que, consequentemente, leva a 

indução da aquisição de nitrato em raízes de cana-de-açúcar em condições limitantes de N no 

solo. Apesar da regulação tardia (24 - 72 h) do HATS, os resultados não indicam que a 

aquisição de nitrato é limitante ou ineficiente durante a restrição de N, sendo que este sistema 

de transporte se apresentou funcional e efetivo nessas condições.  

 

4.1.3. Regulação do processo de absorção de nitrato por amônio em raízes de cana-de-

açúcar 

Mediante as flutuações na concentração de N inorgânico no solo, as raízes das plantas 

respondem rapidamente regulando os transportadores de nitrato ou amônio, estimulando o 

influxo de N sob condições de limitação ou na repressão do influxo sob excesso desse 

nutriente (GLASS et al., 2002; BRITTO; KRONZUCKER, 2013). Porém, o status de N na 

planta não é o único mecanismo de regulação da aquisição deste nutriente. O efeito inibitório 

de amônio na absorção de nitrato em diversas espécies foi identificado em trabalhos clássicos 

(FRIED et al., 1965; DODDEMA; TELKAMP, 1979; GLASS et al., 1985; BLOOM; 

FINAZZO, 1986; CHAILLOU et al., 1994; KRAPP et al., 1998; KRONZUCKER et al., 

1999). Devido a diferenças de cargas entre íons de amônio (NH4
+
) e nitrato (NO3

-
), é evidente 

que amônio afeta o transporte de nitrato devido a despolarização da membrana plasmática; 

porém, este efeito é comprovadamente transiente e rápido, já que o gradiente de potencial de 

membrana é reestabelecido após 30 minutos (ULLRICH et al., 1984; WANG et al., 1993a; 

1993b). Trabalhos recentes indicam a possibilidade de ocorrer a hiperpolarização da 

membrana plasmática mediante a exposição ao amônio (NIEVES-CORDONES et al., 2008). 

Logo, a despolarização da membrana plasmática não pode ser responsável pela inibição por 

longos períodos exercida pelo amônio durante o processo de aquisição de nitrato por raízes. 

Estudos com outros íons, como fosfato e sulfato, mostraram que não há alteração de 

cotransporte destes com prótons (COX; REISERNAUER, 1973; LEE; DREW, 1989). De 

maneira similar, não existe evidência de que a alteração na homeostase de potássio seria 

responsável pela inibição causada por amônio, considerando que a provisão de potássio causa 

a despolarização da membrana plasmáticas semelhante a amônio; porém, não inibe a absorção 

de nitrato (GLASS; SIDDIQI, 1995; WANG et al., 1996). Portanto, o efeito inibitório de 

amônio deve ser devido à ação direta no processo de absorção de nitrato em raízes. Este efeito 

foi comprovado por experimentos realizados em raízes de plantas de cevada cultivadas sob 
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várias concentrações de nitrato.  Por meio de estudos de influxo com 
15

N-nitrato, observou-se 

que a adição de 1 mM de amônio reduz significantemente o influxo de nitrato marcado, 

principalmente em plantas cultivadas sob baixas concentrações de nitrato, enquanto que o 

efeito inibitório do amônio em plantas cultivadas sob altas concentrações externas de nitrato é 

mínimo e não significativo (KRONZUCKER et al., 1999). Esses resultados demonstram que 

amônio exerce um efeito negativo no transporte de HATS para nitrato, mas não em LATS 

(KRONZUCKER et al., 1999). 

Com o objetivo de investigar se há regulação por amônio no influxo de alta-afinidade a 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar, plantas de três meses cultivadas em solução nutritiva 

suficiente em N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram submetidas a tratamento com 2 mM de nitrato 

ou 2 mM de amônio. As plantas foram analisadas quanto ao influxo de 
15

N-nitrato na faixa de 

alta afinidade (0,2 mM de 
15

N) nos tempos 0, 2, 6, 24, e 72 h de exposição à fonte inorgânica 

de N.  

Em relação ao tratamento de nitrato de amônio (2 mM) no tempo 0 h, o influxo de 
15

N-

nitrato foi induzido igualmente para os tratamentos de nitrato ou amônio exógeno nos 

períodos iniciais (2 h) (Figura 9). Somente após 6h de exposição às duas fontes inorgânicas de 

N foi possível observar diferença, mas ainda não significativa no influxo de 
15

N-nitrato. 

Quando colocadas em presença de nitrato, foi observado indução no influxo de N-marcado, o 

qual atingiu valor 2,5 vezes maior (4,63 μmol h
-1

 g
-1

 MS) do que o influxo observado em 

presença de amônio (1,86 μmol h
-1

 g
-1

 MS) (Figura 9). Diferença significativa foi observada 

após 24 h, mesmo com o nível de indução de absorção de nitrato semelhante ao observado 

anteriormente (6 h), já que houve queda no influxo de nitrato em presença de amônio neste 

período (1,20 μmol h
-1

 g
-1

 MS). Níveis máximos de aquisição de nitrato foram observados 

após 72 h, no qual foi observada uma indução de 10 vezes para o influxo de 
15

N-nitrato (19,77 

μmol h
-1

 g
-1

 MS) (Figura 9). Contrariamente ao observado em presença de nitrato, a adição de 

amônio não levou a indução do processo de aquisição de 
15

N-nitrato em raízes de cana-de-

açúcar em todos os tempos avaliados (Figura 9). Esses resultados evidenciam, portanto, uma 

regulação negativa na aquisição de nitrato pela fonte inorgânica amônio em raízes de cana-de-

açúcar (Figura 9).  
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Figura 9 - Influxo de 
15

N-NO3
-
 em raízes de cana-de-açúcar submetidas a diferentes fontes inorgânicas 

de N. As plantas de cana-de-açúcar foram cultivadas por 3 meses em condições de 

suficiência de N (+N; 2 mM NH4NO3) e após esse período foram submetidas a tratamentos 

com 2 mM de nitrato ou 2 mM de amônio, e suas raízes foram amostradas nos tempos de 0, 

2, 6, 24, e 72 horas para avaliação do influxo de 
15

N-NO3
-
. Letras diferentes indicam que as 

médias diferem significativamente entre amônio e nitrato dentro de cada tempo amostrado 

pelo teste de Scott-Knott a 5%, n=4. 

Em N. plumbaginiolia mecanismo regulatório semelhante também foi evidenciado, 

visto que o influxo de nitrato em presença de amônio diminuiu em 60% (KRAPP et al. 1998). 

Experimentos com arabidopsis também mostraram feedback negativo exercido por amônio na 

absorção de nitrato, considerando que o influxo de nitrato foi 3 vezes menor 24 h após o 

acréscimo de amônio em uma solução nutritiva que continha apenas nitrato como fonte de N 

(CEREZO et al., 2001), o que demonstra ser um mecanismo conservado entre dicotiledôneas 

e monocotiledôneas. A inibição do influxo nitrato por HATS mediado por amônio pode ser 

devido ao amônio per se ou ainda, devido a produtos da assimilação, como glutamina, os 

quais exercem um feedback negativo no transporte de nitrato de acordo com a demanda de N 

da planta (ZHUO et al., 1999; VIDMAR et al., 2000). Evidências para isso vêm da regulação 

negativa do gene NRT2.1 pela adição exógena de aminoácidos e amônio em raízes de 

arabidopsis, comprovando o envolvimento de HATS nesse mecanismo (LEJAY et al., 1999; 

ZHUO et al., 1999; NAZOA et al., 2003). Análises de influxo de nitrato marcado no mutante 

nrt2.1 de arabidopsis demonstram o envolvimento desse gene nesse mecanismo. Por meio de 
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uma sinalização ainda desconhecida, em condições de baixo nitrato/alto amônio, ocorre a 

repressão dos genes NRT2.1 e NAR2.1 reduzindo a atuação do HATS para aquisição de nitrato 

(KROUK et al., 2006).  

Para a caracterização molecular do processo de absorção de nitrato regulado pela fonte 

inorgânica de N, foram realizadas análises de expressão dos genes ortólogos dos 

transportadores de nitrato (ScNRT1.1; ScNRT2.1; ScNAR2.1) envolvidos em tal processo 

(Figura 10). Em relação ao tempo 0 h, o gene ortólogo ao transportador NRT1.1 de cana-de-

açúcar ScNRT1.1, demonstrou um acúmulo rápido e significativo de transcritos 2 h após 

aplicação exógena de nitrato e amônio (Figura 10A). Os maiores níveis de acúmulo ocorreram 

para o tratamento exógeno de nitrato, sendo 2 vezes mais expresso quando comparado com a 

aplicação de amônio 2h após tratamento (Figura 10A). Nos demais tempos amostrados, não 

houve diferença significativa na expressão gênica deste transportador entre os tratamentos 

com fontes inorgânicas de N (Figura 10A). 

Da mesma forma, foi detectada regulação transcricional para ambas as fontes de N para 

os genes que codificam transportadores de alta afinidade ScNRT2.1. O acúmulo de transcritos 

de ScNRT2.1 foi evidente já após 2 h de exposição a nitrato, apresentando 22 vezes mais 

acúmulo de transcritos em relação ao tempo inicial avaliado (Figura 10B). Nos tempos 

subsequentes, um aumento significativo foi observado para expressão de ScNRT2.1, 

apresentando indução de 210 vezes e 130 vezes no acúmulo de transcritos para o mesmo 

tratamento de N as 6 e 72 horas, respectivamente (Figura 10B). Com o fornecimento exógeno 

de amônio, no entanto, a indução de ScNRT2.1 foi transiente, apresentando os maiores níveis 

de expressão apenas 2 h após ao tratamento exógeno, seguido por níveis similares de 

expressão nos tempos subsequentes avaliados (Figura 10B). Fica evidente que a indução do 

gene ScNRT2.1 por amônio foi mínima quando comparada a indução apresentada pelo adição 

de nitrato (Figura 10B). 

O outro gene para o transportador de nitrato de alta afinidade ScNAR2.1 apresentou 

padrão de expressão semelhante ao gene ScNRT2.1. Esse gene foi induzido estritamente pela 

adição de nitrato, sendo induzido significativamente após 2 h de tratamento e apresentando 

crescentes níveis de acúmulo de transcritos, atingindo o máximo com 72 h após aplicação 

externa de nitrato (Figura 10C). Contrariamente ao ScNRT2.1, o gene ScNAR2.1 não 

apresentou regulação por amônio em nenhum dos tempos avaliados (Figura 10C).   
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Figura 10 - Regulação transcricional de genes NRTs (NITRATE TRANSPORTERS) em raízes de cana-

de-açúcar submetidas a diferentes fontes inorgânicas de N. Os níveis de transcritos foram 

determinados em raízes de cana-de-açúcar submetidas a tratamento de suficiência de N (+N; 2 

mM de NH4NO3) por três dias, seguidas de tratamento com 2 mM de nitrato ou 2 mM de 

amônio, nos tempos 0, 2, 6, 24, e 72 h após os respectivos tratamentos. Para as análises de 

expressão, o controle utilizado (normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica 

obtidos para o tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h). O gene UBQ2 foi 

utilizado como gene de referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado 
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Com base nesses resultados é possível sugerir que a inibição exercida por amônio 

ocorre através da repressão dos genes ScNRT2.1 e ScNAR2.1 em raízes de cana-de-açúcar, 

sendo que apenas o gene ScNRT2.1 foi regulado por amônio e de forma limitada e transiente 

(2 h após a exposição a amônio, Figura 10C). A indução de ScNRT1.1 por amônio, por outro 

lado, pode ser a causa da leve indução nos níveis de aquisição de nitrato marcado quando 

comparado a partir do tempo 0 h pelos dados da análise de influxo em raízes de cana-de-

açúcar logo após a aplicação de amônio (Figura 9), sendo que esse gene foi induzido a partir 

do mesmo período e permanece constante em seus níveis de expressão em relação ao tempo 

inicial (Figura 10A). Considerando o mecanismo proposto em arabidopsis, no qual amônio 

reprime o transporte por HATS de nitrato, ou seja, via AtNRT2.1 e AtNAR2.1 (KROUK et al., 

2006), é possível sugerir que mecanismo similar esteja presente em raízes de cana-de-açúcar.  

A existência dessa regulação no transporte de alta afinidade a nitrato por amônio foi 

descrita em arabidopsis como um mecanismo essencial para atenuação dos efeitos tóxicos 

causado pelo amônio (KROUK et al, 2006). É de ampla aceitação que para a maioria das 

espécies, o cultivo com amônio como fonte única de N causa efeitos tóxicos no 

desenvolvimento de plantas (GIVAN, 1979; HAGEMAN, 1984; SALSAC et al., 1987; 

RAVEN et al., 1992; KRONZUCKER et al., 2001; BRITTO et al., 2001; BRITTO; 

KRONZUCKER, 2002). A exemplo disso, há vários relatos de redução de crescimento e 

produtividade mesmo em espécies que possuem preferência por amônio em relação a nitrato 

(BLOOM et al., 1992; SALSAC et al., 1987, BRITTO; KRONZUCKER, 2002). Logo, as 

plantas devem ter evoluído a capacidade de apresentar o sistema de aquisição a nitrato 

induzido em condições de alta exposição a amônio, para atenuar esses efeitos tóxicos 

causados pela nutrição a amônio (COX; REISERNAUER, 1973; KRONZUCKER et al., 

1999; RAHAYU et al., 2005).  

No caso de cana-de-açúcar, no entanto, os experimentos aqui apresentados sugerem 

uma leve indução na aquisição de nitrato sob condições de cultivo com amônio como fonte 

única de N (Figura 9), que foi acompanhada pelo aumento dos níveis de expressão do gene do 

transportador NRT1.1, mas não para os genes dos transportadores envolvidos em HATS para 

nitrato (Figura 10). Com base nessas evidências é possível sugerir que raízes de cana-de-

açúcar possuem um mecanismo conservado de repressão do transporte de HATS para nitrato 

mediante a exposição a amônio, considerando a regulação sutil apresentada aqui. Cabe 

ressaltar que em solos cultivado com cana-de-açúcar não ocorre a presença exclusiva de 

amônio com fonte inorgânica de N, mas a razão amônio/nitrato no solo pode flutuar ao longo 
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do ciclo de cultivo dessa gramínea (WOLT, 1994; MEIER et al., 2006; ROBINSON et al., 

2011). Nessas condições, amônio pode exercer um feedback negativo na aquisição de nitrato 

via HATS, ScNRT2.1 e ScNAR2.1, levando a redução da aquisição dessa fonte inorgânica de 

N.  

Apesar da preferência por amônio (Figura 6; ROBINSON et al., 2011), o transporte de 

nitrato apresentou-se ativo em raízes sob exposição exógena de amônio. Estudos em 

condições controladas de cultivo em solução nutritiva demonstraram que o melhor 

crescimento/desenvolvimento de plantas de cana-de-açúcar ocorre na presença de ambas as 

fontes inorgânicas de N (RAVEN et al., 1992). Com isso, plantas de cana-de-açúcar 

asseguram a demanda de nutrição de ambas às fontes de N, de acordo com regulação na 

aquisição de nitrato e amônio mediante as flutuações das concentrações de N no solo. Em 

arabidopsis, uma sinalização dependente do transportador NRT1.1 atuante na regulação no 

transporte de HATS para nitrato foi relacionada com a demanda nutricional a alta 

disponibilidade de nitrato. Quando comparado a plantas selvagens de arabidopsis, o mutantes 

no gene Atnrt1.1 apresenta maior capacidade de induzir a aquisição de nitrato na faixa de 

HATS, isso devido a ausência de repressão de AtNRT2.1 e AtNAR2.1 quando submetido a 

tratamento de alto nitrato (KROUK et al., 2006). Portanto, durante a exposição a alto nitrato, 

NRT1.1 atua na repressão de NRT2.1 e NAR2.1 impedindo a aquisição dessa fonte inorgânica 

de N de acordo com demanda de N da planta (KROUK et al., 2006). Esse mecanismo 

regulatório demonstrou-se independente da regulação por amônio no transporte de HATS, 

sendo que amônio ou produtos da sua assimilação, não dependem da sinalização de NRT1.1, 

considerando que o mutante nesse gene apresenta efeitos tóxicos similares a amônio e 

repressão de HATS para nitrato mediante a exposição a amônio (KROUK et al., 2006).  

A manutenção de maiores níveis de expressão de ScNRT1.1 em raízes de plantas de 

cana-de-açúcar cultivadas sob nutrição exclusiva de amônio em relação ao tempo 0 h 

(nutrição por nitrato de amônio) indicam que esse transportador atua na nutrição basal de 

nitrato, ou seja, como cHATS (do inglês constitutive HATS; CRAWFORD; GLASS, 1998), o 

que explicaria a baixa indução de influxo de 
15

N-nitrato nas primeiras horas após a adição 

exógena de amônio (Figura 9). Nessa condição, como amônio é fonte preferencial de N para 

raízes de cana-de-açúcar (Figura 6; ROBINSON et al., 2011), a maior aquisição de amônio 

poderia também inibir o influxo de nitrato, através da repressão dos genes responsáveis pelo 

transporte de HATS, ScNRT2.1 e ScNAR2.1, mantendo assim a baixa aquisição de nitrato.  

Com base na heterogeneidade espacial e temporal da disponibilidade de nitrato e 

amônio em solos com cultivo de cana-de-açúcar, no qual a média de concentração de amônio 
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varia entre 0,7 a 1,5 mM e 4,5 a 9,8 mM para nitrato (WOLT, 1994; MILLER et al., 2007; 

ROBINSON et al., 2011), a repressão de HATS para nitrato mediado por amônio parece ser 

um mecanismo plausível de ocorrer em solos, diminuindo portanto a eficiência na absorção de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar. No entanto, como esse mecanismo é conservado em 

outras espécies cultivadas, como cevada (KRONZUCKER et al., 1999; BRITTO; 

KRONZUCKER, 2013), que possui maior eficiência na absorção de nitrato quando 

comparado à cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2011), é pouco provável que a repressão no 

transporte de HATS para nitrato, causada por amônio descrita aqui, seja o principal fator da 

reduzida capacidade de absorção de nitrato em raízes de cana-de-açúcar.  

 

4.1.4. Regulação do transporte de nitrato em raízes de cana-de-açúcar durante provisão 

de nitrato 

Estudos fisiológicos do transporte de nitrato em raízes de diversas espécies demonstram 

a importância do transporte de HATS dessa forma inorgânica de N mediante a provisão de 

nitrato. Após a adição exógena de nitrato, existe a indução rápida do influxo de nitrato por 

alta-afinidade, chamado de iHATS (do inglês inducible HATS), o qual permanece induzido 

por algumas horas, seguida de rápida queda desse influxo de nitrato em raízes (TOMPKINS et 

al., 1978; SIDDIQI et al., 1990; TISCHNER et al., 1993; ZHUO et al., 1999; GLASS, 2003). 

Essa indução do sistema de HATS pela adição exógena de nitrato ocorre tanto em plantas pré-

cultivadas em suficiência de N, quanto em plantas crescidas em deficiência e/ou baixo N 

(GLASS et al., 2002). Variações importantes entre espécies foram identificados em relação ao 

tempo de indução do sistema iHATS. Por exemplo, na conífera Picea glauca a indução de 

influxo de 
13

N-nitrato ocorre após três dias de provisão a nitrato (KRONZUCKER et 

al.,1995b), enquanto que, em raízes de cevada e trigo, a maior aquisição de nitrato se dá após 

3 h (TOMPKINS et al., 1978; SIDDIQI et al., 1990; TISCHNER et al., 1993). Ainda, a 

indução de sistema iHATS ocorre não somente sob provisão de nitrato (NO3
-
), mas também 

de nitrito (NO2
-
) (SIDDIQI et al., 1992; ASLAM; HUFFAKER, 1993; KRAPP et al., 1998; 

LEJAY et al., 1999), o que sugere que ambos atuam na sinalização comum na regulação do 

transporte de HATS.  

Visando a melhor compreensão da fisiologia da absorção de nitrato em raízes de cana-

de-açúcar, estudos de influxo rápido de 
15

N-nitrato mediante a provisão de nitrato foram 

realizados em plantas cultivadas em solução nutritiva. Após três meses de cultivo em solução 

nutritiva repleta de N (+N; 2 mM de NH4NO3), as plantas foram submetidas a limitação de N 
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por 72 h. Após esse período, as plantas foram submetidas a adição exógena de nitrato (2 mM 

de nitrato como fonte única de N), e estudos de influxo de nitrato marcado foram realizados 

nos períodos 0, 2, 4 e 24 h após a provisão de nitrato na faixa de alta-afinidade (0,2 mM 
15

N-

nitrato; OKAMOTO et al., 2006). 

A análise temporal de influxo de 
15

N indicou a inibição do processo de aquisição de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar, sendo que o influxo de nitrato marcado decresceu 

significativamente 30% (1,64 μmol h
-1

 g
-1

 MS) e 55% (1,15 μmol h
-1

 g
-1

 MS) após 2 e 4h de 

exposição a nitrato em relação ao período inicial (2,33 μmol h
-1

 g
-1

 MS) (Figura 11). Mesmo 

após 24 h de provisão de nitrato, o influxo de 
15

N-nitrato permaneceu aproximadamente 34% 

menor (1,54 μmol h
-1

 g
-1

 MS) aos níveis de influxo durante a limitação de N (tempo 0 h). 

Com base nesses resultados é possível inferir que a absorção de nitrato é regulada mediante a 

provisão de nitrato, apresentando repressão do influxo de nitrato e não indução de HATS, 

como previamente identificado em outras espécies (TOMPKINS et al., 1978; SIDDIQI et al., 

1990; TISCHNER et al., 1993; KRONZUCKER et al., 1995; KRAPP et al., 1998; LEJAY et 

al., 1999).  

 

Figura 11 - Influxo de 
15

N-NO3
- 
em raízes de cana-de-açúcar submetidas a deficiência e provisão de N. 

As plantas de cana-de-açúcar foram cultivadas por 3 meses em condições de suficiência de N 

(+N; 2 mM NH4NO3) e após esse período foram submetidas à deficiência de N (-N) por 72 

horas, sendo posteriormente ressuplementadas com N (2 mM de KNO3). Após a 

ressuplementação, as plantas foram transferidas a soluções contendo 
15

N-NO3
-
 (0,2 mM) e então 

as raízes foram amostradas nos tempos de 0, 2, 4 e 24 horas. Letras diferentes indicam que as 

médias diferem significativamente entre os horários amostrados pelo teste de Scott-Knott a 5%, 

n=4 
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Considerando que a indução do transporte de HATS correlaciona-se diretamente com a 

transcrição dos transportadores de alta-afinidade a nitrato em várias espécies (LEJAY et al., 

1999; FILLEUR et al., 2001; ORSEL et al., 2006; LI et al., 2007), a análise da expressão de 

genes ortólogos em cana-de-açúcar foi realizada a partir de amostras de plantas cultivadas em 

condições de provisão de nitrato. Para isso, a expressão de ScNRT1;1, transportador de dupla 

afinidade a nitrato foi avaliada para verificar se mediante a provisão de nitrato, maiores níveis 

de indução desse transportador poderiam regular o transporte de HATS. A proteína de 

membrana NRT1.1 atua no transporte de alta afinidade quando o aminoácido T101 é 

fosforilado e atua na faixa de baixa afinidade mediante a desfosforilação desse mesmo 

aminoácido (LIU; TSAY, 2003). A fosforilação em T101 do transportador é desencadeada de 

acordo com a concentração de nitrato no solo. Quando nitrato está presente em baixas 

concentrações, a proteína quinase CIPK23 (CBL-interacting protein kinase 23) fosforila T101 

no transportador NRT1.1, mantendo baixos os níveis de expressão de genes responsáveis pela 

resposta de HATS, e.g. NRT2.1 (HO et al., 2009). Portanto, NRT1.1 além de ser fundamental 

na aquisição de nitrato na faixa de alta e baixa afinidade, também atua como sensor de 

concentrações de nitrato, modulando a resposta de HATS (HO et al., 2009). No entanto, vale 

ressaltar que ainda permanece por ser elucidado se tal mecanismo regulatório também existe 

em outras espécies.  

Com o objetivo de verificar se os menores níveis de aquisição nitrato se devem a maior 

indução de ScNRT1.1 e, portanto, pela a repressão dos genes de HATS em raízes de cana-de-

açúcar, foi avaliada a expressão desses genes em plantas cultivadas sob provisão de nitrato. O 

gene do transportador ScNRT1.1 apresentou pouca variação no acúmulo de transcritos no 

tempos avaliados, sendo que uma indução de 2 vezes nos transcritos de ScNRT1.1 foi 

observado após 4 h de exposição exógena a nitrato (Figura 12A). Após 24 h, os níveis de 

transcritos para esse gene permaneceram similar ao período inicial (0 h) (Figura 12A). 

Baseado nesses resultados, o acúmulo transiente de transcritos de ScNRT1.1 após 4 h de 

exposição a nitrato pode indicar a repressão de genes responsáveis pelo transporte de HATS. 

Contrariamente, os transportadores de alta-afinidade ScNRT2.1 e ScNAR2.1 apresentaram 

padrão similar de indução no acúmulo de transcritos. Comparado com o nível de expressão 

observado em plantas submetidas à deficiência (0 h), o nível de expressão observado 2h após 

a provisão de nitrato aumentou aproximadamente 7 vezes para o transportador ScNRT2.1 e 7,5 

vezes para o ScNAR2.1 (Figura 12B e C). Após 4 h de tratamento, nova indução foi observada 

em ambos os transportadores. O nível de transcritos de ScNRT2.1 neste período foi de 
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aproximadamente 13 vezes maior do que o observado em no primeiro período analisado (0 h), 

enquanto que para o ScNAR2.1 o aumento no acúmulo de transcrito foi de 33 vezes mais 

comparado ao mesmo período (0 h) (Figura 12B e C). No entanto, diferenças na regulação 

desses genes foram observadas após 24 h de tratamento exógeno de nitrato. Enquanto o 

acúmulo de transcrito do transportador ScNRT2.1 permaneceu alto, semelhante ao observado 

após 4h de exposição ao tratamento, houve queda no acúmulo de transcritos do transportador 

ScNAR2.1 (Figura 12B e C).  
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Figura 12 - Regulação de genes da família NITRATE TRANSPORTERS responsáveis pela aquisição de 

nitrato em raízes de cana-de-açúcar submetidas à provisão de nitrato. Os níveis de transcritos 

foram determinados em raízes de cana-de-açúcar cultivadas por três meses em condições 

normais de suplemento de N (+N; 2 mM NH4NO3), sendo em seguidas submetidas à 

deficiência de N (-N) por 72 horas. Após este período, foram ressuplementadas com N (2 

mM de KNO3) por 2, 4 e 24 h. Para as análises de expressão, o controle utilizado 

(normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica obtidos para o tratamento de 

restrição de suficiente por 72 h (-N; tempo 0 h). O gene UBQ2 foi utilizado como gene de 

referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado. 

Esses resultados sugerem que: i) a indução transiente de ScNRT1.1 não levou a 

repressão de genes responsáveis pela aquisição de nitrato na faixa de HATS ou no influxo de 

nitrato marcado; ii) não existe a co-regulação dos genes responsáveis pelo HATS, ScNRT2.1 e 

ScNAR2.1, em todos os tempos avaliados em raízes de cana-de-açúcar suplementada com 

nitrato, o que pode ser responsável pelos baixos níveis de influxo de 
15

N-nitrato; iii) não 

houve correlação entre a expressão de ScNRT2.1 e ScNAR2.1 com o influxo de 
15

N-nitrato 

durante a provisão de nitrato, sendo que, enquanto a absorção de nitrato em raízes de cana-de-

açúcar diminui significantemente, ocorre a indução dos genes responsáveis pela aquisição de 

nitrato. Esta ausência de correlação pode indicar a existência de uma regulação em nível pós-

transcricional dos transportadores de HATS em raízes de cana-de-açúcar, ou ainda, que o 

genótipo utilizado no presente trabalho, ‘SP80-3280’, seja defectivo na indução do sistema de 

HATS sob provisão de nitrato. 

Em arabidopsis foi demonstrado que altas concentrações de nitrato de amônio 

desencadeiam uma possível resposta pós-transcricional de HATS em raízes (FRAISIER et al., 

2000). Análises fisiológicas em plantas transgênicas superexpressando NpNRT2.1 em N. 
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plumbaginifolia demonstram que sob provisão de altas concentrações exógenas de nitrato de 

amônio (10 mM NH4NO3), estas plantas apresentam altos níveis de transcritos de NpNRT2.1, 

apesar desse gene ser reprimido nessas condições em plantas selvagens. O influxo de nitrato 

por sua vez é reduzido de maneira similar entre plantas transgênicas e o tipo selvagem 

(controle) (FRAISIER et al., 2000). A fim de elucidar a existência de um mecanismo pós-

transcricional no HATS em raízes de cana-de-açúcar, e se essa resposta ocorre em cana-de-

açúcar (Saccharum spp.) ou se é particularidade apenas na cultivar ‘SP80-3280’, foram 

utilizados outros genótipos que apresentaram diferenças na absorção de nitrato em outros 

trabalhos realizados no Laboratório de Melhoramento de Plantas (Informação pessoal, Dr. 

Joni Esrom Lima)
7
. Plantas das cultivares ‘IAC87-3396’ e ‘IACSP96-2042’, e ainda, ‘SP80-

3280’ foram utilizados em experimentos de influxo rápido de 
15

N-nitrato (Figura 13). Para 

isso, plantas dos três genótipos foram cultivadas em condições ótimas de N (+N; 2 mM 

NH4NO3) por 3 meses, sendo posteriormente submetidas a baixo N (0,2 mM de nitrato) por 7 

dias. Após esse período, os três genótipos foram submetidos a tratamento com altas 

concentrações de nitrato de amônio, alto N (5 mM NH4NO3) (FRAISIER et al., 2000). As 

análises de influxo rápido de 
15

N-nitrato na faixa de alta afinidade (0,2 mM) foram realizadas 

nos tempos 0 h, plantas em baixo N (0,2 mM de nitrato), 4 h e 24 h após a imposição do 

tratamento de para alto N (5 mM NH4NO3). 

Os resultados de influxo de 
15

N-nitrato demonstraram que quando as plantas ainda 

estavam sob baixo N (0h), ‘IAC87-3396’ apresentou maior aquisição de nitrato, seguido por 

‘IACSP96-2042’ e ‘SP80-3280’ (Figura 13). Após 4 h de tratamento sob alto N, ‘IAC87-3396 

e ‘IACSP96-2042’ apresentaram redução significativa no influxo de 
15

N-nitrato, enquanto que 

a cultivar ‘SP80-3280’ não mostrou alteração na absorção em suas raízes (Figura 13). Em 

relação aos tempos 0 e 4 h, os três genótipos apresentaram os menores níveis de absorção de 

nitrato marcado após 24 h de imposição de altas concentrações de nitrato de amônio (Figura 

13). Portanto, as maiores diferenças no processo de aquisição de nitrato entre os genótipos 

avaliados ocorreram quando a concentração de N é baixa, o que demonstra a variação 

genética no processo de aquisição de nitrato entre híbridos de cana-de-açúcar. Os resultados 

indicam ainda a repressão do transporte de HATS sob provisão de alto N, similar ao que foi 

descrito em arabidopsis (FRAISIER et al., 2000; LAUGIER et al., 2012).  

                                                             
7 Informação fornecida por J. E. Lima no CENA/USP em Piracicaba, em 2014. 
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Figura 13: Regulação da aquisição de 
15

N-nitrato em raízes dos genótipos de cana-de-açúcar 

contrastante para a aquisição de nitrato. Influxo de 
15

N-nitrato em raízes dos genótipos 

‘IAC87-3396’, ‘IACSP96-2042’ e ‘SP80-3280’ de cana-de-açúcar cultivadas em solução 

nutritiva. Estudos de influxo de 
15

N-nitrato com concentração na faixa de alta-afinidade (0,2 

mM) foram realizados em raízes de plantas cultivadas por 3 meses por 7 d em baixo N (0,2 

mM de NO3) como fonte única de N, e subsequentemente submetidas a tratamento de alto N 

(5 mM NH4NO3), sendo em seguida analisadas quanto ao influxo rápido de 
15

N-nitrato (0,2 

mM) nos tempo 4 e 24 h após provisão de N. Barras indicam ±SE, n= 5-6 réplicas 

biológicas. 

Com o objetivo de correlacionar com influxo de 
15

N-nitrato em raízes de cana-de-

açúcar, foi verificado os níveis de expressão dos genes codificadores dos transportadores de 

alta-afinidade de nitrato por RT-qPCR (Figura 14). Diferenças nos níveis de expressão de 

genes relacionados ao transporte de HATS foram detectadas entre os genótipos de cana-de-

açúcar avaliados. Para o gene ScNRT2.1, os maiores níveis de expressão foram detectados em 

raízes de ‘IAC87-3396’, seguido por, ‘IACSP96-2042’ e ‘SP80-3280’ 4 h após a imposição 

do tratamento de alto N (Figura 14A). A expressão de ScNAR2.1 apresentou-se distinta entre 

os genótipos, sendo que ‘IACSP96-2042’ acumulou maiores níveis de transcritos, seguido por 

‘IAC87-3396’ e ‘SP80-3280’ (Figura 14B). Portanto, semelhante ao influxo de nitrato em 

raízes (Figura 13), também foram detectadas variações na regulação de genes responsáveis 

pelo HATS (Figura 14A e B). 
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Figura 14 - Análise da expressão de genes que codificam transportadores de nitrato em genótipos de 

cana-de-açúcar contrastante para absorção de nitrato em raízes. Análise quantitativa de 

transcritos (RT-qPCR) dos genes envolvidos no transporte de nitrato na faixa de alta-

afinidade ScNRT2.1 e ScNAR2.1 nas raízes dos genótipos ‘IAC87-3396’ (linhas verdes), 

‘IACSP96-2042’ (linhas vermelhas) e ‘SP80-3280’ (linhas azuis) de cana-de-açúcar 

cultivadas em solução nutritiva por 3 meses e submetidas a tratamento de baixo N por 7 d 

(0,2 mM de NO3), seguido de provisão de nitrato de amônio (5 m NH4NO3) durante 4 ou 24 

h. Para este experimento o gene UBQ2 foi utilizado como gene de referência. Os níveis de 

transcritos foram normalizados para raízes do genótipo ‘IACSP96-2042’. O gene UBQ2 foi 

utilizado como gene de referência. Barras indicam ±SE, n= 3 réplicas biológicas 

Numa visão geral da regulação transcricional desses genes nos três genótipos de cana-

de-açúcar avaliados nesse experimento em relação ao tempo 0 h, ou seja, cultivo em baixo N 

(0,2 mM NO3
-
) como fonte única de N, a expressão dos genes ScNRT2.1 e ScNAR2.1 foram 
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induzidas fortemente nos genótipos nas primeiras quatro horas de provisão de alto N (Figura 

14). Em seguida, com 24 h de alto N, os níveis de expressão de ScNRT2.1 e ScNAR2.1 

decaíram a níveis similares aos observados no tempo 0 h, com baixo N (Figura 14A e B). 

Apesar disso, o influxo de nitrato marcado é significativamente menor quando comparado a 

baixo N (tempo 0h) (Figura 13). Dessa forma, existe nos três genótipos a ausência de 

correlação entre expressão dos genes ScNRT2.1 e ScNAR2.1 e o influxo de 
15

N-nitrato após a 

provisão de alto N, o que indica que a regulação transcricional de ScNRT2.1 e ScNAR2.1 não 

está diretamente relacionada com a inibição da atividade de HATS em raízes de cana-de-

açúcar.  Portanto, com base nos resultados obtidos nos genótipos de cana-de-açúcar avaliados 

em outra condição de cultivo, foi possível confirmar uma regulação pós-transcricional no 

transporte de HATS em raízes de cana-de-açúcar.  

Recentemente, um mecanismo de regulação pós-transcricional envolvendo NRT2.1 e 

NAR2.1 foi identificado em raízes de arabidopsis. A superexpressão do gene NRT2.1 por 

transgenia levou a maior acúmulo de transcritos desse gene quando submetido às altas 

concentrações de nitrato de amônio (LAUGIER et al., 2012). Comparado ao tipo selvagem na 

condição de 10 mM NH4NO3, apesar do maior acúmulo de transcritos de AtNRT2.1, mas não 

de AtNAR2.1, houve repressão do influxo de 
15

N-nitrato, que foi seguido pelo menor acúmulo 

de proteínas NRT2.1, também nas raízes do transgênico (LAUGIER et al., 2012). Por outro 

lado, a análise do acúmulo de proteína NAR2.1 utilizando anticorpo especifico detectou que 

plantas de arabidopsis cultivada sob alto N apresentam certa estabilidade dessa proteína, 

apesar da inibição no acúmulo de transcritos nessa condição e da diminuição do influxo de 

15
N-nitrato (LAUGIER et al., 2012). Portanto, mesmo com a expressão constitutiva de 

AtNRT2.1 não foi possível eliminar o efeito repressivo no transporte de HATS e ainda, 

AtNAR2.1 não responde sempre de maneira similar a AtNRT2.1 (LAUGIER et al., 2012). Esta 

evidência também foi previamente demonstrada no mutante de arabidopsis nar2.1, no qual o 

transcritos do gene AtNRT2.1 foram detectados, mas não existe o acúmulo de proteína NRT2.1 

(WIRTH et al., 2007; YONG et al., 2010). Em resumo, estudos em arabidopsis demonstram 

que, apesar da interação em nível de proteínas destes dois componentes do transporte de alta 

afinidade (AtNRT2.1 e AtNAR2.1), os padrões de expressão de ambos são independentes de 

acordo com o suplemento de N, visto que a variação na concentração de nitrato ou de nitrato 

de amônio exógeno leva a diferentes níveis de expressão de NRT2.1 quando comparamos 

mutantes nar2.1 e plantas selvagens (ORSEL et al., 2006), acarretando assim diferença na 

absorção de nitrato (LAUGIER et al., 2012).  
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Comparando-se com estudos utilizando arabidopsis e outras espécies, cana-de-açúcar 

apresenta comportamento distinto quanto à regulação do transporte de HATS em raízes. Em 

condições de indução de transporte de HATS em outras espécies, a adição exógena de nitrato 

em plantas pré-cultivadas sob deficiência de N levou a repressão da absorção de nitrato, 

enquanto, os genes ScNRT2.1 e ScNAR2.1 foram induzidos (Figura 11 e 12), sendo que para a 

maioria das espécies o influxo de nitrato acompanha a regulação desses gene (LEJAY et al., 

1999; FILLEUR et al., 2001; ORSEL et al., 2006; LI et al., 2007; LAUGIER et al., 2012). Já 

em condições de repressão do transporte de HATS em outras espécies, a provisão de altas 

concentrações de nitrato de amônio, o influxo de 
15

N-nitrato em cana-de-açúcar foi reprimido. 

No entanto, a expressão de ScNRT2.1 e ScNAR2.1 foi temporalmente induzida, sendo que era 

esperada uma repressão desses genes, como demonstrado para arabidopsis (YONG et al., 

2010; LAUGIER et al., 2012). Apesar dessas diferenças, os resultados apresentados aqui 

indicam que, em ambas as condições de suplemento exógeno de N, cana-de-açúcar possui 

uma resposta defectiva no transporte de HATS, mediado pelo complexo proteico ScNRT2.1 e 

ScNAR2.1. No presente trabalho, não foi avaliado o acúmulo de proteína em raízes de cana-

de-açúcar, porém, a regulação transcricional de ScNAR2.1 parece diferir significativamente do 

que foi previamente reportado em outros trabalhos, visto que, a expressão de AtNAR2.1 é 

reprimida sob condições de provisão de alto N (10 mM NH4NO3), enquanto que em cana-de-

açúcar, ScNAR2.1 foi induzidos nessas condições de cultivo. Ainda, dando suporte a essa 

afirmativa, na avaliação de três genótipos de cana-de-açúcar, apesar de terem sido observados 

maiores níveis de expressão de ScNAR2.1 para ‘IACSP96-2042’ e ‘IAC87-3396’ quando 

comparado a ‘SP80-3280’ (Figura 14B), esse último genótipo apresentou menor efeito 

repressivo no influxo de 
15

N-nitrato em suas raízes. Portanto, essas diferenças podem indicar 

que ScNAR2.1 é o fator limitante na regulação de HATS para nitrato em raízes de cana-de-

açúcar. No entanto, experimentos funcionais precisam ser realizados para comprovação 

desses resultados. 

Estes dados evidenciam a presença de um mecanismo de regulação pós-transcricional 

dos transportadores de alta-afinidade em raízes de cana-de-açúcar, semelhante ao observado 

em arabidopsis, envolvendo ambos os genes NRT2.1 e NAR2.1 (LAUGIER et al., 2012) em 

condições de alto N, mas distinto em condições de suplementação exógena de nitrato após 

pré-tratamento de deficiência de N. A identificação desse processo pode ser um dos 

mecanismos responsáveis pela baixa eficiência na aquisição de nitrato em raízes de cana-de-

açúcar quando comparado a outras espécies (ROBINSON et al., 2011). Nas condições de 

cultivo no campo, o uso de fertilizantes a base de N, na forma de ureia e nitrato de amônio, é 
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uma pratica comum utilizada para aumentar a produtividade de cana-de-açúcar (WOOD et al., 

2010) e o processo de regulação pós-transcricional no transporte de HATS em cana-de-açúcar 

afetaria a aquisição de nitrato nas raízes dessa gramínea.  

  

4.2 Caracterização do processo de remobilização de nitrato em raízes de cana-de-açúcar 

A senescência é um processo ativo e programado que ocorre durante o desenvolvimento 

das plantas no quais tecidos dreno que realizam fotossíntese e anabolismo tornam-se tecidos 

fonte, realizando catabolismo (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; GAN; AMASINO, 1997; 

HORTENSTEINER; FELLER, 2002). Durante a senescência, nutrientes ficam disponíveis 

para serem transportados para outros tecidos da planta (HORTENSTEINER; FELLER, 2002), 

contribuindo assim, por meio do processo de remobilização, para reciclagem, resultando 

consequentemente na maior eficiência no uso de nutrientes (HIREL et al., 2007). A relação 

entre a produtividade de plantas cultivadas e senescência foi postulada há muitos anos com 

base na premissa de que um período prolongado de atividade fotossintética máxima, ou seja, o 

atraso senescência, pode levar a níveis mais elevados de produtividade (THOMAS; 

STODDART, 1980). Por outro lado, a indução do processo de senescência pode ocorrer em 

condições de baixos níveis de nutrição mineral, em especial nitrogênio. A deficiência de N 

leva a uma maturação antecipada devido à senescência acelerada, afetando gravemente os 

níveis de produtividade de culturas (EGLI et al., 1976; EGLI, 2011). Tal efeito foi 

demonstrado em experimentos onde a remoção de folhas-dreno em canola, soja e trigo levou 

ao atraso na senescência e, portanto, diminuição na taxa de remobilização de N 

(PATTERSON; BRUN, 1980; CRAFTS-BRANDNER; EGLI, 1987; NOQUET et al., 2004; 

LEMAÎTRE et al., 2008; HTWE et al., 2011). Logo, o processo de remobilização requer uma 

estreita sincronização entre a formação de dreno e senescência do tecido fonte (GAN; 

AMASINO, 1997; LEMAÎTRE et al., 2008). 

Em condições de restrição de N, o processo de remobilização de N disponibiliza esse 

nutriente mediante alterações em nível celular (SCHULZE et al., 1994; LEMAÎTRE et al., 

2008). Proteínas foliares, mais precisamente proteínas Rubisco e clorofilas contidas nos 

plastídeos, são degradadas por ação de proteases e processo de autofagia durante a 

senescência, fornecendo grande quantidade de N para suplementar órgãos em crescimento, 

como folhas jovens e sementes (FELLER et al., 2008; ISHIDA et al., 2008; WADA et al., 

2009; KATO et al., 2010; MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Curiosamente, o 



68 

processo de autofagia não causa lise dos cloroplastos, mas é regulada pelo status de carbono 

na folha (STETTLER et al., 2009; IZUMI et al., 2010), o que demonstra um relação direta 

entre o processo de remobilização de N e o metabolismo de C. 

Em várias plantas cultivadas, o processo de remobilização de N tem sido demonstrado 

como fundamental para reciclagem de N e, portanto, da manutenção da produtividade. 

Estudos utilizando traçadores 
15

N indicam que a remobilização de N a partir de folhas de 

arroz, milho, canola e trigo constitui 50 a 90% do N total em grãos, sendo fundamental para a 

produtividade destas plantas cultivadas (HIREL et al., 2001; MARTIN et al., 2005; 

MALAGOLI et al., 2005; MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Para estas espécies 

cultivadas, o N remobilizado é essencial para a produção de sementes e produtividade, sendo 

este nutriente adquirido principalmente durante a fase vegetativa de desenvolvimento e não 

durante a fase reprodutiva (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Evidências desta 

regulação da aquisição de nitrato de acordo com o desenvolvimento da planta vêm da inibição 

deste processo em raízes de canola durante a fase reprodutiva, a qual é acompanhada pela 

redução nos níveis de expressão do gene BnNRT2.1 em raízes, responsável pela aquisição de 

nitrato na faixa de alta afinidade (MALAGOLI et al., 2004; BEUVE et al., 2004). Similar 

redução na absorção de nitrato na faixa de alta afinidade foi observada em milho e arabidopsis 

(COQUE; GALLAIS, 2007, CHARDON et al., 2010). Portanto, para essas espécies, a 

capacidade de adquirir e estocar N durante a fase vegetativa reflete diretamente na 

produtividade de grãos e sementes durante a fase reprodutiva (MASCLAUX-DAUBRESSE et 

al., 2010).  

Em contraste, cana-de-açúcar difere dessas outras plantas cultivadas, pois objeto final 

de produção agrícola dessa gramínea é o acúmulo de biomassa vegetativa e não grãos 

(MUCHOW et al., 1994; BELL et al., 2010). Como consequência, as características de maior 

aquisição e armazenamento de N para posterior utilização em processos de remobilização 

para produção de biomassa durante o ciclo da cultura devem ocorrer ainda durante o início do 

desenvolvimento (MUCHOW et al., 1996; ROBINSON et al., 2009). Apesar do 

conhecimento gerado em torno do processo de remobilização de N em plantas cultivadas para 

produção de grãos, o conhecimento sobre a fisiologia durante a remobilização de N em cana-

de-açúcar não tem sido abordado. Considerando a baixa capacidade de absorver e estocar 

nitrato nos tecidos previamente identificada em cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2011), 

fica evidente a necessidade de identificar o mecanismo pelo qual essa forma inorgânica de N 

pode ser afetada durante o processo de remobilização em condições contrastantes de 

disponibilidade de N.  
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Estudos sobre remobilização de N têm sido realizados em várias espécies por meio da 

determinação da quantidade total deste nutriente presente em diversos órgãos e tecidos nos 

vários estágios de crescimento, seja vegetativo ou reprodutivo, e também pelo fluxo de 
15

N 

após longa exposição à fonte de N marcado (GALLAIS et al., 2006; COQUE et al., 2008; 

CHARDON et al., 2010). Com a intenção de caracterizar o processo de transporte de nitrato 

na parte aérea de cana-de-açúcar, foi realizado um experimento de translocação/remobilização 

in vivo utilizando concentrações equimolares de 
15

N-NO3
-
 e 

15
N-NH4

+ 
(MASCLAUX-

DAUBRESSE et al., 2010; MASCLAUX-DAUBRESSE; CHARDON, 2011). Para isso, 

plantas de cana-de-açúcar foram crescidas e cultivadas durante três meses em solução 

nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) Em seguida, um grupo de plantas foi 

colocado em solução contendo 
15

NH4NO3, enquanto o outro grupo foi colocado em solução 

contendo NH4
15

NO3, para de identificar se o fluxo de nitrato difere de amônio durante o 

processo de remobilização. O tempo de exposição à fonte de 
15

N foi de 48 h para ambos os 

grupos. Considerando que o processo de remobilização de N é desencadeado sob condições 

de limitação N (SCHULZE et al., 1994; LEMAÎTRE et al., 2008), após a exposição à fonte de 

15
N, as plantas foram submetidas à deficiência de N (-N) ou a alto N (5 mM de NH4NO3) e a 

análise de 
15

N acumulado foi realizado em nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d após o tratamento 

com N-marcado. Para cada tratamento amostras de raízes, colmo, folhas maduras (+3) e 

folhas recém expandidas (+1) foram analisadas com o objetivo de avaliar o fluxo de derivados 

de 
15

N em condições contrastantes de disponibilidade de N.  

Para identificar se às condições contrastantes de N as quais plantas de cana-de-açúcar 

foram submetidas foi eficaz, a análise da concentração total de N foi realizada nos diversos 

tecidos/órgãos de cana-de-açúcar (Figura 15). Em raízes, com apenas 1 d de exposição aos 

tratamentos, houve diferença significativa na concentração de N. Neste período, a restrição de 

N levou a uma queda de 20% na concentração em relação às plantas encontradas em 

suficiência de N (+N; 0 d) (Figura 15A). No mesmo período, plantas sob alto N, apresentaram 

concentração de N 10% maior em relação às plantas analisadas no período 0 d (Figura 15A). 

A diferença na concentração de N em raízes entre as plantas submetidas a condições 

contrastantes de suplemento em raízes aumentou significantemente nos períodos subsequentes 

avaliados (Figura 15A). As raízes de plantas cultivadas sob alta concentração exógena de N 

apresentaram aproximadamente 30% mais N total após 5 d do que quando comparado a raízes 

de plantas no período 0 d (Figura 15A). Contrariamente, durante a restrição de N, a 

concentração de N caiu em mais de 40% nas raízes (Figura 15A), e após 10 d de exposição a 
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condições contrastantes de disponibilidade de N, a diferença na concentração de N total em 

raízes de cana-de-açúcar foi de aproximadamente 70% entre os tratamentos, evidenciando que 

estes foram efetivos.  

Em colmo, a exposição à disponibilidade contrastantes de N por 1 d não foi capaz de 

causar diferenças na concentração de N total neste órgão (Figura 15B). No entanto, após 5 e 

10 d de tratamentos, houve diferenças significativas na concentração total de N nos colmos 

entre os tratamentos. Comparado a plantas submetidas à alta concentração de N, foi observado 

um decréscimo significativo de aproximadamente 25% e 40% na concentração de N nesse 

órgão após 5 e 10 d respectivamente, em plantas sob restrição de N (Figura 15B). Portanto, a 

limitação de N afetada drasticamente a concentração de N total em colmos de cana-de-açúcar 

a partir de 5 dias. 

Em folhas de cana-de-açúcar, pode-se observar uma manutenção na concentração de N 

total entre os tratamentos de provimento deste nutriente, visto que houve menor variação em 

relação a raízes e colmo nos períodos analisados (Figura 15C e D). Em folhas jovens, recém-

expandidas (+1), não houve diferença significativa na concentração de N total nos períodos de 

1 e 5 d após exposição aos tratamentos. Somente após 10 d de exposição a condições 

contrastantes de N foi possível observar diferença significativa na concentração. Enquanto a 

concentração de N permaneceu inalterada em plantas colocadas sob alto N, plantas com 

restrição apresentaram uma queda de aproximadamente 20% na concentração de N total, 

quando comparadas ao primeiro período analisado (0 d) (Figura 15C). Padrão semelhante no 

conteúdo de N foi o observado em folhas maduras (+3), sendo que, após 10 d de cultivo em 

condições limitantes de N, a concentração deste nutriente diminuiu significativamente em 

20%; enquanto que a exposição a alta concentração de N não alterou a concentração de N em 

folhas maduras em relação ao início do experimento (Figura 15D). Esses resultados indicam 

que os tratamentos contrastantes de disponibilidade de N foram efetivos para alterar a 

homeostase de N nos órgãos de cana-de-açúcar. 
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Figura 15: Concentração de N nos diversos órgãos-tecidos de plantas de cana-de-açúcar submetidas a 

condições contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar com três meses 

de cultivo em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram submetidas à 

deficiência de N (-N) ou a alto N (5 mM de NH4NO3). Amostras de raízes, colmo, folhas 

maduras (+3) e folhas recém-expandida (+1) foram coletadas e analisados nos períodos de 0, 

1, 5 e 10 d quanto a concentração de N. Letras diferentes indicam que as médias diferem 

significativamente entre os horários amostrados pelo teste de Scott-Knott a 5%, n=4. 

Após verificar a efetividade dos tratamentos de disponibilidade contrastantes de N, foi 

realizado um novo experimento com concentrações equimolares de 
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio 

para de verificar se fontes inorgânicas de N são diferencialmente remobilizadas mediante as 

condições contrastantes de disponibilidade deste nutriente.  
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No período inicial (0 d), a concentração de 
15

N-nitrato (1186,11 μg g
-1

 MS) foi 4,5 

vezes menor do que a concentração de 
15

N-amônio observada no mesmo período (5303,02 μg 

g
-1

 MS) (Figura 16), confirmando a reduzida capacidade de aquisição de nitrato quando 

comparado a amônio em raízes de cana-de-açúcar (Figura 6 e ROBINSON et al., 2011). 

Apesar dessa diferença na absorção de nitrato e amônio, o fluxo de ambas as fontes de N-

marcado das raízes para outros órgãos foi semelhante em ambas às condições de N, 

considerando o decréscimo significativo na concentração de 
15

N em raízes ao longo do 

período avaliado (Figura 16). Por outro lado, diferenças foram identificadas quanto à 

concentração de 
15

N para as fontes inorgânicas de N mediante a disponibilidade exógena de 

N. Plantas marcadas com 
15

N-nitrato apresentaram redução significativa de aproximadamente 

50% na concentração de 
15

N em raízes sob alto N, enquanto que a limitação de N levou a 

manutenção de níveis constantes de 
15

N-nitrato após 1 d de tratamento. Diferente do 

observado anteriormente não foi observada diferença entre as condições contrastantes de N 

quanto ao fluxo de 
15

N-nitrato após 5 e 10 d de imposição do tratamento, apesar da queda em 

relação ao período anterior (1 d) na concentração de 
15

N (Figura 16A). Para plantas marcadas 

com 
15

N-amônio, uma queda significativa foi observadas em ambos os tratamentos de N logo 

após 1 d de exposição. Todavia, a concentração de 
15

N-amônio foi em torno de 15% menor 

sob limitação de N quando comparado a condição de alto N (Figura 16B). Nos tempos 

subsequentes, foi observada uma inversão, sendo que raízes de plantas cultivadas em 

condições limitantes de N apresentaram aproximadamente 37% e 57% mais 
15

N-derivado de 

amônio após 5 e 10 d, respectivamente, quando comparado a alto N nos respectivos períodos 

(Figura 16B). Numa comparação direta entre nitrato e amônio, os experimentos de N-marcado 

em raízes de cana-de-açúcar indicam que o transporte/alocação dessas fontes inorgânicas de N 

é diferencialmente regulado durante a limitação de N, visto que o fluxo de 
15

N-nitrato não 

apresenta regulação rápida (1 d) quando comparado a 
15

N-amônio (Figura 16), sugerindo que 

nitrato ou 
15

N-derivado de nitrato permanecem em raízes em condições de restrição de N por 

períodos curtos, o que pode indicar menor carregamento de nitrato no xilema nessas 

condições. Ou seja, apesar da diferença na regulação do processo de remobilização entre as 

fontes marcadas, fica evidente que o fluxo de 
15

N derivado de nitrato ou de amônio para 

outros órgãos é menor durante a deficiência de N (Figura 16).  
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Figura 16 - Concentração de 
15

N em raízes de plantas de cana-de-açúcar submetidas a condições 

contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar com três meses de cultivo 

em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram colocadas em solução 

contendo N-marcado (
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio, ambas a 1 mM de N) por 48h. Após este 

tratamento, foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO3). 

Amostras de raízes foram coletadas e analisadas para a concentração de 
15

N-nitrato ou 
15

N-

amônio nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Letras diferentes indicam que as médias diferem 

significativamente entre os horários amostrados pelo teste Scott-Knott a 5%, n= 4 
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Baseado nos resultados de 
15

N em raízes é esperado um menor fluxo de 
15

N-nitrato para 

a parte área de cana-de-açúcar quando comparado a 
15

N-amônio. Os resultados em colmo, 

porém, não demonstram isso (Figura 17). Após 1 d de restrição de N, a concentração de 
15

N-

nitrato em colmo se manteve constante; diferente do que foi observado em plantas submetida 

a alta concentração de N, nas quais a concentração de N derivado de nitrato diminuiu 

aproximadamente 40% em relação ao primeiro período amostrado (0 d) (Figura 17A). Nos 

demais períodos analisados (5 e 10 d) não houve diferenças significativas na concentração de 

15
N-nitrato entre os tratamentos de disponibilidade de N. A concentração de derivados de 

15
N-

amônio no colmo em condições contrastantes de disponibilidade de N foi quantificada (Figura 

17B). Após 1 d de tratamento, plantas submetidas a restrição de N tiveram concentração de 

15
N-amônio 25% maior quando comparadas a plantas sob alto N (Figura 17B). A diferença na 

concentração de N-marcado entre os tratamentos de disponibilidade de N foi crescente, 

atingindo após 10 d uma concentração 50% maior em plantas sob restrição de N, quando 

comparadas com plantas submetidas a alta concentração de N (Figura 17B). Ou seja, em 

plantas submetidas a alta concentração de N, a concentração de 
15

N-amônio em colmo foi 

menor quando comparada a plantas sob restrição deste nutriente. Portanto, a análise das 

concentrações de 
15

N derivado de nitrato e de amônio em condições contrastante de 

disponibilidade de N permite concluir que em colmo ocorre alocação/remobilização de N para 

nitrato e amônio, ou seus produtos de assimilação. Em plantas submetidas à limitação de N, o 

processo de alocação/remobilização de N é menor para ambas as fontes inorgânicas de N e 

com isso, esse órgãos passa atuar como dreno de N ao invés de fonte de N como observado 

em condições de ampla disponibilidade de N (Figura 17).  
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Figura 17: Concentração de 
15

N em colmo de plantas de cana-de-açúcar submetidas a condições 

contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar com três meses de cultivo 

em solução nutritiva suficiente de N (+N, 2 mM de NH4NO3) foram transferidas para 

solução contendo N-marcado (
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio, ambas a 1 mM de N) por 48h. 

Após este período, as plantas foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM de 

NH4NO3). Amostras de colmo foram coletadas e analisadas para concentração de 
15

N-nitrato 

ou 
15

N-amônio nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Letras diferentes indicam que as médias 

diferem significativamente entre os horários amostrados pelo teste Scott-Knott a 5%, n= 4 
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A análise da concentração de 
15

N acumulado para fontes inorgânicas de N em folhas 

demonstrou um padrão distinto. Folhas maduras (+3) apresentaram um decréscimo 

significativo nas concentrações de 
15

N-nitrato seja em condições de cultivo com amplo 

suplemento de N (alto N; +N) ou em condições limitantes de N (-N) (Figura 18A). Para 

plantas cultivadas em alto N (+N) o decréscimo de 
15

N-nitrato foi menor do que para folhas 

maduras de plantas sob deficiência de N (-N), o que sugere que 
15

N-nitrato, ou seus derivados 

do metabolismo de N, estão sendo remobilizados mais fortemente em condições de limitação 

de N, principalmente a partir de 5 e 10 d de tratamento. Ou seja, o N acumulado na forma de 

nitrato atua como fonte de N em folhas maduras (Figura 18A). Em contraste, a análise de 
15

N-

amônio em folhas maduras de cana-de-açúcar indica que o transporte dessa fonte inorgânica 

de N não ocorre em condições de suficiência de N (alto N; +N), mas ocorre em condições de 

baixa disponibilidade de N (-N), considerando que em amplo suplemento de N (alto N; +N) a 

concentração de 
15

N-amônio é pouco variável ao longo do tempo (Figura 18B). Porém, sob 

deficiência de N houve queda significativa na concentração de 
15

N em folhas maduras logo 

após 1 d de restrição, permanecendo em níveis similares nos tempos subsequentes, 5 e 10 d 

(Figura 18B). Esses resultados indicam que em folhas maduras de cana-de-açúcar (+3), o 

transporte de nitrato difere do transporte de amônio de acordo com a disponibilidade exógena 

de N. O nitrato é alocado/remobilizado para outros órgãos independentemente da demanda de 

N da planta, enquanto que o amônio é remobilizado estritamente em condições de limitação 

exógena de N (Figura 18). 
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Figura 18 - Concentração de 
15

N em folhas maduras (+3) de plantas de cana-de-açúcar submetidas a 

condições contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar com três meses 

de cultivo em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram transferidas 

para solução contendo N-marcado (
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio, ambas a 1 mM de N) por 48h. 

Após este tratamento, as plantas foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM 

de NH4NO3). Amostras de folha madura (+3) foram coletadas e analisadas para a 

concentração de 
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Letras diferentes 

indicam que as médias diferem significativamente entre os horários amostrados pelo teste 

Scott-Knott a 5%, n= 4. 

Diferentemente do que foi observado para folhas maduras (+3), as folhas jovens (+1) 

atuam restritamente como dreno para N (Figura 19). Com base nas análises de 
15

N acumulado 

fica evidente que o fluxo de ambas a fontes de N, nitrato e amônio marcado, que aumentam 

drasticamente nos períodos avaliados (Figura 19). Plantas cultivadas em 
15

N-nitrato, 

apresentam níveis similares de 
15

N acumulado com 1 e 5 d, independente do status de N da 

planta (Figura 19A). Em condições de alto suplemento de N, 5 d após o tratamento, foram 

observados os valores máximos de 
15

N acumulado, permanecendo a níveis similares com 10 d 

(Figura 19A). A deficiência de N (-N), por sua vez, levou a redução significativa no 

transporte de N marcado para as folhas jovens. A concentração de 
15

N-nitrato ou seus 

produtos da assimilação foi menor após 5 e 10 d de tratamento, em relação a observada 

inicialmente (0 d), o que sugere que durante a limitação de N ocorre um fluxo menor de 
15

N-

nitrato para folhas jovens quando comparado a condição de alto N (+N) (Figura 19A).  
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O fluxo de 
15

N-nitrato difere do fluxo de 
15

N-amônio para folhas jovens de cana-de-açúcar 

(Figura 19B). Com base na concentração de 
15

N-amônio foi possível observar uma regulação 

temporal no acúmulo de 
15

N, visto que em condições de ampla disponibilidade exógena de N 

(alto N; +N), ocorre um aumento crescente ao longo dos tempos avaliados (Figura 19B). Com 

1 d de limitação de N (-N) não foi observado fluxo de 
15

N-amônio para folhas jovens, 

permanecendo com valores 
15

N acumulado significativamente menores do que em condição 

de suficiência de N (+N). No entanto, após 10 d de tratamento, a concentração de 
15

N-amônio 

e/ou seus derivados são maiores em condições de deficiência de N quando comparado a 

condições de amplo suplemento de N (alto N, +N) (Figura 19B). Com base nesses resultados 

é possível sugerir que folhas jovens são os principais órgãos-dreno de N durante a fase 

vegetativa do desenvolvimento da cana-de-açúcar. Além disso, a análise de fluxo de 
15

N 

indica que nitrato, ou produtos de sua assimilação, são preferencialmente transportados para 

folhas jovens em condições de amplo status de N (alto N), mas não em condições limitantes 

desse nutriente. Já amônio, e/ou seus produtos da assimilação, é transportado para esses 

órgãos-dreno independente do status de N da planta; porém, durante a deficiência de N, folhas 

jovens de cana-de-açúcar tornam-se um forte dreno para 
15

N-amônio quando comparado a 

15
N-nitrato (Figura 19). 
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Figura 19: Concentração de 
15

N em folhas recém-expandidas (+1) de plantas de cana-de-açúcar 

submetidas a condições contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar 

com três meses de cultivo em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) 

foram transferidas para solução contendo N-marcado (
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio, ambas 

a 1 mM de N) por 48 h. Após este tratamento, as plantas foram submetidas à deficiência 

de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO3). Amostras de folhas recém expandidas (+1) 

foram coletadas e analisadas para a concentração de 
15

N-nitrato ou 
15

N-amônio nos 

períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Letras diferentes indicam que as médias diferem 

significativamente entre os horários amostrados pelo teste Scott-Knott a 5%, n= 4. 

Os resultados de análise de fluxo de nitrato ou amônio marcado demonstram que a 

concentração de nitrato relativo a amônio é significantemente menor em todos os 

tecidos/órgãos de cana-de-açúcar analisados, sendo em raízes 4,4 vezes menor , em colmo 

4,6, folhas maduras, 5,3 e folhas jovens 7,4 vezes (Figuras 16, 17, 18 e 19), confirmando a 

discriminação de nitrato durante o processo de absorção de N em raízes e a menor capacidade 

de estocar nitrato nos tecidos de cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2011). Apesar de ser 

menos estocado em tecidos de cana-de-açúcar, os resultados apresentados aqui demonstram 

que nitrato, assim como amônio, é transportado entre órgãos em condições de alto N e 

remobilizado em condições limitantes de N (Figuras 16, 17, 18 e 19), assim como descritos 

para outras espécies vegetais (MASCLAUX et al., 2001; MARTIN et al., 2005; UAUY et al., 

2006; CHARDON et al., 2010).  

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

0 1 5 10

 +N

 -N

a 

a 

b 

a 
a 

a 

b 

a 1
5

N
-N

H
4

+

 a
cu

m
u

la
d

o
 (
μ

g
 g

-1

 M
S

) 

Tempo (em dias) 

NH
4

+

 B 



80 

Mas as diferenças no processo de alocação e remobilização de nitrato comparado a 

amônio foram evidenciadas. Para melhor visualização, o fluxo de 
15

N em cada órgão-tecido, 

de acordo com a fonte de N-marcado e com o status de N da planta, foi calculado com base na 

porcentagem absoluta de 
15

N para cada fonte inorgânica de N (Figura 20). Plantas cultivadas 

em condições de amplo suplemento de N (+N) apresentaram o fluxo de 
15

N-nitrato 

principalmente para raízes e folhas jovens, com cerca de 36% de 
15

N acumulado após 10 d de 

cultivo (Figura 20). Por outro lado, a remobilização de 
15

N-nitrato foi quebrada em plantas 

cultivadas sob condições de restrição de N (-N), considerando o maior fluxo de 
15

N derivado 

de nitrato para as raízes, com 39 %, e para colmos, 25% (Figura 20). O 
15

N remobilizado é de 

origem de folhas jovens e folhas maduras, com base na redução no percentual de 
15

N 

acumulado quando comparado a condições de alto N (Figura 20). Assim, com o maior 

percentual apresentado em raízes e colmos em relação ao tratamento de alto N, pode-se dizer 

que, durante a deficiência de N, o nitrato é remobilizado principalmente para estes órgãos de 

cana-de-açúcar.  

 

Figura 20 - Fluxo de 
15

N-nitrato em cada órgão-tecido plantas de cana-de-açúcar submetidas a 

condições contrastantes de disponibilidade de N. Cálculo da participação percentual de 
15

N 

feito em relação à concentração da fonte marcada total obtida em cada tratamento e período 

analisado. 
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Para amônio, um padrão distinto de acúmulo de 
15

N acumulado foi identificado (Figura 

21) quando comparado ao observado com nitrato (Figura 20). Plantas cultivadas sob alto N 

apresentaram, após 10 d de tratamento, maior porcentagem de 
15

N-amônio ou seus produtos 

de assimilação, principalmente em folhas jovens, com 43% (Figura 21), seguido por menor 

acúmulo em raízes e colmos de cana-de-açúcar, com 22 e 19% respectivamente (Figura 21). 

Apesar da alta porcentagem de 
15

N em raízes e colmo em plantas sob deficiência de N, ambos 

com 26%, o fluxo maior de 
15

N ainda permaneceu para folhas jovens, nas quais houve um 

decréscimo de 6% no 
15

N acumulado quando comparado à condição de suficiência de N (alto 

N). Portanto, a restrição de N levou ao menor fluxo de 
15

N principalmente para folhas 

maduras, visto o decréscimo de 3% significativo de 
15

N acumulado para amônio, em relação 

ao observado no tempo 0 d (Figura 21), confirmando os resultados de concentração absoluta 

de 
15

N-amônio (Figura 18B).  

 

Figura 21 - Fluxo de 
15

N-amônio em cada órgão-tecido plantas de cana-de-açúcar submetidas a 

condições contrastantes de disponibilidade de N. Cálculo da participação percentual de 
15

N 

feito em relação à concentração da fonte marcada total obtida em cada tratamento e período 

analisado. 
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A comparação direta entre as fontes inorgânicas de N indica que nitrato, similar a 

amônio, é utilizado como fonte de N em folhas jovens em condições amplas de suplemento de 

N. No entanto, em condições de deficiência de N, nitrato tem maior fluxo para raízes e colmos 

enquanto que amônio ainda permanece com fonte de N em folhas jovens (Figuras 20 e 21). 

Considerando que o aumento nos níveis celular de amônio pode causar toxidez (BRITTO; 

KRONZUCKER, 2002), é possível sugerir que, quando absorvido pelas raízes, o amônio esta 

sendo metabolizado em aminoácidos, visto que experimentos utilizando 
15

N-amônio em raízes 

em cana-de-açúcar identificaram que a maioria do 
15

N é incorporada aos aminoácidos 

glutamina e asparagina em raízes em cana-de-açúcar (BIGGS, 2003). Ainda, a identificação 

de altas concentrações de 
15

N na forma de glutamina e glutamato em folhas de cana-de-açúcar 

demonstram que essas formas orgânicas de N são transportadas via xilema para a parte-aérea 

(BIGGS, 2003, ROBINSON et al., 2014). A assimilação de amônio em glutamina e 

asparagina indica que as enzimas GS (glutamina sintetase), GOGAT (glutamato sintase) e AS 

(aspargina sintetase) estão em atividade em raízes de cana-de-açúcar, assim como para 

maioria das espécies (LEA; MIFLIN, 2011). No entanto, não explica os altos níveis de 
15

N-

nitrato identificados principalmente em raízes e colmo de cana-de-açúcar, sendo que era 

esperado a assimilação de forma inorgânica de N. Diferentemente de amônio, a assimilação 

de nitrato requer a redução dessa forma de N pela enzima nitrato redutase (NR) e nitrito 

redutase (NiR) para subsequente atividade do complexo GS/GOGAT. Portanto, a atividade de 

NR poderia ser o fator limitante para a redução dessa forma inorgânica de N em raízes e 

colmo de cana-de-açúcar. De fato, a atividade de NR é cerca de 2 vezes menor em raízes 

quando comparado a folhas de cana-de-açúcar (MARETZKI; DELA CRUZ, 1967; De 

ARMAS et al., 1992), o que demonstra que folhas são os principais órgãos responsáveis pela 

redução e assimilação de nitrato. Isso explicaria os maiores níveis de 
15

N derivado do nitrato 

identificados em raízes e colmo de cana-de-açúcar (Figuras 16A e 17A), assim como 

previamente identificados os altos níveis de nitrato no xilema de plantas cultivadas sob altas 

concentrações providas de nitrato (RANJITH, 2007), e também as altas concentrações de 

nitrato em raízes e xilema de plantas cultivadas em solução nutritiva, ambos comparados às 

folhas (MARETZKI; DELA CRUZ, 1967, De ARMAS et al., 1992). Apesar disso, a 

interpretação que a NR é o fator limitante na redução de nitrato em raízes e colmo de cana-de-

açúcar requer mais estudos considerando que plantas de cana-de-açúcar cultivadas no campo 

apresentam baixas concentrações de nitrato em seus órgãos independente da disponibilidade 

exógena N (BIGGS, 2003, ROBINSON et al., 2014). Além disso, a maior atividade de NR 
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em folhas não está diretamente correlacionada com a maior eficiência no uso de nitrato, visto 

que a atividade de NR em folhas de ancestrais de cana-de-açúcar, S. spontaneum e Erianthus 

se assemelham ao milho (ROBINSON et al., 2014). Entretanto, essas espécies possuem baixa 

habilidade de utilizar nitrato como fonte N, assim como cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 

2011). Ainda, a baixa atividade de NR em raízes e colmo de cana-de-açúcar pode ser devido a 

regulação por amônio e ainda por carbono (SCHEIBLE et al., 1997a; 1997b; LILLO, 2008), o 

que indicaria que nitrato estaria disponível como fonte inorgânica de N em raízes e colmos de 

cana-de-açúcar. 

Com base nessas considerações é possível sugerir que diferentemente de nitrato, amônio 

é assimilado rapidamente em tecidos/órgãos de cana-de-açúcar. Isso difere de outras plantas 

cultivadas ou ainda de arabidopsis. Ensaios com 
15

N-nitrato com arabidopsis indicam que a 

maior parte do 
15

N é incorporado na biomassa e na síntese de proteínas, mas não são 

estocados em vacúolos (COQUE; GALLAIS, 2007; COQUE et al., 2008; DIAZ et al., 2008; 

MASCLAUX-DAUBRESSE; CHARDON, 2011). Os experimentos de 
15

N apresentados aqui 

sugerem ainda que, sob deficiência de N o fluxo de nitrato é preferencialmente para raízes e 

colmos de cana-de-açúcar e que nessas condições o transporte durante a remobilização de N é 

distinto de amônio, o que indica que o transporte de nitrato para folhas é reduzido quando 

plantas estão sob condições de restrição de N (Figura 22). 

 

 

Figura 22 - Representação esquemática da partição de 
15

N-nitrato em plantas de cana-de-açúcar 

submetidas a condições contrastantes de N 
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A aquisição e transporte de nitrato entre tecidos/órgãos é mediado por proteínas 

transmembrana pertencente a família multigênica NRTs (TSAY et al., 2007; GOJON et al., 

2009; DECHORGNAT et al., 2011). Para melhor compreensão da regulação da homeostase 

de nitrato identificada nos experimentos de 
15

N-nitrato em plantas de cana-de-açúcar 

cultivadas em condições contrastantes de disponibilidade de N, análises de expressão relativa 

dos principais genes de transportadores de nitrato previamente relacionados com função 

fisiológicas aos processos de absorção, translocação e assimilação foram realizadas nas 

condições dos experimentos descritos acima. 

Os transportadores de baixa afinidade ScNRT1.1 e de alta afinidade ScNRT2.1 e 

ScNAR2.1 são essenciais na aquisição de nitrato em raízes de cana-de-açúcar. A expressão do 

transportador ScNRT1.1 foi rapidamente regulada sob deficiência de N (-N), apresentando o 

dobro de transcritos acumulados quando comparado a condição de cultivo sob alto N, após 1 

d de tratamento (Figura 23A). Aos 5 d de tratamento, a expressão de ScNRT1.1 ainda 

permanece maior em condições restritas de suplemento de N (-N) em comparação a alto N. 

No tempo subsequente (10 d), no entanto, os níveis de transcritos aumentam em plantas 

cultivadas em alto N igualando aos níveis de expressão em condições de deficiência de N (-N) 

(Figura 23A). Esses resultados sugerem que ScNRT1.1 estaria ativamente realizando a 

aquisição de nitrato em raízes de cana-de-açúcar sob deficiência de N. 

O complexo de proteínas transportadoras de alta-afinidade a nitrato também 

apresentaram regulação em nível transcricional mediante as condições contrastantes de 

disponibilidade de N oferecidas no experimento. Nos tempos avaliados, ScNRT2.1 apresentou 

acúmulo de transcritos de 2,6 vezes apenas 1 d após a limitação de N, seguido pela redução da 

sua expressão nos tempo 5 e 10 d de tratamento exógeno de N (Figura 23C). Por outro lado, a 

indução de ScNRT2.1 em condições de alto N foi observado estritamente após 10 d de cultivo. 

Já a expressão de ScNAR2.1 não acompanhou a regulação de ScNRT2.1, visto que os níveis de 

acúmulo de ScNAR2.1 decresceram significantemente ao longo do períodos avaliados em 

raízes de plantas cultivadas sob limitação de N (-N). Enquanto isso, sob alto N (+N), a 

expressão de ScNAR2.1 aumentou a partir de 1 d, e atingiu os máximos de valores de 

transcritos acumulados em 10 d de suplemento exógeno de N (+N) (Figura 23D). Esses 

resultados sugerem que durante a deficiência de N (-N), o complexo de transporte de alta-

afinidade pode estar ativo; no entanto, os maiores níveis de expressão ScNRT2.1 sugerem que 

esse transportador é o principal responsável pelo maiores níveis de 
15

N-nitrato identificado em 

raízes de cana-de-açúcar após 1 d de deficiência de N (-N) (Figura 23C). Portanto, pode-se 

concluir que o transporte de alta-afinidade composto por dois componentes, ScNRT2.1 e 
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ScNAR2.1, é ativo e regulado diferencialmente, sendo funcional inicialmente em raízes de 

plantas sob restrição de N e tardiamente em plantas em alto N.  

Recentemente, AtNRT2.5 foi identificado como sendo um importante transportador de 

nitrato em raízes e folhas (LEZHNEVA et al., 2014). Em condições de longo períodos de 

deficiência de N, AtNRT2.5 é expresso em células da epiderme e pelos radiculares realizando 

o transporte constitutivo de tipo HATS, e na parte-aérea, AtNRT2.5 é localizado no sistema 

vascular, sendo responsável pelo transporte de nitrato armazenado nos vacúolos da bainha do 

feixe e células do mesofilo da folha em plantas de arabidopsis (LEZHNEVA et al., 2014; 

KOTUR; GLASS, 2014). A análise de expressão do ortólogo identificado em cana-de-açúcar 

indica que ScNRT2.5 é restritamente regulado em condições limitantes de N em raízes de 

cana-de-açúcar (Figura 23E). Nestas condições, esse gene apresentou acúmulo de 4 vezes de 

transcritos logo após 1 d de tratamento, e se manteve com níveis de 2,4 e 2 vezes mais 

expressos aos 5 e 10 d após tratamento quando comparado a alto N (+N) (Figura 23E). 

Portanto, a regulação de ScNRT2.5 indica que esse gene possivelmente atua na aquisição de 

nitrato na faixa de concentração de alta-afinidade em raízes de cana-de-açúcar sob deficiência 

de N e que a regulação temporal diferenciada quando comparado aos genes 

ScNRT2.1/ScNAR2.1 sugerem que ScNRT2.5 é ativo em condições de longo períodos de 

limitação de N (Figura 23C, D e E). Função similar foi recentemente descrita aos ortólogos de 

arabidopsis e milho (LEZHNEVA et al., 2014, KOTUR; GLASS, 2014). 

Em resumo, os principais transportadores de LATS e HATS apresentam regulação 

temporal em raízes de cana-de-açúcar submetidas a longos períodos de condições 

contrastantes de disponibilidade de N. Enquanto ScNRT1.1 e ScNRT2.1 foram rapidamente 

regulados de forma transiente sob deficiência de N (-N), ScNRT2.5 manteve altos níveis de 

transcritos em raízes cultivadas sob condições limitantes de N. Ainda, a regulação tardia em 

particular de ScNRT1.1 e ScNRT2.1 sob alto suplemento exógeno de N indica que a aquisição 

de nitrato responde a uma sinalização distinta de demanda N, o que sugere que existe uma 

variação na absorção de nitrato mesmo quando cana-de-açúcar é cultivada sob alta 

concentrações de nitrato. Evidências de variação no transporte de HATS e LATS foram 

identificadas em estudos em campo com canola (MALAGOLI et al., 2004) ou em estudos 

durante todo o ciclo de vida de plantas de milho (GARNETT et al., 2013), no qual, foi 

identificado que a variação na aquisição de nitrato corresponde principalmente a ação de 

genes de alta-afinidade, como NRT2.1. Apesar de não ter sido realizada a análise de influxo 
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de nitrato em raízes de cana-de-açúcar durante longos períodos de tratamento de N, o 

resultados apresentados aqui sugerem regulação similar em raízes de cana-de-açúcar.  

Para o nitrato ser transportado para a parte aérea da planta, esse tem que ser carregado 

para dentro dos vasos do xilema da raiz. Em arabidopsis, o transportador AtNRT1.5, expresso 

em células do periciclo vizinhas ao protoxilema, está envolvido no carregamento de nitrato no 

xilema (LIN et al., 2008). Mutante no gene AtNRT1.5 apresenta reduzida capacidade de 

transportar nitrato da raiz para parte aérea, demonstrando a função fisiológica desse gene no 

carregamento do xilema (LIN et al., 2008). A análise de expressão ScNRT1.5 em raízes de 

cana-de-açúcar não identificou a regulação desse gene sob condições de deficiência de N 

(Figura 23B), o que sugere que o carregamento do xilema é inibido ou mantido a níveis basais 

em condições de limitantes de N. No entanto, sob alto N, a expressão ScNRT1.5 foi induzida 

tardiamente após 10 d imposição de alto N (Figura 23B), indicando a participação desse gene 

no carregamento do xilema em células da raízes de cana-de-açúcar apenas quando N é 

suplementado sob altas concentrações. 
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Figura 23: Análise quantitativa de transcritos reversos NRTs (NITRATE TRANSPORTERS) em raízes 

de cana-de-açúcar submetidas a condições contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de 

cana-de-açúcar com três meses de cultivo em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de 

NH4NO3) foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO3). 

Amostras de raízes foram coletadas nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Para as análises de 

expressão, o controle utilizado (normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica 

obtidos para o tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h). O gene UBQ2 foi 

utilizado como gene de referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado. 

Considerando a alta concentração de 
15

N-nitrato em colmo de cana-de-açúcar cultivada 

sob limitação de N (Figura 17A), aliado a ausência de regulação de ScNRT1.5 em raízes sob 

privação de N é possível especular que: 1) os maiores níveis de nitrato em colmo podem ser 

devido ao estoque dessa fonte inorgânica de N neste órgão, para ser remobilizado em 

condições de deficiência de N; ou 2) a atividade basal da proteína ScNRT1.5 em condições 

limitante de N seja suficiente para o carregamento de nitrato em células do xilema; 3) outros 

transportadores de nitrato da família NRT poderiam estar realizando o carregamento de nitrato 

no xilema em raízes de cana-de-açúcar. 

Considerado que NRT1.5 é membro do família LATS e o ortólogo em arabidopsis 

possui Km de 6 mM, a atividade dessa proteína de membrana pode ser suficiente no transporte 

de nitrato da raiz da parte aérea de cana-de-açúcar. Outra possibilidade é a participação de 

outros transportadores da família NRT no carregamento do xilema. Recentemente dois outros 

transportadores de baixa afinidade foram funcionalmente correlacionados com o transporte de 

nitrato da raiz para a parte-aérea. Os genes NRT1.8 e NRT1.9 são expressos em células do 

parênquima do xilema e células companheiras do floema em raiz; mutantes nesses genes em 

arabidopsis possuem alteração no transporte de nitrato da raiz para a parte aérea (LI et al., 

2010; WANG; TSAY, 2011). Portanto, é possível que outros membros da família NRT1 
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estejam realizando o transporte de nitrato em raízes de cana-de-açúcar sob condições 

limitantes de N (-N). Infelizmente a identificação e a avaliação da regulação desses genes 

ainda permanecem por serem estabelecidas em cana-de-açúcar. 

A compreensão sobre a regulação ScNRT1.5 em colmos de cana-de-açúcar pode ser 

importante para elucidar se o nitrato presente ou armazenado nesse órgão, como evidenciado 

nos experimentos de 
15

N-nitrato, está sendo carregando em células do xilema do colmo, sendo 

direcionado para as folhas. Para melhor compreensão, a análise da expressão gênica de 

ScNRT1.5 também foi conduzida em colmo de plantas de cana-de-açúcar sob as diferentes 

condições de disponibilidades de N (Figura 24). Diferente do que foi observado em raízes, a 

expressão de ScNRT1.5 em colmo de cana-de-açúcar foi induzida sob deficiência de N (-N). 

Após 1 d de exposição aos tratamentos, foi possível observar que a expressão do ScNRT1.5 

foi induzida 1,4 vezes em relação a 0 d. Nos períodos subsequentes analisados, o gene 

ScNRT1.5 foi induzido ainda após 5 e 10 d de deficiência de N em relação ao tempo inicial 

(Figura 24). Por outro lado, em colmos de plantas cultivadas sob alto N (+N), a expressão de 

ScNRT1.5 aumentou significativamente apenas após 10 d de tratamento exógeno de N, 

apresentando repressão transiente nos primeiros períodos avaliados (Figura 24). Esses 

resultados indicam uma regulação diferencial de ScNRT1.5 sob deficiência de N em raízes e 

colmos de cana-de-açúcar, e que possivelmente os maiores valores de 
15

N-nitrato 

identificados nos experimentos de fornecimento de 
15

N-nitrato (Figura 17A) são 

possivelmente decorrentes da ação dessa proteína de membrana, realizando o carregamento de 

nitrato no xilema do colmo de cana-de-açúcar. Além disso, esses resultados oferecem a base 

molecular para justificar os maiores níveis de nitrato no xilema identificados em plantas, 

sendo elas cultivadas sob altas concentrações exógenas de nitrato (BIGGS, 2003; RANJITH, 

2007) ou em experimentos de solução nutritiva que apresentaram maiores concentrações de 

nitrato em raízes e no xilema quando comparado a folhas (MARETZKI; DELA CRUZ, 1967; 

De ARMAS et al., 1992). O fato que ScNRT1.5 é diferencialmente regulado em raízes e 

colmo de cana-de-açúcar indicam que esse gene obedece a sinalizações distintas nesses 

órgãos. Os reguladores desse gene em colmo e raízes ainda permanecem por serem 

investigados, mas com os resultados apresentados aqui é possível inferir que o nitrato está 

sendo remobilizado a partir de células do colmo, possivelmente. O nitrato estocado em 

vacúolos de células parenquimáticas do colmo estaria sendo carregado para o xilema 

mediante a sinalização de baixo N, ou ainda, em condição de alto N, porém de forma tardia 

(Figura 17A). Isso explicaria a baixa capacidade de estocar nitrato previamente identificada 

em cana-de-açúcar (ROBINSON et al., 2011), sendo que a atividade da proteína 
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transmembrana ScNRT1.5 provê o carregamento de nitrato tanto em alta quanto em baixa 

disponibilidade de N.  

 

Figura 24 - Análise quantitativa de transcritos reversos do ScNRT1.5 em colmo de cana-de-açúcar 

submetidas a condições contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar 

com três meses de cultivo em solução nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) 

foram submetidas à deficiência de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO3). Amostras de colmo 

foram coletadas nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Para as análises de expressão, o controle 

utilizado (normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica obtidos para o 

tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h). O gene UBQ2 foi utilizado como 

gene de referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado. 

As evidências apresentadas aqui sugerem que ScNRT1.5 é fundamental na regulação da 

homeostase de nitrato em cana-de-açúcar. Plantas cultivadas sob alta disponibilidade de N 

apresentam carregamento de xilema via proteína ScNRT1.5 em raízes, o que correlaciona 

com o fluxo de 
15

N-nitrato para a parte-aérea, principalmente para folhas jovens de cana-de-

açúcar nessas condições (Figura 19A). Por outro lado, em condições limitantes de N, 

ScNRT1.5 apresenta regulação distinta em raízes e colmos. Em raízes, ScNRT1.5 é inibido 

e/ou pouco regulado em nível transcricional sob condições de baixa disponibilidade de N, o 

que contrasta com os resultados de maiores concentrações de 
15

N-nitrato identificados em 

plantas cultivadas em limitação de N. Em colmo, ScNRT1.5 é induzido sob deficiência de N, 

indicando o carregamento de nitrato do xilema, remobilizando o nitrato para estoque nas 

células desse órgão, com base no importante aumento de 8% de 
15

N-nitrato detectados em 

colmo sob condição de limitação de N. Resta saber, se o carregamento de nitrato no xilema 

estaria levando essa forma inorgânica de N para ser metabolizado em folhas, considerando 
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que esse é o principal órgão de redução de nitrato em cana-de-açúcar (MARETZKI; DELA 

CRUZ, 1967, De ARMAS et al., 1992, BIGG, 2003). 

Após o transporte para as folhas, o nitrato poderia passar por assimilação no citossol ou 

ser armazenado em vacúolos. Em arabidopsis, o gene NRT1.4 apresenta função essencial na 

regulação da homeostase de nitrato em folhas (CHIU et al., 2004). Apesar do mutante atnrt1.4 

apresentar menor concentração de nitrato no pecíolo, apresenta maior concentração de nitrato 

no limbo foliar, indicando que NRT1.4 regula distribuição de nitrato em folhas (CHIU et al., 

2004). Curiosamente, as folhas de mutantes nrt1.4 são mais largas do que os do tipo 

selvagem, sugerindo que a distribuição de nitrato em folhas influencia na expansão foliar. 

AtNRT1.4 é predominantemente expresso em pecíolos, o que demonstra que esse gene regula 

o estoque de nitrato em células do pecíolo de arabidopsis (CHIU et al., 2004). A análise de 

expressão do gene ortólogo a proteína transmembrana NRT1.4 em folhas de cana-de-açúcar 

indicam a regulação desse gene pelo status de N da planta. Em folhas maduras, a expressão de 

ScNRT1.4 foi induzida principalmente sob condições de alto N após 10 d de tratamento 

(Figura 25A), enquanto que plantas cultivadas sob condições limitantes de N não 

apresentaram indução de ScNRT1.4. Já em folhas jovens, a regulação de ScNRT1.4 foi 

evidente em condições de deficiência de N (Figura 25B). Comparado a plantas em condições 

de alto N (+), a expressão do gene ScNRT1.4 foi reprimido em condições de baixo N (-N) em 

todos os períodos analisados (Figura 25B) Portanto, em condições limitantes de N (-N), o 

nitrato não é estocado em folhas maduras ou jovens, o que sugere que essa forma inorgânica 

de N está sendo metabolizada. A regulação de ScNRT1.4 correlaciona com resultados de 
15

N-

nitrato em folhas (Figuras 18A e 19A), considerando que os maiores valores de concentração 

de 
15

N-nitrato foram observados em sob condição de alto N em folhas jovens. Para 

confirmação desses resultados, a atividade de NR e a medição da concentração de nitrato em 

diferentes órgãos devem ser realizadas. 
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Figura 25 - Análise quantitativa de transcritos reversos do ScNRT1.4 em folhas maduras (A) e folhas 

recém-expandidas (B) de cana-de-açúcar submetidas a condições contrastantes de 

disponibilidade de N. Plantas de cana-de-açúcar com três meses de cultivo em solução 

nutritiva suficiente de N (+N; 2 mM de NH4NO3) foram submetidas à deficiência de N (-N) e 

a alto N (5 mM de NH4NO3). Amostras de folhas jovens e folhas maduras foram coletadas 

nos períodos de 0, 1, 5 e 10 d. Para as análises de expressão, o controle utilizado 

(normalizador) foi a média dos valores de expressão gênica obtidos para o tratamento N 

suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 h). O gene UBQ2 foi utilizado como gene de 

referência. Barras indicam ±SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado. 

Em resumo, com a caracterização o processo de transporte de nitrato na parte aérea de 

cana-de-açúcar realizada por meio de experimentos de translocação/ remobilização utilizando 

concentrações equimolares de 
15

N-NO3
-
 e 

15
N-NH4

+ 
in vivo, somada a análise do perfil 

transcricional dos principais genes responsável pelo transporte de nitrato em cana-de-açúcar, 
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foi possível identificar diferentes estratégias adaptativas de cana-de-açúcar na regulação do 

transporte de nitrato mediante as condições contrastante de disponibilidade de N no ambiente. 

Os resultados apresentados indicaram a capacidade da cana-de-açúcar de utilizar nitrato como 

fonte de N, apesar da sua reduzida eficiência na aquisição e estoque dessa forma inorgânica 

de N. Ainda, os resultados apresentados demonstraram que nitrato difere de amônio na 

distribuição e remobilização de acordo com o status de N da planta. Em condições amplas de 

suplemento de N, nitrato é similar a amônio quanto à utilização como fonte de N em folhas 

jovens. No entanto, em condições de deficiência de N, nitrato tem maior fluxo em colmos e 

raízes, enquanto que amônio ainda permanece com fonte de N em folhas jovens. A regulação 

distintas do transportador de baixa afinidade ScNRT1.5 indica que o carregamento de nitrato 

no xilema é a principal alteração durante o transporte dessa forma inorgânica de N para a 

parte aérea de cana-de-açúcar.  

As espécies vegetais parecem utilizar estratégias distintas para adaptação a condições 

adversas de disponibilidade de N no solo. Raízes de arabidopsis sob deficiência de N 

apresentam diminuição da atividade de NR após 4 d de limitação de N (KRAPP et al., 2011). 

A redução da atividade de NR é acompanhada pela ação da proteína de membrana NRT1.5 

realizando o carregamento do nitrato no xilema, aumentando o fluxo dessa forma de N para a 

parte aérea, onde a atividade de NR em folhas irá reduzir nitrato para assimilação em 

aminoácidos (KRAPP et al., 2011). Tal mecanismo adaptativo difere do observado em cana-

de-açúcar, sendo que a limitação de N reduz o fluxo de nitrato da raiz para a parte-aérea, 

mantendo baixos níveis de expressão de ScNRT1.5. No entanto, o suplemente de nitrato para 

ser reduzido e assimilado em folhas parece ser de origem do colmo, baseado no aumento de 

expressão de ScNRT1.5 nesse órgão. Cana-de-açúcar possui a habilidade de manter maiores 

concentrações de nitrato em raízes sob deficiência de N (Figura 20), possivelmente pela 

indução de transportadores responsáveis pela aquisição de N em raízes e concomitante 

redução do carregamento do xilema (Figura 23), o que difere de arabidopsis (KRAPP et al., 

2011). Estudos em campo identificaram que plantas de cana-de-açúcar não fertilizadas alocam 

31% do N nas raízes, enquanto que plantas fertilizadas com N apresentam cerca de 28% N na 

raiz (ROBINSON et al., 2009), o que corrobora os resultados apresentados aqui. Tal estratégia 

adaptativa em cana-de-açúcar pode ser para realocação de biomassa para a raiz, investindo no 

crescimento e desenvolvimento de raízes para aumentar a capacidade de explorar regiões mais 

ricas em nutrientes (REMANS et al., 2006; LIMA et al., 2010). Além disso, a capacidade de 

estocar N em raízes em condições adversas de disponibilidade desse nutriente pode ser uma 

fonte de N para cana de soqueira para o próximo ciclo. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 Cana-de-açúcar possui sistema de absorção HATS para nitrato e amônio 

presentes nas raízes, que é induzido em baixas concentrações externas de N e/ou em baixo 

status de N na planta.  

 Foi comprovada a menor eficiência de cana-de-açúcar na aquisição de nitrato 

quando comparada com a aquisição de amônio. 

 Em plantas de cana-de-açúcar sob condições de deficiência de N (-N) foi 

verificado regulação tardia do sistema de HATS responsável pela aquisição de nitrato. 

 Constatou-se a existência de regulação negativa na aquisição de nitrato em 

raízes de cana-de-açúcar expostas à amônio. 

 A ausência de correlação entre o influxo de 
15

N e acúmulo de transcritos dos 

transportadores envolvidos no processo de absorção de nitrato indica a existência de uma 

regulação no nível pós-transcricional dos transportadores de HATS em raízes de cana-de-

açúcar durante a provisão de nitrato. 

 Apesar da reduzida eficiência na aquisição e estoque de nitrato, cana-de-açúcar 

possui a capacidade de utilizar nitrato como fonte de N. 

 Nitrato difere de amônio no processo de remobilização, de acordo com o status 

de N em cana-de-açúcar. Em condições amplas de suplemento de N, ambos são utilizados 

como fonte de N. Sob restrição de N, porém, nitrato tem maior fluxo em raízes e colmos 

enquanto que amônio ainda permanece com fonte de N em folhas jovens. 

 A limitação de N leva a redução no fluxo de nitrato da raiz para a parte-aérea, 

já que o carregamento desta fonte de N no xilema é alterado em tal condição. O suplemento 

de nitrato para ser reduzido e assimilado em folhas parece ser de origem do colmo. 
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Anexo A – Concentrações de sais de Hoagland empregadas no preparo da solução nutritiva 

utilizada nos experimentos realizados em casa de vegetação 

Solução estoque Sais Concentração (g/L) 
Volume de cada solução 

estoque em 300L (em mL) 

Solução 1 

KH2PO4 13,6 

3000 MgSO4.7H2O 24,64 

K2SO4 4,36 

Solução 2 CaCl2.2H2O 14,7 750 

Solução 3 NH4NO3 80,04 600 

Solução 4 

NaOH 3,65 

300 EDTA 33,2 

FeSO4.7H2O 25 

Solução 5 

KCl 3,73 

300 

H3BO3 1,85 

MnSO4.H2O 0,845 

CuSO4 0,16 

ZnSO4.7H2O 0,285 

Na2MoO4.2H2O 0,242 

Solução 6 KOH 112,218 18 

 

 


