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RESUMO

PEREIRA, Erinaldo Gomes. Caracterizacdo funcional do transportador OsAAPl e
avaliacdo de mecanismos associados a eficiéncia de uso de nitrogénio, utilizando-se o
sistema CRISPR-Cas 9. 2019. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia — Ciéncia do Solo).
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2019.

A integracdo de conhecimentos adquiridos sobre os processos de regulacdo, transporte e
metabolismo de N-inorgénico, com o estudo do N-organico, utilizando ferramentas modernas
como o sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), € um
dos caminhos para a otimizacdo dos processos de producdo, podendo contribuir para o
desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel. Os principais objetivos do trabalho
foram verificar o papel do transportador de aminoacidos OsAAP1 (Aminoacido Permease 1) de
arroz (Oryza sativa L.) no desenvolvimento inicial das plantas, sua influéncia nos
transportadores de N inorganico e organico, possiveis alteracdes na expressao de genes que
codificam enzimas chaves para 0 metabolismo de carbono, bem como a atuacdo desse
transportador na producdo de grdos e na eficiéncia do uso de nitrogénio (EUN). Para isso, 0
gene OsAAP1 foi nocauteado em plantas da variedade Piaui com o uso do sistema CRISPR-
Cas9 e duas linhagens foram selecionadas para o estudo (L3 e L5). Dois experimentos foram
realizados com as linhagens obtidas, e como controle foram utilizadas plantas selvagens da
mesma variedade: o experimento 1, para caracterizacdo metabolica e estudo da expressdo de
genes envolvidos no transporte de N-inorganico e no metabolismo de carbono, foi conduzido
em camara de crescimento da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com 2 mM e 0,2 mM de N-nitrico (KNO3)
como unica fonte de N, durante 40 dias. O experimento 2, para caracterizagdo metabolica,
estudo da expressdo de genes envolvidos no transporte de N-organico e no metabolismo de
carbono, determinacdo dos parametros de producao e da eficiéncia no uso de N, foi conduzido
em casa de vegetacdo do Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas (LNMP), em vasos
contendo terra de um horizonte A de um PLANOSSOLO coletado no campus da UFRRJ. Foi
realizada uma adubac&o basal, aos 30 dias ap6s germinacao, equivalente a 60 kg/ha de N-nitrico
(KNO3z"). No final do estudo foi possivel verificar que o gene AAP1 estd envolvido no fluxo
interno de N em plantas de arroz, e seu nocaute interfere de forma negativa nos processos de
absorcéo e assimilacdo de N inorganico, causando uma regulacdo na expressdo de genes que
codificam para transportadores de nitrato, aminoacidos e enzimas do ciclo do carbono, além de
levar a uma diminuicao na producéo de grdos e EUN.

Palavras-chave: Transportador de aminoécidos. Variedade Piaui. Oryza sativa L.
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ABSTRACT

PEREIRA, Erinaldo Gomes. Functional characterization of the OsAAP1 transporter and
evaluation of mechanisms associated to the efficiency of nitrogen use, using the CRISPR-
Cas system 9. 2019. 95p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto
de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

The integration of acquired knowledge on the processes of N-inorganic regulation, transport
and metabolism, with the study of N-organic, using modern tools such as the Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) system, is one of the paths for
optimization production processes and can contribute to the development of more sustainable
agriculture. The main objectives of this work were to verify the role of the transporter of amino
acids OsAAP1 (Amino acid Permease 1) of rice (Oryza sativa L.) in the initial development of
the plants, its influence on inorganic and organic N transporters, possible alterations in the
expression of genes that encode key enzymes for carbon metabolism, as well as the performance
of this transporter in grain production and in the use of nitrogen (NUE). For this, the OsAAP1
gene was knocked out in plants of the Piaui variety using the CRISPR-Cas9 system and two
lines were selected for the study (L3 and L5). Two experiments were carried out with the
obtained strains, and as control wild plants of the same variety were used: experiment 1, for
metabolic characterization and study of the expression of genes involved in N-inorganic
transport and carbon metabolism, was conducted in chamber of the Federal Rural University of
Rio de Janeiro (UFRRJ), in nutrient solution of Hoagland and Arnon (1950), with 2 mM and
0.2 mM of N-nitric (KNOz") as the only source of N for 40 days. The experiment 2, for
metabolic characterization, study of the expression of genes involved in N-organic transport
and carbon metabolism, determination of production parameters and efficiency in the use of N,
was conducted in a greenhouse of the Laboratory of Mineral Nutrition (LNMP), in pots
containing soil from a horizon A of a PLANOSOL collected at the UFRRJ campus. A basal
fertilization, at 30 days after germination, was performed, equivalent to 60 kg / ha of N-nitric
(KNO3"). At the end of the study it was possible to verify that the AAP1 gene is involved in the
internal flow of N in rice plants, and its knockout negatively interferes in the processes of
absorption and assimilation of inorganic N, causing a regulation in the expression of genes
coding for nitrate transporters, amino acids and carbon cycle enzymes, in addition to leading to
a decrease in grain yield and NUE.

Key words: Amino acids transporter. Piaui variety. Oryza sativa L.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o segundo cereal mais consumido no mundo e ocupa um
papel relevante para o combate & fome. E um produto agricola de elevada importancia
econdmica para a maioria dos paises em desenvolvimento, constituindo-se alimento basico para
cerca de 2,4 bilhdes de pessoas, sendo que a demanda por este cereal pode duplicar em poucos
anos (AGROLINK, 2018). E um dos alimentos com melhor balanco nutricional, podendo
fornecer 20 % da energia e 15 % da proteina per capita necessaria ao homem, apresentando boa
adaptacdo a diferentes condicdes de clima e solo (EMBRAPA, 2008).

Acredita-se que 0 arroz foi tenha como origem o sudeste da Asia (EMBRAPA, 2008).
Foi introduzido no Brasil por volta de 1530 pela frota de Pedro Alvares Cabral e espalhando
mais tarde por outras regides do litoral brasileiro, principalmente na regido do Nordeste, em
pequenas lavouras de subsisténcia (PEREIRA, 2002).

A produgdo mundial estimada deste cereal é de 475 milhGes de toneladas, sendo
produzida no Brasil cerca de 8,3 milhdes de toneladas (USDA/FAS, 2015). Na Asia, é cultivado
e consumido cerca de 90 % do arroz do mundo, em mais de 250 milhdes de pequenas
propriedades em sistema tipicamente irrigado. Os principais estados brasileiros produtores de
arroz sdo o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Maranhdo e Parg,
respectivamente. O cultivo pode ser realizado em sistema irrigado, no qual uma lamina de dgua
€ mantida sobre o solo até a maturagdo do arroz, ou no sistema de cultivo de terras altas
(sequeiro) em que a lavoura é totalmente dependente da agua da chuva para alcancar um
desenvolvimento satisfatorio.

Para obtencdo de uma producdo satisfatoria alguns fatores devem ser analisados, entre
eles, a adubacdo mineral do solo, especialmente a adubagdo nitrogenada, uma vez que, 0
nitrogénio (N) é o nutriente de maior demanda metabolica para as plantas, sendo fator
determinante para o crescimento e limitante da produtividade, devido a sua baixa
disponibilidade no solo (TABUCHI et al, 2007), exigindo aplicacdes sucessivas. Na China por
exemplo a adubacdo nitrogenada é feita muitas vezes de forma indiscriminada, sem que uma
analise da disponibilidade desse nutriente no solo seja realizada, o que leva a diminuicdo na
eficiéncia de uso de N e problemas ambientais.

Uma questdo que ameaca a sustentabilidade da producdo de grdos na China é o uso
ineficiente de recursos (agua e fertilizantes) e a poluicdo ambiental causada pelo excesso de
fertilizacdo (JIAO et al., 2016). Muitas vezes essa aplicacdo indiscriminada é realizada devido
ao fator cultural de acreditar que, com o aumento continuo da dose de nitrogénio aplicada no
solo a planta respondera em produtividade, o que ndo € verdade, pois essa resposta sé ocorre
até uma certa concentracao do nutriente, acima da qual podera resultar em toxidez para a planta.
Concentracdo elevada de nitrogénio no solo estd associada a danos ambientais, como por
exemplo, a contaminacdo dos cursos d"agua e consequente eutrofizacdo do mesmo, além do
aumento do custo de producdo (GOOD et al., 2004).

Plantas adquirem, através de suas raizes, N tanto na forma organica (ureia, aminoacidos,
peptideos) quanto na forma inorgéanica (nitrato ou amonio), porém absorvem principalmente
sob formas inorganicas (WILLIAMS & MILER, 2001). Apesar da planta absorver
preferencialmente nitrato e ndo aménio (FERNANDES, 1976), existem limitagcdes ao seu uso
como fertilizante, especialmente em condic¢des de solos tropicais, nos quais ocorrem grandes
perdas de N por imobilizacdo, lixiviacdo, volatilizacdo e/ou desnitrificagdo. Sendo assim,
mecanismos que amenizem essas perdas devem ser desenvolvidos e aplicados de forma a
minimizar perdas (EIRA, et al., 1968). Aumentar a Eficiéncia de Uso de Nitrogénio (EUN)
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pode ser a melhor forma de conciliar, simultaneamente, seguranca alimentar global e respeito
as politicas ambientais (CHARDON et al, 2012).

O aumento na eficiéncia de uso de N passa pelo desenvolvimento de cultivares que
sejam capazes de absorver e, uma vez absorvido, utilizarem o N de forma mais eficiente
possivel, resultando em uma boa produgéo.

O estado do Maranhao, historicamente um grande produtor de arroz, possui uma grande
quantidade de variedades locais, as quais se constituem em um banco de germoplasma de valor
inestimavel para programas de melhoramento genético de arroz no Pais (FONSECA et al.,
1982). Por ser uma regido em que o solo esta sujeito a intensos processos de intemperismo
devido, entre outros fatores, ao alto indice de chuvas durante a época de cultivo, o nitrogénio
aplicado, caso ndo seja absorvido rapidamente pelas plantas, é perdido ao longo do perfil do
solo. Devido a estas condicGes climaticas, acredita-se que, variedades maranhenses possuem
mecanismos que propiciam o melhor aproveitamento do N aplicado no solo.

Foi estabelecida como hipotese cientifica que o transportador OsAAP1 interfere no
metabolismo de nitrogénio e carbono, e o seu nocaute reduz a Eficiéncia no Uso de N (EUN)
em plantas de arroz.

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar a caracterizagao funcional do
transportador OSAAPL e verificar a influéncia do mesmo na Eficiéncia de Uso de N, utilizando
plantas de arroz que passaram pelo nocaute do gene OsAAP1 com o uso da técnica do
CRISPR/Cas 9. Os objetivos especificos foram avaliar possiveis alteracfes no metabolismo de
nitrogénio e do carbono, bem como a influéncia desse gene nos pardmetros de producéo e de
uso de N pelas plantas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia do Arroz

O arroz é um dos principais cereais produzidos e consumidos no mundo, juntamente
com o trigo e o milho. Em todos os continentes ocorre o cultivo e 0 consumo de arroz, portanto
esse cereal desempenha um importante papel, tanto econdémico quanto social, principalmente
em paises em desenvolvimento da Asia e da Oceania, onde vivem cerca de dois tercos da
populacdo subnutrida mundial (AGROLINK, 2018). Possui um 6timo balang¢o nutricional,
fornecendo 715 kcal per capita por dia, 27% dos carboidratos, 20% das proteinas e 3% dos
lipideos da alimentacdo (Walter, 2008), sendo que essa composicao nutricional pode ser afetada
pelas caracteristicas fenotipicas, adubacéo, radiacdo solar e temperatura durante o periodo de
desenvolvimento do grdo (JULIANO, 1995). A glutelina proteina de alto valor nutricional,
corresponde aproximadamente 80% das proteinas presentes no endosperma (WALTER, 2008).

A partir da década de 80 houve um grande salto no consumo de arroz em todo 0 mundo,
desde entdo os padrdes de consumo foram divididos em trés modelos: 0 modelo asiatico que se
caracteriza por um consumo médio per capita superior a 100 Kg ao ano, podendo alcancgar o
valor de 200 Kg em alguns paises. O modelo subtropical, no qual o Brasil esta incluido, o
consumo per capita gira em torno de 35 a 65 Kg ao ano. No terceiro modelo, ocidental, o
consumo per capita é baixo, cerca de 10 Kg ao ano, na Franga o consumo € menor ainda, apenas
5 Kg ao ano (EMBRAPA, 2018).

No continente asiatico tem-se disparadamente a maior producdo e consumo de arroz
mundial, cerca de 90%, sendo a China o maior produtor, consumidor e importador, e a Tailandia
0 maior exportador no periodo que compreendeu a safra de 2017/2018. Devido a grande
demanda, nos ultimos anos a China vem mantendo uma tendéncia de aumento dos estoques de
passagem, por meio da aquisi¢do de outros paises (CONAB, 2018). No entanto, a producéo
mundial ndo vem acompanhando a demanda pelo produto, nos Gltimos anos a producdo teve
um aumento de 1,09% ao ano, enquanto a populagéo cresceu 1,32% e o consumo 1,27%, o que
leva a uma preocupacdo em relacdo a oferta desse cereal (AGROLINK, 2016).

A América Latina possui um papel de destaque no mercado, ocupando o segundo lugar
em producdo e o terceiro em consumo, sendo que o Brasil é o maior produtor fora do continente
asiatico, com cerca de 11 milhdes de toneladas base seca produzidas e 11,7 milhdes de toneladas
consumidas. O déficit de cerca de 0,7 milhdes de toneladas é suprido historicamente pela
Argentina e Uruguai, sendo que a partir de 2015 o Paraguai assumiu o papel de maior
exportador para 0 mercado Brasileiro (CONAB, 2018). Os principais estados produtores
brasileiros sdo Tocantins (TO), Maranh&o (MA), Mato Grosso (MT), Santa Catarina (SC) e Rio
Grande do Sul (RS), produzindo 688,4 mil toneladas (mil t), 295,1 mil t, 472, 8 mil t, 1113, 0
mil t e 7858,9 mil t, respectivamente (CONAB, 2018).

No Brasil sdo adotados dois sistemas de cultivo: arroz alagado e de arroz de terras altas
(FERREIRA, 2005). O sistema de arroz alagado possui como principal vantagem o maior
potencial de rendimento (cerca de 12 t ha') quando comparado ao arroz do sistema em terras
altas (cerca de 6 t ha) (PINHEIRO, 2006), porém o arroz irrigado ndo é viavel em areas nas
quais ndo se consegue manter o alagamento do solo (Embrapa, 2003). Ancielo (2003),
estudando a produtividade de cultivares desenvolvidas para terras altas e das desenvolvidas para
cultivo alagado, quando irrigadas por aspersdo, relatou produtividades semelhantes dessas
cultivares quando comparado apenas parametros relacionados ao rendimento da cultura, o que
pode ser de grande utilidade para reduzir a principal limitacdo do cultivo alagado, 0 uso
excessivo de dgua durante o ciclo da cultura.

Se a orizicultura brasileira for dividida nesses dois sistemas de cultivo, é possivel
perceber que 60 % da producédo nacional é oriunda da orizicultura irrigada, a qual possui maior
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representacéo na regiéo sul, sendo insignificante nas demais. O Rio Grande do Sul representa
aproximadamente 83% das areas em cultivo alagado, suprindo mais de 50 % da demanda
nacional. Por outro lado, o cultivo em terras altas, menos representativo do que o cultivo
alagado, € de grande importancia, principalmente em estados do Norte, Nordeste e Mato
Grosso. Esse sistema de cultivo foi mais representativo entre as décadas de 60 e 80, durante o
processo de ocupacdo do cerrado. Periodo marcado por pesquisas que tinham como foco o
desenvolvimento de alternativas para a minimizacao da adversidade climéatica encontradas no
cerrado, como cultivares tolerantes a seca, adequacdo da época de semeadura e do ciclo da
cultivar e manejo do solo (AGROLINK, 2018).

O Brasil, possui uma ampla diversidade de recursos genéticos, a qual deve ser estudada,
visando a identificacdo de caracteristicas interessantes para programas de melhoramento
genético. O valor de um germoplasma pode ser medido em termos de suas caracteristicas uteis
para 0 melhoramento de outras variedades e o impacto econd6mico que pode ocasionar na
producdo e na produtividade do arroz (JACKSON, 1997).

Conscientes da importancia da diversidade dos recursos genéticos de arroz existentes
no mundo, mais de 80000 variedades registradas sdo conservadas no banco internacional de
arroz (IRG) no Instituto Internacional de Pesquisa de Arroz (IRRI), em Los Banos, Filipinas
(JACKSON, 1997).

O estado do Maranhdo possui uma ampla diversidade de variedades de arroz, adaptadas
a condicdes de clima tropical, caracterizado por disponibilidade sazonal de chuvas e nutrientes,
levando, ao longo dos ciclos de cultivo a variages que permitiu um bom desenvolvimento em
condicdes adversas.

O Laboratorio de Nutricdo de Mineral de Plantas (LNMP) da UFRRJ, vem realizando
estudos no intuito de identificar os mecanismos adaptativos adquiridos por essas cultivares, e
resultados promissores vem sendo obtidos. A variedade Piaui, utilizada no presente estudo, se
mostrou como uma das mais promissoras em estudos de metabolismo e expressdo génica.
COELHO (2016), ao estudar a Eficiéncia de Uso de Nitrogénio (EUN) da variedade Piaui e
IAC-47, variedade melhorada para cultivo com alto N, verificou que a variedade Piaui, quando
cultivada com baixo N, apresenta uma Eficiéncia de Remobilizacao de Nitrogénio (ERN) cerca
de duas vezes maior que a variedade IAC-47. SPERANDIO (2014), estudando o a expressédo
de transportadores de nitrato de alta afinidade e de isoformas de H*-ATPase de membrana
plasmética nas mesmas variedades verificou que a variedade Piaui, comparada a IAC-47,
guando cultivadas com baixo N, apresenta maior expressdo de OsNRT2.1-2.2, OsNAR2.1,
OsA2 e OsA7, revelando, possivelmente, uma estratégia dessa variedade para um melhor
aproveitamento do N disponivel na solucdo do solo. SOUZA et al. (1998) trabalhando com a
variedade Piaui verificou a maior eficiéncia dessa variedade na utilizagdo do N acumulado,
sugerindo assim a menor dependéncia de suplementacdo externa desse nutriente no periodo de
enchimento de grédos comparado uma variedade melhorada. PEREIRA (2018), estudando o
comportamento de trés variedades, duas locais do Maranhdo, Piaui e Manteiga, e uma variedade
melhorada, IAC-47, verificou que quando cultivadas com baixo suprimento de N-NHs" a
variedade Piaui apresenta um maior investimento na remobilizacdo de compostos nitrogenadas
através da inducdo de genes relacionados ao transporte de aminoacidos (dados ainda nédo
publicados).

A utilizacdo bem sucedida da variedade Piaui, no processo de manipulagdo genética,
pode representar uma gama de possibilidades para melhor exploragdo, entendimento e uso dos
mecanismos adaptativos adquiridos, possibilitando até mesmo a transferéncia de certas
caracteristicas para outras variedades, locais ou ndo, o que representard um grande ganho no
que tange a melhor absorcéo e uso de N.



2.2  Nitrogénio — Absorcéo, Assimilacdo e Transporte

O nitrogénio é um macronutriente essencial para o crescimento e reproducgéo das plantas
(VITOUSEK, 2010). Ap0s a agua, é o segundo fator que mais limita a producdo em todo o
mundo. Grande parte das variedades comerciais foram selecionadas em condi¢des 6timas de
nitrogénio, se desenvolvendo melhor sob maior suprimento de N, desse modo no intervalo entre
1963 a 2013 o consumo de fertilizantes nitrogenadas aumentou cerca de oito vezes (SURYA,
2017).

O nitrogénio é encontrado no solo em formas organicas como aminodacidos, peptideos
livres e proteinas, e em formas minerais como o nitrato (NO3") e amonio (NH4"), sendo as
formas minerais as maiores fontes de N para as plantas (YA-YUN, 2018). Em solos aer6bicos
0 nitrato € usualmente a forma mineral mais abundante (FAN, 2017), enquanto que em solos
anaerobicos ha a predominancia do aménio.

As raizes das plantas absorvem preferencialmente as formas minerais de N, porém, em
alguns solos, formas organicas sdo fontes importantes de N (BLOOM, 2015). A absorc¢édo de
nitrato e amoénio é mediada por transportadores de alta (HATS) e baixa afinidade (LATS),
localizados na membrana plasmaética das células (FAN, 2017).

A absorc¢éo de ions é mais pronunciada nas zonas dos pelos radiculares, esses pelos séo
extensdes de células epidérmicas especificas, que servem para aumentar a area de superficie
disponivel para a absorcédo de ions (TAIZ e ZAIGER, 2017). Os ions ao penetrarem nas raizes,
podem ser transportados via simpléstica ou apopléstica. Na via simplastica os ions sdo
transportados por plasmodemos, que séo pontes citoplasmaticas que interconectam as células.
Na via apoplastica, os ions séo transportados através dos espacos intercelulares, até atingirem
a endoderme, onde devido a presenca das estrias de caspary, sdo obrigados a seguirem pela rota
simplastica.

O aménio é absorvido de forma passiva, a favor do gradiente de potencial eletroquimico,
por membros da familia dos transportadores de aménio (AMT1 e AMT2). Os membros da
familia AMT1 operam quando a concentracdo de NH4" na solucdo do solo estd baixa,
geralmente menor que 1 mM. Em concentracdes maiores que 1 mM passa operar o sistema de
baixa afinidade (AMT2) (FERNANDES, 2006).

A absorc¢do de nitrato é ativa, ocorre contra um gradiente de potencial eletroquimico,
por membros de duas familias distintas de transportadores de nitrato (NRT1 e NRT2). Os
membros da familia NRT1 sdo constitutivos (LATS), enquanto os membros da familia NRT2
podem ser constitutivos (CHATS) e passiveis de inducdo (iHATS), os quais sdo estimulados
pela presenca externa de nitrato no meio e reprimidos pela presenca interna de glutamina. Em
trabalho recente, LERAN (2013) reclassificou os membros da familia NRT1 em oito
subfamilias, NPF1-NPF8, com base em relac6es filogenéticas.

O nitrato, ap6s absorvido pelas raizes, pode ser convertido em aminoéacidos, estocado
nos vacuolos ou exportado para a parte aérea. Para ser convertido em aminoacido, precisa passar
por uma série de reacdes enzimaticas, iniciando com a reducdo a nitrito pela acdo da enzima
nitrato redutase (NR), processo que ocorre no citosol. O nitrito é exportado para os plastideos,
onde é reduzido a amonio pela enzima nitrito redutase (NiR). Glutamina sintetase (GS),
glutamine oxoglutarate aminotransferase (GOGAT) e Asparagina sintetase (AS) sdo as enzimas
responsaveis pela assimilacdo de aménio em aminoécidos (MASCLAUX, 2010). O aménio,
oriundo da reducdo do nitrato, é transferido para o glutamato pela GS e convertido em
glutamina, sendo necessario o uso de energia fornecida pelo ATP. A GS pode ser citosolica,
GS1, ou plastidial, GS2 (ISHIYAMA et al., 2004), as quais possuem funcgdes especificas na
assimilacdo e reciclagem do NH.*. Em cloroplastos, a GS2 contribui para a assimilacdo
primaria de N e reassimilacdo de amonio de origem fotorrespiratoria. Em raizes a enzima GS1
contribui para a assimilagéo primaria do N citosolico, especialmente em altas concentragdes de
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nitrato (GUAN, 2016). Durante a senescéncia a atividade da GS1 é induzida para que seja
possivel a reassimilacdo de amdnio oriundo do catabolismo de aminoacidos (BRUGIERE,
2010). O grupamento amino (-NH>) da glutamina é transferido, pela enzima GOGAT, para o
a-cetoglutarato, proveniente do ciclo de Krebs, com energia fornecida pela ferredoxina (Fd) na
parte aérea ou pela NADH na raiz, originando duas moléculas de glutamato (SOUZA &
FERNANDES, 2006). Uma das moléculas permanece no ciclo, para permitir que outra
molécula de aménio seja assimilada. O outro glutamato € desviado para reacGes de
transaminacdo, por enzimas transaminases, dando origem a outros aminoacidos (TISCHNER,
2000).

A enzima glutamato desidrogenase (GDH), até meados da década de 70, era considerada
a responsavel pela incorporagdo do NH4" ao a-cetoglutarato, via aminagdo redutiva direta
(FERNANDES, 2016). Porém, estudos posteriores demostraram que essa enzima possuia um
papel mais importante para a deaminagdo, catalisando a oxidagdo do glutamato a o-
cetoglutarato, fornecendo esqueletos de carbono ao ciclo de Krebs, isso porque durante a
senescéncia ha um grande aumento na atividade dessa enzima (LAURIERE, 1983).

2.3  Transportadores de Aminoacidos

O nitrogénio inorganico, absorvido pelas raizes, é convertido em aminoéacidos
diretamente nas raizes ou nas folhas, em seguida, caso nao sejam utilizados em reacdes no local
de sintese, sdo transportados para raizes, folhas, flores, polen e embrides. Caracteristicas
fenotipicas como namero de flores, sementes, tamanho e qualidade dos grdos séo diretamente
dependentes dos processos de transporte de aminoacidos (YONGEN, 2012). Arabidopsis
thaliana Aminoacido Permease 1 (AtAAP1/Nat2) foi o primeiro transportador de aminoacidos
caracterizado, por meio da técnica de complementacdo em leveduras mutantes deficientes no
transporte de aminoacidos (FROMMER, 1993).

Os transportadores de aminoacidos sdo proteinas integrais de membrana que regulam a
aquisicdo e distribuicdo de N organico através de membranas celulares em plantas superiores,
desempenhando um papel indispensavel em inimeros processos (ZHAO, et al., 2012), sendo
os principais mediadores da distribui¢do, bem como, da alocacdo de N nas plantas.

No genoma de Arabidopsis 53 genes foram classificados como transportadores de
aminoéacidos, com possiveis funcbes de transporte intra e intercelular, captacdo de aminoacidos
no apoplasto, absorcdo direta de aminoécidos da solucéo do solo (LALONDE, 2004). De acordo
com a andlise de sequéncias, os transportadores de aminoacidos de Arabidopsis foram
classificados em duas superfamilias: superfamilia dos transportadores de aminoacidos,
poliamina e colina (APCs) e superfamilia dos transportadores de aminoacidos (ATFs) (SU,
2004). A superfamilia APCs compreende duas familias: CATs (transportadores de aminoacidos
catibnicos) e GABA permeases. A superfamilia ATF compreende cinco familias: AtAAPs
(aminoéacido permeases), AtProTs (transportadores de prolina, AtLHTSs (transportadores de
lisina e histidina), AtANTSs (transportadores de aminoacidos netros e aromaticos) e AtAUX
(possiveis transportadores de auxina) (CHEN, 2001). O grande namero e variados tipos de
transportadores em Arabidopsis sugere que sdo funcionalmente diferenciados, possuindo
especificidade por diferentes substratos, células e tecidos, possuindo padrdes especificos de
expressdo, de acordo com as condicdes ambientais em que as plantas se encontrarem. Os
transportadores de aminoacidos de Arabidopsis respondem a sinais ambientais como ataque de
patdgenos (CARGINALE, 2004) e luz, sacarose, glicose, nitrato, amonio, glutamato e
glutamina (GUO, 2004).

Embora o genoma do arroz tenha sido completamente sequenciado e as informagdes
divulgadas, ainda hoje existem poucos estudos conclusivos sobre genes transportadores de
aminoéacidos em arroz. LU (2012) com base em ferramentas de bioinformatica, identificou 79
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genes que codificam para transportadores de aminodcidos, e forneceu informagcbes como
localizacdo cromossémica, andlise filogenética, estrutura génica, analise de proteinas, motivos
conservados, estruturas proteicas e analise de elementos cis de promotores, realizando também
um estudo abrangente de expressdao de OsAAT em tecidos e érgédos de arroz sob privacao de N.

ZHAO (2012), utilizando bancos de dados, identificou 85 possiveis transportadores de
aminoacidos em arroz, e com base em analise filogenética separou esses transportadores em
duas familias principais: AAAP (aminoéacido/auxina permease) e APC (transportador de
aminoéacidos-poliamina-colina. A familia APC é constituida de 58 OsAATS, inclusos em 8
subfamilias distintas: aminoacidos permeases (AAPS), transportadores de lisina e histidina
(LHTS), transportadores de prolina (ProTs), transportadores de GABA (GATS), transportadores
de auxina (AUXs), transportadores de aminoécidos aromaticos e neutros (ANTS) e subfamilias
semelhantes a transportadores de aminoacidos (ATLa e ATLb). A familia APC é composta de
27 OsAATs, divididos em trés subfamilias distintas, incluindo os transportadores de
aminoéacidos catidnicos (CATS), transportadores de aminoacido/colina (ACTs) e poliamina H*-
simporte (PHSS).

Para validacao dos resultados obtidos nos bancos de dados, 0 mesmo autor investigou
por analise de PCR em tempo real a expressao de varios transportadores de aminoéacidos e
identificou que, na maioria dos casos, o0s resultados estavam de acordo com o0s experimentos de
microarranjo. Os genes OsAAP15, OsATL15, OsauxX4 e OsAAP8 foram significamente
expressos no caule, sendo também expressos em raizes e folhas. OsauX4 foi expresso na raiz e
na panicula no estagio inicial de desenvolvimento. OsATL9, OsCAT1, OsBAT7, OsAAP5,
OsANT1, OsATL6 e OsAAP7 sdo predominantemente e altamente expressos nas folhas.

Verificou também que sob condig6es de estresse por fatores abidticos, como seca, frio
e sal, 21 genes teve uma expressdo diminuida em pelo menos uma das condi¢des de estresse,
sendo que os genes OsAAP15, OsATL6 e OsANT3 foi regulada pelos trés estresses, cinco genes
(OsATL13, OsAAP6, OsAAP13, OsAAP11 e OsAAPS5) foram regulados pela seca e pelo sal, e
dois genes (OsGAT2 e OsCAT6) e trés genes OsANT4, OsBAT7 e OsATL11) foram
especificamente regulados pelo estresse hidrico e salino, respectivamente, demonstrando a
grande complexidade e especificidade da rede regulatoria dos transportadores de aminoacidos
em resposta aos estimulos ambientais.

A subfamilia AAPs é a mais populosa, com 19 representantes, ¢ também a mais
estudada. KATHLEEN (2008) realizando a superexpressao do gene VFAAP1 em ervilha relatou
um aumento no fornecimento de aminoacidos e os niveis de N e proteina nas sementes além do
aumento na expressao de outros genes. LEE, 2007 estudando plantas de Arabidopsis deficientes
na expressao do gene AtAAP1 e plantas selvagens, cultivadas em meios de cultura com
diferentes aminodcidos, relatou uma diminuicdo na captacdo de aminoacidos nas raizes nas
plantas mutantes, e que essa diminuicdo era seletiva, demonstrando a especificidade desse
transportador por diferentes substratos. Demostrou também que, em concentracdes
ecologicamente relevantes, AtAAP1 tém um papel na importacdo de aminoacidos através das
células radiculares. SANDERS et al. (2009), estudando o papel do gene AtAAP1 em plantas de
Arabidospis relatou que mutantes, quando comparadas com plantas selvagens, acumularam
aminoacidos no endosperma e diminuiram a absorcdo pelo embrido. Em decorréncia desse
acumulo de aminoacidos, houve um aumento no nimero de corpos proteicos no endosperma.
O peso das sementes, bem como o namero total de siliculas e sementes, foi reduzido nas plantas
mutantes.

Em meio contendo L-glutamina como unica fonte de N, foi impréprio para o
desenvolvimento de plantas de Arabidopsis mutantes por nocaute para o gene AtCAT6
(HAMMES, 2006). Mutantes AtLHT1, quando cultivados em solugédo contendo uma gama de
aminoacidos, exibiram uma menor capacidade de absor¢éo e crescimento, quando comparadas



a plantas tipo selvagem (HIRNER, 2006). LIU (2010), trabalhando com o gene AtLHT1, relatou
que as plantas mutantes apresentaram resisténcia a um amplo espectro de doencas.

Apesar da descrigdo de um grande ndmero de transportadores de aminoacidos nas mais
diversas culturas, a compreensdo da funcéo fisiologica da maioria dos transportadores ainda é
desconhecida, especialmente em arroz, necessitando de mais atencdo por parte dos
pesquisadores em todo 0 mundo. Essa missdo € ao mesmo tempo desafiadora e estimulante, e
certamente resultara em informagGes preciosas para o0 meio cientifico.

2.4  Eficiéncia de Uso de Nitrogénio (EUN)

No cultivo de arroz o nitrogénio é o nutriente mais limitante durante o ciclo da cultura,
dessa forma, se faz necesséria a aplicacdo de uma grande quantidade desse nutriente, no intuito
de atender a demanda de producao (ZHAO, 2014).

A EUN, definida basicamente como o rendimento de gréos por unidade de N aplicado
no solo, é descrita pela combinacdo de dois parametros: eficiéncia de absorcdo de N (EAN),
calculada pela divisdo do N total da parte aérea pelo N aplicado no solo, e eficiéncia de
utilizacdo e N (EUtN), calculada pela divisdo da producdo total de grdos pelo N total da parte
aerea, resultando na formula EUN = NUtE x NUpE.

A EUN geralmente € baixa, variando em torno de 20 a 40% do N aplicado no solo (JIN,
2012), sendo que em cultivos de terras altas a EUN pode chegar até 60% (HAEFELE, 2003).
O nitrogénio apresenta um grande dinamismo no solo, devido a grande variacdo do numero de
oxidacdo (-3 até +5), sofrendo transformacgdes mediadas pelos microrganismos do solo.

As perdas por volatilizacdo, desnitrificacdo e lixiviacdo, além da imobilizacédo
microbiana sdo alguns dos fatores responsaveis pela baixa EUN. As perdas por volatilizacao,
transformacédo do NH4" a NH3* (gas), podem atingir até 78% do N aplicado (LARA, 1997). Na
desnitrificagdo o NOs™ é oxidado primeiramente a 6xido nitroso (N20) e logo em seguida a N2,
sendo perdido para a atmosfera. Para a natureza, o processo de lixiviacdo talvez seja 0 mais
prejudicial, uma vez que pode ocasionar a eutrofizacdo de recursos hidricos, levando a morte
de uma grande parcela de formas de vida ali existentes. A imobilizacdo microbiana, apesar de
tornar indisponivel temporariamente o N para as plantas, caracteriza-se como uma fonte
potencialmente mineralizavel a medida que ocorre a morte dos microrganismos, processo
conhecido como remineralizagdo (MARY, 1996).

A melhoria na EUN é uma questdo urgente para agricultura, no intuito de minimizar
gastos e impactos ambientais. No entanto, a EUN é uma caracteristica agrondmica complicada,
uma vez que envolve multiplas etapas (absorcéo, assimilacdo, transporte e sinalizacdo), as quais
se interligam (YA-YUN, 2018).

A manipulacdo de enzimas de assimilacdo de nitrogénio se mostrou como alternativa
viavel para aumento da EUN. A expressdo do gene glutamina sintetase (SbGIn1.2) em sorgo,
dirigida pelo promotor 35S, levou ao aumento do rendimento de grdos (URRIOLA, 2015). A
superexpressdo do transportador OsNRT2.3 em arroz, melhorou a absorcdo de nitrato e ferro,
além do rendimento de gréos, sob condicdes de baixo e alto N no campo (FAN, 2016). O gene
OsNRT 2.1 sob controle do promotor da ubiquitina resultou em um decréscimo na EUN e no
rendimento de grdos, porém o mesmo gene, sob controle do promotor do gene OsNAR2.1 teve
um efeito oposto (CHEN, 2016), demonstrando que alguns transportadores necessitam de
promotores especificos para melhorar a EUN da cultura.

Outra alternativa viavel para a melhoria da EUN € a selegéo de variedades que sejam
naturalmente mais eficientes, que apos identificadas, podem ser utilizadas para estudos visando
elucidar os mecanismos que levam determinada variedade a possuir uma maior EUN,
posteriormente esses mecanismos podem ser introduzidos em outras variedades de interesse. A
eficiéncia de remobilizacdo de N (ERN), determinada pela razéo entre remobilizacao de N para
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os grdos (N total na parte aérea durante a antese - n total da palha no final do ciclo) / N total na
antese, € um dos pontos chaves para aumentar a EUN. COELHO (2011) trabalhando com duas
variedades de arroz, IAC-47 e Piaui, verificou uma maior eficiéncia de remobiliza¢do de N
(ERN) na variedade Piaui quando comparada a variedade IAC-47, sob condicGes de baixo N, o
que é de grande importancia na busca do aumento da EUN, uma vez que a eficiéncia de
remobilizacdo esta diretamente relacionada a eficiéncia de uso de N.

Em pesquisas realizadas por COELHO (2016) nas plataformas Genevestigator e
RiceXpro para determinacdo dos locais e épocas de expressao do gene OsAAP1, foi possivel
observar esse gene OsAAP1 tem uma expressao de média a alta em grande parte dos tecidos,
que sendo que durante a fase reprodutiva a expressdo é aumentada em plantas de arroz,
especialmente na antese. De acordo com a mesma autora, em plantas de arroz da variedade
Piaui, 0 gene OsAAP1 tem um aumento de expressao nas paniculas aos 7 e 15 dias apds a antese
(DDA), indicando que este gene participa no transporte de aminoacidos para os graos, com a
finalidade de formacao de proteinas de reserva.

Os transportadores de aminoécidos possuem relacdo direta com a maior ou menor ERN
das mais variadas espécies. O enchimento dos grdos em plantas de arroz € diretamente
dependente da atuacdo dos transportadores de aminoacidos, 0s quais sdo responsaveis pelo
envio dos aminoacidos das folhas fonte para os grdos em formacdo (drenos). Quanto mais
eficiente esse processo melhor serd a ERN e, consequentemente, a EUN.

2.5 Edicao Génica - Sistema CRISPR-Cas 9

Com a enorme quantidade de informacGes disponibilizada pelo sequenciamento
completo do genoma de algumas espécies, as atividades de pesquisa adquiriram um conjunto
de dados preciosos, 0s quais devem ser convertidos em um conhecimento funcional e relevante.
Para avancos ainda mais significativos, torna-se necessario o desenvolvimento de ferramentas,
gue sejam confiantes e de facil aplicacdo, que permita determinar como o gendtipo influencia
o fenotipo em diferentes espécies.

Recombinacdo homdloga, apesar de ser um método poderoso e capaz de fornecer
informacdes conclusivas a respeito da funcdo génica, é uma técnica de dificil uso, uma vez que
possui baixa eficiéncia e necessitam de estratégias de selecdo demorada (GAJ, 2013).

O nocaute génico direcionado por RNA interferente (RNAI), surgiu como uma
alternativa rapida, barata e de alto rendimento para recombinacdo homologa (McMANUS,
2002). Porém o nocaute gerado pelo RNAIi é incompleto, apresentando variacdo entre
experimentos, além de ter efeitos imprevisiveis fora do alvo, ndo permitindo uma associacéo
segura entre o fendtipo e o genodtipo, limitando o uso dessa técnica.

Novas tecnologias, surgidas na década passada, direcionaram os estudos dos genes para
a era da edicdo gendmica, a qual se baseia no uso de nucleases modificadas que direcionam a
clivagem na dupla fita de DNA (DSBs) estimulando o reparo do DNA celular por jungéo
endémica ndo propensa a erros (NHEJ) e reparo homologo direto (HDR) (WYMAN, 2006).
Essa abordagem ¢ facilitada pela possibilidade de programacdo dos dominios de ligacdo ao
DNA de nucleases de dedos de zinco (ZFNSs) e nucleases efetoras do tipo ativador transcricional
(TALENS). Devido a simplicidade e flexibilidade ZFNs e TALENs assumiram um papel
primordial para a engenharia genética.

O sistema CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
surgiu como uma alternativa eficiente, de facil aplicacdo e barata, para inducdo de alteracdes
genéticas direcionadas. Em comparagdo com ZFNs e TALENS, esse sistema € mais econémico,
preciso, e altamente eficiente, mesmo na edicdo de genomas complexos (WANG, 2018).
Certamente a descoberta dessa técnica foi um dos achados cientificos de maior relevancia para
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todo a humanidade, fato que podera ser confirmado no decorrer das pesquisas que estdo em
andamento.

CRISPR/Cas é um sistema natural, presente em bactérias que permite respostas
adaptativas frente a virus. Por serem procariontes, as bactérias possuem um DNA que fica solto
no citoplasma, sujeito ao ataque por determinados microrganismos, com isso, se faz necessario
um sistema de defesa eficiente, que evite a morte bacteriana (MARTINEZ, 2005). Em um meio
natural, apds a entrada de um DNA viral, a bactéria detecta e envia uma sequéncia de RNA
capaz de copiar até 20 nucleotideos do DNA do virus. Esta sequéncia € unida a proteina de
corte Cas, em seguida essa proteina, direcionada pelo RNA bacteriano, se encaixa no DNA
viral, na regido reconhecida por esse RNA, e a enzima Cas 9 realiza um corte no DNA invasor.
Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier, em artigo publicado em 2012, detalham o processo
de programacao celular para realizacdo de edicdo génica. Atualmente essa técnica encontra-se
bem difundida pelos laboratorios de todo o mundo.

Em 1987 foi registrado pela primeira vez a descoberta de sequéncias repetidas em
Escherichia coli (ISHINO, 1987), o que veio a ser a base para o desenvolvimento da tecnologia
CRISPR atualmente utilizada. Essas sequéncias, anteriormente nomeadas de short regulary
spaced repeats (SRSs) por Martinez Mojica, foram renomeadas como CRISPR pelo
pesquisador Ruud Jansen no ano de 2002. Em 2005 Mojica identificou semelhancas entre essas
sequéncias e o0 DNA de certo grupo de virus que afetava o desenvolvimento bacteriano,
descobrindo nessa ocasido a real funcéo dessas sequéncias repetidas, que era a defesa bacteriana
frente a virus. Este sistema € hereditario aos processos de reprodugdo bacteriano (MARTINEZ,
2005). Essa descoberta rendeu a Martinez Mojica uma nomeacdo ao Nobel de Medicina de
2016, vencido por Yoshinori Ohsumi.

O grupo de pesquisa liderado por Doudna e Charpentier foi o primeiro a realizar um
corte in vitro de uma fita de DNA utilizando o sistema CRISPR/Cas9, e relataram a
possibilidade de uso desse sistema para a edicdo génica em outros organismos. Como
reconhecimento da importancia desse estudo, no ano de 2015 foram contempladas com o
prémio Princesa de Austrias de pesquisa cientifica. Neste mesmo ano Feng Zhang realizou o
primeiro corte utilizando o sistema CRISPR/Cas 9 sobre o genoma de uma célula viva de
mamifero (CONG, 2013), e registrou esse feito no registro de patentes dos Estados Unidos da
América (EUA), o que resultou em um processo judicial com as pesquisadoras Doudna e
Charpentier.

As possibilidades de aplicacdo dessa técnica sdo as mais diversas e de acordo com o
informe do Nuffield Council on Bioethics, além de aplicacdes sanitarias, que sdo as que
despertam mais interesse da comunidade cientifica, a agricultura € outra area importante.

Fato é que inumeros estudos, nas mais variadas areas de conhecimento vem sendo
realizado. Cientistas chineses ja utilizaram essas técnicas em um paciente com cancer de
pulmao, o qual atualmente passa por acompanhamento médico para a comprovacao da eficacia
e seguranca desse método. Estudos envolvendo embrides também foram realizados na China
(CONG, 2013), apesar de toda a polémica que envolvida em estudos com embrides. De certo,
sabe-se que, a utilizacdo dessa ferramenta na area médica, enfrenta alguns principios éticos,
como a ndo utilizagéo para principios terapéutico, por exemplo, escolha da cor dos olhos.

A modificagdo de ecossistemas também é possivel com o uso dessa técnica. Por
exemplo, mosquitos considerados vetores de doencas, podem ser alterados geneticamente e
liberados no ambiente, interagindo com suas populagdes e transmitindo as modificagdes
geneéticas desejadas.

Na agricultura é uma ferramenta promissora para enfrentar os problemas emergentes,
principalmente nas regides tropicais que, devido alteragdes climaticas severas que estdo
previstas no futuro proximo, vao enfrentar epidemia de pragas e estresses abioticos, o que
representard um grande risco a producdo de culturas. Apesar da grande contribuicdo dos
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métodos convencionais de melhoramento, como a hibridacéo, para o aumento do rendimento
das culturas, o rendimento real estd estagnando (ANSARI, 2017). Essa estagnacdo vem sendo
relatada em sistemas de cultivo intensivo, como o arroz no leste da Asia, o milho no sul da
Europa e o trigo no Noroeste da Europa (HAQUE, 2018).

RODRIGUEZ, et al., (2017), utilizando o sistema CRISPR/Cas 9, realizou pequenas
alteracdes em genes relacionados a caracteristicas quantitativas no tomateiro e obteve plantas
de maior porte, melhor arquitetura e frutos com um melhor formato. XU (2016), trabalhando
com plantas de arroz, editou a0 mesmo tempo os genes GW2, GW5 e TGW6, que regulam
negativamente o tamanho das sementes, como resultado, as sementes aumentaram 30% o
comprimento. A mandioca, cultura de grande importancia nas regides tropicais, vem sendo alvo
de estudos com o sistema CRISPR/Cas9 (ODIPIO, et al., 2017), demonstrando que essa
tecnologia pode ser utilizada com sucesso para a melhoria direcionada dessa e de outras culturas
tropicais. WANG et al. (2016) projetaram o sistema CRISPR/Cas9 para editar o gene
OsERF922 de arroz, que regula negativamente a resisténcia a brusone do arroz. Na geracédo TO,
a transformacdo genética de calos, mediada por Agrobacterium, obteve uma frequéncia
mutagénica de 42%.

Apesar do grande sucesso o sistema CRISPR/Cas 9 apresenta algumas limitagdes
(LEDFORD, 2016). Os componentes desse sistema sdo muito grandes para que seja introduzido
no genoma do virus utilizado em terapias genéticas, uma solucéo € a utilizacdo de uma mini-
Cas9 obtida da bactéria Staphylococus aureus (RAN, 2015). Uma outra limitacdo é a
possibilidade de cortes fora do alvo pela Cas9, porém pesquisadores vem buscando enzimas
com atividade de nucleases para suprir a Cas9. Uma dessas enzimas é a Cpfl, menor que a Cas9
e altamente especifica (KIM, 2016)). Pesquisas futuras irdo ditar de forma inequivoca o real
potencial dessa técnica.
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3 MATERIAL E METODOS

Em plantas de arabidospis, o transportador AAP1 é responsavel pelo envio de
aminoéacidos para o embrido em desenvolvimento, o seu nocaute ocasiona uma diminuicao na
absorcdo de aminodcidos por esse 0rgdo e leva a um acumulo de aminoacidos na casca/
endosperma de sementes, bem como um aumento no ndmero de corpos proteicos e uma
diminuicdo no namero e no peso de sementes (SANDERS et al., 2009). A superexpressdo do
gene AtAAP1 em plantas de ervilha levou a um maior carregamento de aminoacidos no floema
e resultou em uma maior producéo de biomassa e produtividade (ZHANG, et al., 2012).

O transportador AAP1 em plantas de arroz é expresso durante todo o ciclo de
desenvolvimento, sendo mais expresso nas raizes jovens, folhas maduras e paniculas durante o
periodo de enchimento de grdos (ZHAO, et al., 2012), indicando um papel no fluxo interno de
amino&cidos, principalmente nessas fases. COELHO, 2015 por meio de analises filogenéticas
de transportadores de aminoacidos da familia Aminoacido Permease (AAP) de plantas de arroz,
sorgo e arabidopsis, verificou uma proximidade entre o gene OsAAP1 de arroz e 0 gene AtAAP1
de arabidopsis, e sugeriu que em arroz o transportador codificado por esse gene possui uma
funcdo similar a apresentada em arabidopsis.

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar a caracterizagédo funcional
desse transportador e verificar a influéncia do mesmo na Eficiéncia de Uso de N, utilizando
plantas de arroz que passaram pelo nocaute do gene OsAAP1 com o uso da técnica do
CRISPR/Cas 9.

Os procedimentos necessarios para obtencdo das plantas mutantes encontram-se
descritos nos itens 3.1 — 3.12, abrangendo a construcdo do vetor (itens 3.1-3.3), insercdo em
bactérias (E-coli DH5a. (itens 3.4-3.5) e Agrobacterium tumefaciens (itens 3.6-3.8)) e em calos
de arroz (iten 3.9), obtencdo e selecdo de linhagens (itens 3.10-3.12). Posteriormente sdo
descritas as analises realizadas para determinacdo das alteracGes ocasionadas pelo nocaute
génico (itens 3.13-3.14).

A construcdo génica por meio da ligacdo do gRNA (especifico para o gene de interesse)
com o vetor pPRGEDb31, foi realizada de acordo com (XIE & YANG, 2014).

3.1 Sintese dos gRNAs

No sistema CRISPR-Cas9, a nuclease Cas9 € direcionada por um RNA guia (QRNA)
para gerar cortes na dupla fita de DNA cromossomal em sitios especificos e durante o processo
de reparo celular, através da unido de extremidades ndo homdlogas, sdo geradas mutacdes na
regido de corte (XIE and YANG, 2014). A proteina Cas9 reconhece a regido alvo do DNA com
base na complementaridade entre 0 gRNA, de aproximadamente 20 nucleotideos, e seu DNA
alvo, o qual precede um motivo protospacer adjacente (PAM) (Figura 1).
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Figura 1. Reconhecimento e corte do DNA alvo pelo complexo gRNA+Cas9 (Xie & Yang,
2013).

A sintese dos gRNAs que direcionaram o corte do gene OsAAP1 pela proteina Cas9, foi
realizada na plataforma CRISPR-PLANT database (www.genome.arizona.edu/crispr) (Tabela
1).

Tabela 1. Sequéncia dos gRNAs para reconhecimento de uma regido especifica no gene

OsAAPL.
Gene gRNAS Sequéncias
OSAAP] AAP1 f 5'-GGC-CCCACCTGTGCGCTTCTCG-3'
AAPLr 5'-AAAC-CGAGAAGCGCACAGGTGGG-3'

3.2 Regido de Anelamento do gRNA-Cas9

Para confirmacéo da regido de anelamento do gRNA sintetizado na plataforma CRISPR-
PLANT database, a sequéncia completa do gene foi obtida na plataforma rice genomic
annotation project, e foi confirmado a especificidade do primer, assim como o local de
anelamento. A sequéncia completa do gene foi anexada abaixo (Figura 1) para o melhor
entendimento da regido a ser editada. Em sublinhado o local de anelamento do primer reverse
(GRNA).

ATGGGGATGGAGAGGCCGCAAGAGAAGGTGGCCACCACCACCACCGCCGCCTTCAACCTCGCCGAGTCCGG
CTACGCCGACCGCCCCGACCTCGACGACGACGGCCGCGAGAAGCGCACAGGTGGGTGTATGTCCGGTGTCC
ATGGATGAGGTAGCTAGAGCTAAGCTAATTAAGCAAGCTAATGGGTTGGTAATAACAATGGCGGCGGCCGG
ACGAACACTTGGATGCATATATGCAGGGACGCTGGTGACGGCGAGCGCGCACATAATAACGGCGGTGATCG
GCTCCGGCGTGCTGTCGCTGGCGTGGGCGATAGCGCAGCTGGGGTGGGTGATCGGGCCGGCCGTGCTGGTG
GCGTTCTCGGTCATAACCTGGTTCTGCTCCAGCCTCCTCGCCGACTGCTACCGATCTCCCGACCCCGTCCA
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TGGCAAGCGCAACTACACCTACGGCCAAGCCGTCAGGGCCAACCTAGGTAAATTTAATTAATCACTACAAT
TACTGCTAATTAATACTGTAATAATTACTGTACTTAGCTTGTTACTAATATGGAGATGGAGATATTTTGTG
GGTGCAGGTGTGGCCAAGTACAGGCTCTGCTCGGTGGCACAGTACGTCAATCTCGTCGGCGTCACCATTGG
CTACACCATCACTACGGCCATCAGCATGGGGTACCTACTGTCTACTATGACTAATTACTCTAGTAAATTTG
GGCAGTAAGCTTTTAGCTATGAATCAGTATAACTTATGTACTCTTGATTGTGGTTTAGACTGTGTACACCT
TCTGAGGTGTAGAGGCCGGGTTAATATAATCCATTATCTAAAAAGTATAAGTAGCAGAGTCTGTTTAAATT
TATATGCGTTATTGTTATTGTATTTTAGGATGGAGAGAGCTAGCACGTACATAGTAGAGTGTGGAGTAAGC
TTAATCCTTGATTAGGACACTTCACTAACCCATTCTTCACGTTACTGCTACTGAGAGCTGTAGACTGTAGA
GTGAGTAGCAGTAGATGAGAAAATTCAGTCAATTTAATTAGCCGTGCAAGCATGCATGATGATGCATGTGT
ACAAGTACATGTCCTCCATCATATATCTCTGCATGCAGCCTGCCCCTCTGTTAATTTGTTTGTTTGTAACT
ATATATCTAGGTGGTAGGATAATGTTTTGCATGTCCCAAATTCCGTTTAGCTTTCGTCAGCTTCTTAATTT
AGTTTCTGGAGCGCAAATATATATCTCATTTCCATAATTCCACGTGCCTTTACTTACAGGCGGCACGCCCG
CGGCCCGACCACCTCAAAAAGAAAAAAAAAATACTCCCTCCGTATTTTAATGTATAACGTCGTTGACTTTT
CGACCAACGTTTGATCATTCATTTTATTCAAAAGTTTTGTGTAAATATGAAAATATTTATGTCATGCTTAA
AGAACATTTGATGATTCATCAAGTCACAATAAAATAAATAATAATTACATAAATTTTTTGAATAAGATGAA
TGGTCAAACGTTGGACAAAAAGTCAACGGCGTCATACATTAGGAGGTAGTATATGTTTTGGCCATTTGCAA
AAATTGTTGTCATAGTGAATGCGTCGCCATGTTTAATTAGGTTTGACAGTATGATTAGGACAACATAGGTA
AGAGGCTACTCATAATTCTCAAAAGCAAAGCAAATTGTAATTAAAGCATTCATTCATTCTCTGAAATGTCG
CATGGCTGCTATGACAGTCAAATTAATTAGGTTGAGTACGTTAGGTGGTCTTCTTGAGGATCCAACAAAGG
CAAAAAAAAGCAGAGTATATAGTGGGAGAGAAAAAGTTGGGGAAGATAACATTACTGGACAGTTCAAAAGT
AGTTGGAAAATATTCAGATTCTAGTGAGTATCCAAAACTTTTTCCACTGAAAAAGAAACAGCGAGCTAAAA
AGGAGTGGTTCTTGCTCTGCTCTGCATATTGGCATGGCTATGGAGAAGAATCTTATTCGTGATAAGCATCT
ACTAGACTACTACCACTAATGATTGATAAACAAAAAAATCAGACACTTTTACCTTGATTCCTACCTTTCAT
TTCATTTTCAGTACACTCCTTTTTCTTTCTGATATGATTTTCGTCAGTGTTACTCTGAATTTCTCTGAATA
CTAACATATGGTTAATTTACAAATCTGTTGATGATATGCAGTGCGATCAAACGGTCCAACTGGTTCCATCG
CAACGGCCACGACGCAGCCTGCTTGGCATCTGACACGACCAACATGATCATATTTGCTGGCATCCAAATCC
TCCTCTCGCAGCTGCCGAATTTTCACAAAATTTGGTGGCTCTCCATTGTCGCTGCTGTCATGTCACTGGCC
TACTCAACCATTGGCCTTGGCCTCTCCATTGCAAAAATTGCAGGTAAATATATACCATCTGATATATATGG
ATGACAAAAACAAATTTGTGTGGCTATCTTATTCTTAGGATTGCAAGAAATATTTTTTTCTGGTTCTCGCC
GCACATAGAACTGAAACTGGTTCCTGTGAAAATCCGACAAAATTCTTGTAAAACCGCTACTTTCCAAAGGA
GAGACCCAAGTCCTCCTCGGTCCAAAAATGGAGACCAAGTCTTTAATTTACTTCATCTATTCTGTTCCCGT
GTACACATCATGCAATTAATTCACAAGGGAAATGGACAAAACAAAGAAGATATGATGCTGATATTATAAAT
ATACATTTTTGGTAGGGCAGAAACAAAATTGAGGCGTGCAAAAATGTATATACATAGCCTGGGACACTTGA
CATGTTGGTTTTTGTTTGTATCATCCATGTTGGGGGGGGGGGGGGGCCATGATGCAGTGCATTTGTATGAT
TGAATTCATGTGGTTCTCTGCAGGTGGGGCCCACCCCGAGGCAACCCTCACAGGGGTGACTGTTGGAGTGG
ATGTGTCTGCAAGTGAGAAAATCTGGAGAACTTTTCAGTCACTTGGTGACATTGCCTTTGCATACTCCTAC
TCCAATGTCCTCATAGAAATTCAGGTAAATTAATTTTAATTAACCTTTGCTTATATTTCTCTTGATACAAA
CATGAGCGATAAGCTATCTTTTTCAGTGAAACAAATTTAGACAAGTATAAAATGAGAAAAGTAAATTGATG
TAGTACTCTCTCCGTCTAAAAGAAAAAAATTAAACTCTAAGGATGAATCTATGTGTCCAAATTTATCCCTA
ATATTTAATTCTTTTTAGGAGGGAGGAAATAGTACATTAGGAAAAGTGAGAGAAAAAAATAGGAGGAAAAT
TTTGGGGATGTTCCGTATGCCCGTGATCTTTTGAGCTCTGTCAAAGAGGACAGATTTCTGAAAGATAGCAG
TATGGGTGAACCCTACAAGAGGACAGATTTTGCAGTTTCCTGCACATGAAAAATACTCTGAAAAATACAGA
TATATTCCTTTTCAGAATCTTGGTCATACTGGTCAACATAGAGTCTCTGTTCTTCATTGAAACCACTGGTT
TTGCCATGAAATTTGCAAGTAGATAGCGATATATCCCTTATTATACTTAACCTGTCGGCCATCAAATTTCA
GATCATGAATCGGCAGTCAGAAATTCAGAGTTCACATGCAAGAACATTTCTGAAAATGACTACCTAATCTA
ATTACTAATACCATTTCTGAAAATGACTGCCTAACCTAATTACTAAGAGCAAGTTTAATGGTATAGCATAG
TACTAGCTCCAAATTTTCTATAGCCAATGGAATAGCCAATTCATACAATAATTACTTGCTATACTAGTAAT
ACCTGGTCCCACCTGTCACACACATTACGTCTTGGAGTCCGTGCTGCAGCTGGCTACAGATCTGTAGCCCG
CTGCTTTTCTCTCTCTTCTTTTATCTCTTTAAAATATGTTTATAGCTAGCTTATAGCCTGTTATTGTACCT
GCTCTAATACTATATGAGCTTCAAATCTTGAAATGTCTTTGTCCTCAATCAAAATACTGTCCTTTCCTTTG
GCGTTTTGATGGATGACAAAAATGAGACAAGTCTCGAGGCAATACATTTCACTGCATTTATTGCACATTTA
CGTCTCACGCAAATCTCAACGCAACTCTAGTGGTACTTCTCCTAGCTAGGTCAATATTGCAATCAAACACA
AATTTTTACACTAATTTGTATGAAGTAGTGAGAAAATAATTTGATGCGTTTTGAGAGCATCTCATGATTGG
GTAATTTTATCATCCGATACCGATAGGTGAGTTACCGATAGGTGAGTATCTTCAAGTAATATGCATGTATC
TAGAGATATTAAAATATACTATTATTTTATAAAATTTAGATATCTCGAGTTAATGTACTGTAATTTTTTTT
CTATCCTTAAAAATATCGGGAAGTATAAAACTTGGTATCTTCTGATACTATGTATTCTGATATACCAAAAT
TTTTAGTCTAAATCTCGAACTACCTTTTCATTTCAAGAACCGTAAAATCTTTCCTATCCTTTTTCTTAAAA
AGATATCGGGAAGTATAAAACTTAATATCTCCTGATACTATGTATTTTATGTATTTTGAGATACCAAAATT
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TTTAGTCTAAATCTCAATGTACTTTAATTTTTCAAGAACTGTAAAATTTCTCGAAATGACAAAAATGTGTG
CGTAAACGTGCAGGACACGCTGCGGTCGAGCCCGGCGGAGAACGAGGTGATGAAGAAGGCGTCGTTCATCG
GAGTCTCGACGACGACGACGTTCTACATGCTGTGCGGCGTGCTCGGCTACGCGGCGTTCGGCAACCGCGCG
CCGGGGAACTTCCTCACCGGCTTCGGCTTCTACGAGCCCTTCTGGCTCGTCGACGTCGGCAACGTCTGCAT
CGTCGTCCACCTCGTCGGCGCCTACCAGGTCTTCTGCCAGCCCATCTACCAGTTCGCCGAGGCCTGGGCGC
GCTCGCGGTGGCCGGACAGCGCCTTCGTCAACGGCGAGCGCGTGCTCCGGCTGCCGCTCGGCGCCGGCGAL
TTCCCCGTCAGCGCGCTCCGCCTCGTCTGGCGCACGGCCTACGTCGTGCTCACCGCCGTCGCCGCCATGGC
GTTCCCCTTCTTCAACGACTTCCTCGGCCTCATCGGCGCCGTCTCCTTCTGGCCGCTCACCGTCTACTTCC
CCGTCCAGATGTACATGTCTCAGGCCAAGGTCCGGCGATTCTCGCCGACGTGGACGTGGATGAACGTGCTC
AGCCTCGCCTGCCTCGTCGTCTCCCTCCTCGCCGCCGCCGGCTCCATCCAGGGCCTCATCAAATCCGTCGC

ACATTACAAGCCATTCAGCGTCTCCTCATGA

Figural.Sequéncia genémica do gene OsAAP1 (LOC_0s079g04180) (Erro! A referéncia de

hiperlink n3o é valida.). Em destaque a regido de anelamento dos gRNAs.

3.3 Ligacdo dos gRNAs ao Vetor pPRGEB31

O pRGEB31 é um vetor binario derivado do vetor pRGE31, o qual possui um sitio
especifico para ligacdo dos gRNAS, bem como uma regido codificante para a nuclease Cas9,

para o gene de resisténcia a higromicina (hpt) e regides promotoras (Figura 2).
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Figura 2. Mapa do vetor pPRGEB31 (Addgene plasmid, 51295).
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A ligacdo dos gRNAs ao vetor foi realizada apds trés reacdes. A primeira reacao,
abertura do vetor, foi realizada com a enzima BSA | da New England Biolabs (NEB), de acordo
com a seguinte rea¢do: em um microtubo tubo de 50 ul foi adicionado 2 pg d o vetor pPRGEB31
fechado, 2 pl de NEB Buffer 4 al0x, 2 ul de BSA 10x, 1 ul Bsa | (NEB) e agua milg (H20-
miliq), completando 20 pl. O tubo foi incubado em termociclador por 4 horas a 37 °C, logo em
seguida foi purificada com kit de purificacdo da promega (QIAquick PCR purification kit).

A segunda reagdo, anelamento dos gRNAs, foi realizada de acordo com a seguinte
reacao: em um microtubo de 50 ul, foi adicionado 1 pl de primer forward (100 uM), 1ul de
primer reverse (100 uM), 1 ul de T4 DNA ligase Buffer 10x, 0.5 pl de T4 PNK (NEB) e 6.5 pl
de H20 milig. O tubo foi incubado em termociclador por 60 min a 37 °C, 10 min a 95 °C,
seguido de resfriamento a 25 °C (0.1 °C /seg), e o produto final da reagdo foi entdo diluido 200
vezes.

A terceira reagéo, ligagdo dos gRNAs ao vetor, foi realizada em um tubo de 50 ul, com
a adicdo de 1 pl de Vetor digerido com Bsa (~50 ng) (reacdo 1), 1 ul de primers diluidos (reacédo
2), 0.5 pl de T4 DNA ligase Buffer 10x, 1 pl de T4 ligase (NEB) e H>O até o volume de 5 pl.
O tubo foi incubado por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C). Apos essas reacdes o vetor,
ja com o gRNA ligado, foi inserido em bactérias E. coli DH5a.

3.4  Preparo de Células Competentes DHS0 para Eletroporacéo

O estoque de E. coli DH5a. foi riscado em meio LB sélido ¢ incubado overnight a 37°C.
Uma col6nia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB sélido e mantida sob agitacdo constante
a 150 rpm, 37°C, overnight. Na manha seguinte, 3 mL da cultura fresca foram inoculados em
300 mL de meio LB liquido acondicionado em erlenmeyer de 2 L e transferido para agitador
orbital constante a 200 rpm a 37°C até a cultura atingir uma DOsgo de 0,6. De 3 e 4 horas de
cultivo foram suficientes para alcangar uma DOeoo de 0,6. Atingida a DOeoo, aliquotas de 50
mL da solucdo de células foram acondicionadas em seis tubos falcon e mantidas em descanso
no gelo por 30 min. Em seguida as células foram precipitadas a 4.000 x g. por 15 min. a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram cuidadosamente solubilizadas em 50 mL de agua
destilada estéril gelada (10°C), para retirada do excesso de sais. As células foram novamente
precipitadas como descrito acima e solubilizadas em 25 mL de agua destilada estéril gelada. As
células foram entdo acondicionadas em trés tubos falcon de 50 mL e novamente precipitadas
como ja descrito. O precipitado de cada tubo foi solubilizado em 2 mL de glicerol (10%) gelado
e as células transferidas para um Unico tubo. Finalmente, as células foram precipitadas e
solubilizadas em 550 pL de glicerol (10%) gelado. A suspensdo de células foi dividida em
aliquotas de 50 pL, acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e mantidas em freezer -80°C para
uso posterior.

3.5 Transformagdo de Células Competentes de E.coli DH5a

Para o processo de transformacdo, 1 uL do vetor pRGEB31 com os gRNAs inseridos,
foi misturado com 50 uL de estoque de células competentes de ecoli DH5a e permaneceu em
descanso no gelo por 5 min. Apos esse periodo esse mix foi submetido a eletroporacéo a
1.700V, e logo em seguida, misturado com 400 pL de meio SOC. As bactérias transformadas,
foram incubadas por 1h a 37°C, em agitador orbital a 150 rpm. Para sele¢do das bactérias
transformadas, 100 pL do caldo bacteriano foi riscado em meio LB contendo 50 pg. mL™ de
Kanamicina. Para confirmagdo da ligacdo dos gRNAs ao vetor pRGEB31, bem como da
transformacdo das bacterias, plasmideos de trés coldnias isoladas foram extraidos e
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sequenciados pelo método Sanger. De acordo com o resultado do sequenciamento, 0s gRNAs
foram inseridos com sucesso no vetor e as bactérias foram transformadas (Figura 3).

GSKGKKYGGAWGCCTCTCTACMTCTGTGGGTTAGCATTCTTTCTGAAATTGAAAAGGCTAATCTGGGGACC
TGCAGGCATGCACGCGCTAAAAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACAAAAAA
GCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCT
AAAACCGAGAAGCGCACAGGTGGGTGCCACGGATCATCTGCACAACTCTTTTAAATCAGCTTTGATCTATG
TGGATAGCCGAGGTGGTACTAATACTAGTCTTTGTTGTCGTCCAATTGCGTAATGGGCCGGCCCATACTGC
AATACATGTCCTGAAAGGCTTCATGGCCCACTACGAAATGCTTTTCTCCTACAGTTTATCTTACTTCTTCA
CATCACGTGGTTTCCAACGTACCCAGTGTTCCCGGCTTCCAGCATTTGCTGGTAGCACCAGTAGAAGACGC
CTGTCTTGTGCTATGGTCCCTGACTGCACATCTGATTCCTCCAAGATCCATGCATGCCTGATAACTTTAAG
TTGCTTCAGAAGAACTTTAAGTGATCTGTTCGTATGTTTAAAGATTCCTTAAGCTTGGCGTAATCATGTCA
TAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTG
TAAAGCCTGGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATYCGGCCAACGCGCGGGGAGAGSMGGTTTGCGTATGC
CTAGAGCAGCTGCAACATGTGGRAGCACGMTCTCTCCGTCWMCTCCAAGRAATWATCMAAGAGATACMG

Figura 3. Fragmento de DNA bacteriano sequenciado pelo método Sanger. Em destaque a
regido de insercdo do gRNA.

3.6 Meio YEB para o Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para cultivo de Agrobacterium tumefaciens foi usado o meio YEB contendo 5 g. L™ de
extrato de carne, 1 g. L de extrato de levedura, 1 g. L de peptona, 5 g. L™ de sacarose, 0,002
g. L™t de MgSOu4, pH 7,4. Para meios sélidos, foi adicionado agar (1,5%) ao meio de cultura.

3.7  Preparo de Agrobacterium tumefaciens Competente

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB sélido
contendo Rifamicina (Rf) 100 pg. mL™* e Gentamicina (Gm) 40 pg. mL™, e incubado a 28°C
por 24 horas. Com o auxilio de uma alca flambada apenas uma coldnia isolada foi transferida
para um tubo falcon de 50 mL contendo 3 mL de meio YEB (Rf/Gm) que foi incubado a 28°C
em agitador orbital a 150 rpm por 48 horas. Apenas 2 mL da cultura fresca foram inoculados
em 50 mL de meio YEB contendo Rf e Gm em erlenmeyer de 250 mL. A incubagéo foi
realizada a 28°C sob agitacdo constante de 150 rpm, até atingir uma DOsgo de aproximadamente
0,6. A cultura foi entdo dividida em dois tubos falcon de 50mL e incubada no gelo por 20
minutos. A seguir, as células foram precipitadas a 1.000 xg por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em 500 pL de uma solugdo contendo
CaCl, (20 mM) e glicerol (10%). As células foram divididas em aliquotas de 100 pL
acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas em freezer a -80°C para uso
posterior.

3.8  Transformacgéo de Agrobacterium tumefaciens

Apos confirmagdo por restricdo, os plasmideos foram inseridos em Agrobacterium
tumefaciens estirpe LBA4404 de acordo com os procedimentos descritos a seguir: 1 ug de
plasmideo foi adicionado a 100 pL de Agrobacterium competente, a mistura foi homogeneizada
suavemente e incubada no gelo por 30 minutos. As células com o plasmidio foram congeladas
em nitrogénio liquido por cinco minutos e em seguida incubada a 37°C em banho-maria por
mais cinco minutos. Apos este tempo, foi adicionado 1 mL de meio YEB, e as células foram
mantidas a 28°C, em agitador orbital a 150 rpm durante duas horas. 1 mL dessa transformacéo
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foi plaqueada em meio YEB sdlido com os antibi6ticos correspondentes a construgdo (Km)
mais Rifamicina (Rf) a 100 pg. mL™. As placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento de
col6nias (dois a trés dias).

3.9 Transformacao de Arroz Mediada por Agrobacterium tumefaciens

A transformacéo das plantas de arroz foi realizada com base no protocolo de TOKI et
al. (2006) com modificacGes. Cem sementes de arroz da variedade Piaui foram descascadas e
desinfestadas em 50 mL de alcool 70% por 5 min, seguida de trés lavagens com agua destilada
autoclavada. Em seguida foram desinfestadas em hipoclorito de sédio a 2,5 % e tween 20%
(0,05%) por 30 min, seguida de cinco lavagens em 50 mL de agua destilada autoclavada.

As sementes foram distribuidas em 5 placas de Petri com 20 sementes em cada. Na
primeira etapa as sementes passaram por um processo de inducao de calos embriogénicos em
meio de cultivo N6D (ANEXO item 1) contendo 2,4D (2 mg. L) onde foram mantidas a 32°C
por trés semanas para obtencédo dos calos.

Ap0s este periodo, foi realizada uma repicagem dos calos para novas placas contendo
meio de cultivo N6D por trés dias com o objetivo de aumentar a quantidade e a atividade dos
calos embriogénicos.

Apos o periodo de inducdo, os calos foram transferidos para o meio de co-cultivo N6-
As (ANEXO, item 2), onde calos e Agrobacterium foram cultivados juntos. Trés dias antes dos
calos serem transferidos para esse novo meio, a Agrobacterium transformada contendo a
construcdo para o gene OsAAP1, foi colocada para crescer em meio AB (ANEXO, item 3).
Uma solugéo foi preparada a partir do cultivo recente de Agrobacterium tumefaciens, que foi
diluido em meio para solubilizacio AAM (ANEXO, item 4) até se obter uma densidade Otica
de (DOeoo) 0,1. Os calos foram entdo submersos na solugdo contendo Agrobacterium e
homogeneizados por inversdo durante trés minutos. Apos o contato com a Agrobacterium o
excesso de bactéria foi drenado em papel filtro, depois foram colocados sobre o meio de co-
cultivo contendo papel filtro + 0,5 mL de meio AAM, onde permaneceram por trés dias no
escuro a 25°C.

Os calos foram retirados do meio de co-cultivo e lavados com agua destilada estéril por
aproximadamente cinco vezes, para retirada do excesso de Agrobacterium e posteriormente
lavados por mais trés vezes com uma solugdo contendo timentim (150 mg. L) para eliminagdo
da Agrobacterium. Apds essa etapa os calos foram transferidos para o meio de selecdo N6DH
(ANEXO, item 5), onde permaneceram por duas semanas a 32°C com luz continua. Além dos
nutrientes, ao meio de selecdo foram adicionados o antibidtico timentim (150 mg. L), para a
completa eliminagdo da Agrobacterium, além de Higromicina (50 mg. L) para eliminar os
calos ndo transformados.

Apdbs duas semanas os calos mais vigorosos foram transferidos para meio de
regeneracdo N6RH50 (com o dobro da concentracgéo de kinetin) (ANEXO, item 6) por 21 dias,
onde foi possivel regenerar parte aérea. As plantulas com cerca de 2 cm. foram transferidas para
meio de inducéo de raizes N6FH50 (ANEXO, item 7) onde permaneceram por duas semanas,
sendo transferidas em seguida para potes contendo terra do horizonte A de um Chernossolo. As
plantas transformadas foram cultivadas em casa de vegetacdo até o final do ciclo para obtencéo
de sementes. Essas primeiras linhagens obtidas s&o denominadas de geragdo T1, as sementes
dessa geracdo deram origem a geracdo T2. Apenas sementes de plantas homozigotas para a
mutac&o e para a construcéo foram utilizadas nos experimentos, eliminando dessa forma efeitos
de insercdes em regides regulatdrias de outros genes ou até mesmo em regides com éxons, bem
como efeitos da heterozigose. No final do processo de transformagdo foram obtidas 10

18



linhagens (geracdo T1), porém 4 linhagens morreram devido a variaces de temperatura na
BOD, restando assim apenas 6 linhagens.

3.10 Extracdo de DNA

O DNA das 6 linhagens obtidas foi extraido com tampéo 2x CTAB (2 g CTAB, 8,12 g
de NaCl, 4 mL EDTA 0,5 M pH 8, 10 mL Tris-Cl 1 M pH 8 e 1 g de Polyvinylpyrrolidone
(PVP), acrescido de 2-mercaptoetanol na proporgéo de 2 uL para 1000 uL de tampdo. Amostras
de folhas foram maceradas em N-liquido, transferidas para tubos de 2 mL contendo 700 uL de
tampé&o CTAB e homogeinizadas em banho maria por 50 min a 62,5 °C. Em seguida o0s tubos
foram retirados do banho maria e resfriados em capela de exaustdo, onde foi adicionado 600 uL
de Cloroférmio-alcool isoamilico 24:1) para realizagdo da primeira extracdo com solvente
organico. Os tubos foram centrifugados em microcentrifuga, a velocidade de 18.000xg por 5
min. 500 uL da parte superior aquosa (sobrenadante) foram transferidos para um novo tubo. A
essa fase aquosa foram adicionados 100 uL de uma solucdo 5% CTAB, 0,7 M NacCl, sendo
homogeinzadas em vortex por 5 min, centrifugadas por 5 min a 18000xg e a nova fase aquosa
transferida para novo tubo de 1,5 mL. A essa nova fase aquosa foi acrescido 400 uL de
isopropanol frio, para precipitacdo dos A&cidos nucleicos. Em seguida os tubos foram
centrifugados por 5 min por 12000xg, formando um pellet no fundo do tubo. O sobrenadante
foi descartado, e o pellet foi lavado em 1 mL de etanol 70% por 5min e posteriormente em 1
mL de etanol absoluto por 3 min, sendo 0 excesso de etanol descartado e o pellet seco em
centrifuga a vacuo por 10 min. O pellet foi ressuspendido em tampéo TE contendo 10ug/mL de
RNAse, incubado por 60 min, para digestdo do RNA. Em seguida o DNA total foi quantificado
com o uso do fluoréforo especifico para DNA no fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Apos a
quantificacdo, as amostras foram corridas com gel red em gel de agarose 1%.

3.11 Sequenciamento do DNA

Para confirmacdo da mutacdo, uma regido especifica do DNA foi amplificada, sendo
utilizada para rea¢do de PCR a enzima phusion, uma enzima de alta fidelidade, para evitar erros
durante a amplificacdo do fragmento, o que prejudicaria o resultado do sequenciamento. Os
primers  utilizados na reacdo foram  desenhados na  plataforma  NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) (Tabela 2). Para a reacdo de PCR foram adicionados em um
tubo de 200 uL: 4 ul de 5X Phusion HF buffer, 0,4 uL de dNTPs 10mM, 1 uL de primer forward
100 mM, 1 uL de primer reverse 100 mM, 100 ng de DNA, 0,2 uL de Phusion DNA Polimerase
(thermo scientific Phusion High-fidelity DNA Polymerase). A reagdo foi realizada em
termociclador, de acordo com os seguintes ciclos: 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 98 °C por
30s, 1 ciclo de desnaturacéo de anelamento a 98 °C 10 s, 30 ciclos para extenséo do fragmento
a 72 °C por 30s e 1 ciclo de extenséo final a 72 °C por 10 min, seguido des resfriamento a 4°C.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificagéo do fragmento de DNA

Gene Primers Sequéncias
OSAAP1 Forward 5-GCGCACTCAGTCTGTACTACC-3'
Reverse 5-TCA-CCG-CCG-TTA-TTA-TGT-GC-3'

A qualidade do produto da reacdo foi verificada em gel de agarose a 1 % (Figura 4). Em
seguida os produtos das PCRs foram purificados com uso do kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System. A qualidade da purificagéo foi verificada em fluréforo de acordo com o item
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3.9. Para sequenciamento do DNA foram utilizados 60 ng do DNA purificado mais 4,5 pmol
do primer forward (Tabela 2). As amostras foram secas em centrifuga a vacuo e em seguida
foram sequenciadas pelo método Sanger, equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Figura 4. Fragmentos do gene OsAAP1 amplificados de DNA contendo aproximadamente 342
pb. No centro esté localizado o marcador de DNA de 1kb (Avati).

3.12 Selecdo das Linhagens

Para a selecdo das linhagens utilizadas para condugdo dos experimentos, DNA de
linhagens da geracdo T1 foi extraido e sequenciado. Das seis linhagens sequenciadas, somente
2 estavam editadas (Linhagem 3 e linhagem 5), as quais apresentaram heterozigose para o gene
OsAAPL1. De acordo com o resultado do sequenciamento, as linhagens mutantes heterozigotas
foram selecionadas e sementes dessas linhagens (geragcéo T1) foram cultivadas novamente, no
intuito de obter linhagens homozigotas tanto para a mutacdo, quanto para a construcdo. Somente
apos estes processos foi possivel obter sementes de linhagens homozigotas para a construcéo e
para a edicdo. Estas sementes (geracdo T2), foram utilizadas durante os dois experimentos
realizados. Os resultados do sequenciamento encontram-se no item 4.2.

3.13 Condigdes experimentais — Experimento 1

O nocaute do gene OsAAP1 pode implicar em alteracdes nas mais variadas rotas
metabolicas, principalmente as que envolvem a sintese de aminoacidos, bem como as rotas do
ciclo do carbono e no transporte de N-inorganico. Sendo assim, reac6es do ciclo do N e do
carbono foram pontos de estudo, além dos efeitos no crescimento e producdo de plantas
mutantes.

No experimento 1 buscou-se determinar a influéncia do transportador OSAAP1 no
desenvolvimento inicial de plantas de arroz, na absorcéo e assimilacdo de N-inorgénico, € no
metabolismo de carbono.

Foi implantado um experimento em cadmara de crescimento no Departamento de Solos
da UFRRJ As plantas foram submetidas a um fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com
aproximadamente 400 umol m s de fotons fotossinteticamente ativo, umidade relativa do ar
de 70% e temperatura de 28°C/26°C (dia/noite). As sementes das linhagens transformadas (L3
e L5) e tipo selvagem (WT) foram descascadas, desinfestadas em solugéo de hipoclorito de
sodio (2%) durantes 60 minutos e depois lavadas cinco vezes em agua deionizada. Foram
colocadas para germinar sob gaze em vasos de 3 L contendo dgua destilada e deionizada. Quatro
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dias ap6s a germinacdo a agua foi substituida pela solucdo nutritiva de HOAGLAND &
ARNON (1950) modificada a 1/8 de forca iénica (FI) com 0,2 mM de N-NOz". Dois dias depois
uma solucgdo de ¥ Fl e 0,2 mM de NOs foi adicionada. Apds quatro dias as plantas foram
acondicionadas em vasos de 700 mL, contendo solucédo nutritiva a %2 Fi, permanecendo com 1
mM de nitrato por 18 dias, sendo a solugdo resposta a cada trés dias. Apos esse periodo as
plantas foram dispostas em delineamento inteiramentente casualizado com os seguintes
tratamentos: Trés gendtipos (duas linhagens e uma planta selvagem), dois niveis de N: 0,2 mM
e 2 mM constante de N-NOs™ por 12 dias, com quatro repeti¢des. Alta e baixa dose de nitrato
foram utilizadas para verificar se as plantas mutantes apresentariam diferentes padrdes de
comportamento frente a essas doses, uma vez que em arabidopsis o0 sistema de transporte do
AAP1 é classificado como um sistema de baixa a moderada afinidade.

No dia da coleta as plantas foram pesadas para determinacdo da massa fresca. Apds
serem pesadas, 0,25 g de raiz, bainha e folha foi separado e armazenada em etanol 80% para
determinacéo das fracdes soltveis. Amostras de folha e raiz foram separadas, congeladas em N
liguido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C), para posterior extracdo de RNA e proteina,
seguida da determinacdo da expressdo Qénica e atividade da glutamina sintetase,
respectivamente.

3.13.1 Extracéo de rna total

O RNA total foi extraido utilizando tampdo NTES (Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA
(25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes foram maceradas em N-liquido
e homogeneizadas por 10 minutos em vortex numa mistura contendo 800 pL de tampdo NTES
e 600 pL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. O homogenato foi centrifugado a
18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo e novamente
centrifugado por 20 minutos com 500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Apo6s o
procedimento, o RNA total foi precipitado pela adicdo de 1/10 volume de acetato de sddio 3M
(NaOAcperc) pH 4,8 (70 pL) e 1 volume de isopropanol puro (700 pL). A seguir a mistura foi
mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacao a 18.000 x g. por 20 min. a 4°C. Descartado
0 sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpepc (70%) e centrifugado a 18.000 x g. por
10 minutos. O precipitado foi solubilizado em 600 pL H2Opepc € Novamente precipitado com
600 pL de cloreto de litio 4M (LiCloerc) pH 4,8 durante 16 horas a 4°C. Decorrido esse periodo
a solucdo foi centrifugada a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e o precipitado foi novamente
solubilizado em 450 uL H20perc. Apds a completa dissolucédo foi adicionado acetato de sddio
3M (NaOAC perc) pH 4,8 (50 pL) e etanol absoluto (1000 pL). A mistura foi mantida por 45
minutos a -80°C e centrifugada a 18.000 x g. por 20 min a 4°C. O precipitado foi lavado com
etanol (70%) e apds a secagem do solubilizado com H2Opepc (50 UL), para armazenamento a -
80°C. O RNA total foi quantificado com uso de fluoroforo especifico para RNA no fluorimetro
Qubit 2.0 (Invitrogen). Apos a quantificacdo, 3 uL de amostras de cada extragao foram corridas
em gel de agarose (1%) e coradas com gel red, para deteccéo de possiveis sinais de degradagéo
do RNA.

3.13.2 Tratamento com dnase I, sintese do cDNA e pcr em tempo real.

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNase (“DNase | Amplification
Grade — Invitrogen™”) seguindo as instrucgdes do fabricante. Inicialmente foi preparada uma
solugéo estoque de 30 puL com concentragdo de 0,125 pg. uL™, para aumentar a aliquota a ser
pipetada. Quatro microlitros de solucdo representado 0,5 pg de RNA foram misturados com 0,5
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pL do tampdo de reagdo da DNase | (10X), 0,5 pL da DNase I. A incubacdo da reacédo foi
conduzida a 25°C por 15 min., seguida da adicdo de 0,5 pL de EDTA (25 mM) e posterior
inativacdo da DNase | a 70°C por 10 minutos. A reacéo de sintese do cDNA foi realizada com
o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies) seguindo as instrugdes do fabricante.

O gene do fator de alongamento 1-o de arroz (eEF1-a) foi utilizado como controle
enddgeno para normalizacdo da expressdo génica (JAIN, 2009). As reacbes foram feitas no
aparelho “StepOne Plus Real-Time PCR System” (“Applied Biosystems”) utilizando o “kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as recomendagdes
do fabricante. Todas as reacdes foram feitas em duplicata. A reacdo foi montada em placas de
PCR da seguinte maneira: 6 uL. do tampéo “Power SYBR Green PCR Master Mix” (2X), 3 UL
de uma solucéo de “primers” (3,6 UM) cada e 3 pL do cDNA diluido, com volume final de 12
uL. A placa foi selada com filme otico apropriado, agitada por trés minutos em vortex préprio
e centrifugada a 3.000g por 3 min a 25°C. Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez
minutos a 95°C, quarenta ciclos de amplificacdo com 95°C por 15 segundos e 60°C por um
minuto. Uma curva de dissociacdo (“melting”’) foi adicionada a programacéo para identificar
possiveis amplificacdes inespecificas.

3.13.3 Desenho dos iniciadores (“primers”) para os estudos de expressao génica

Os primers utilizados foram desenhados por estudantes do grupo de pesquisa do LNMP
por ocasido de trabalhos anteriores. Para confeccao desses primers foi utilizada a plataforma do
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), os quais foram testados quanto a especificidade através
do alinhamento de sequéncias neste mesmo site (Tabela 3). Experimentalmente foram testados
quanto a especificidade, ao fim da rea¢ao de PCR, durante a “curva de melting”. Todos os
“primers” apresentaram especificidade.
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Tabela 3. Iniciadores (primers) utilizados nos experimentos de perfil de expressao das enzimas
do ciclo N e C, e transportadores de aminoacidos

Gene Forward Primer Reverse Primer
OsNRT 2.1 GCGACCGAGACCAGCAATAC TTCATCACCGTTTGCAACAAG
OsNRT 2.4 ACGAAGCTGGTGGAAGAAGAAG ACGACGCCATCGCCATA
OsNRT 1.1 CGAGGTTGGTGCATTTTGG GCCGTGGTGTCTTTTTT
OsNPF 7.2 AAGACACTGACCTCTTCGGC CGCCGCGTTTCTTATCCTTG
OsNPF 7.3 ACGCGACTGTTACTGACCAC CAGTCGGCAATGCACAGAAG
OsNIA 1 CTACATCGACGTCAAGGGGC TGGATGACCTGGTACATGGG
0sGS 1.1 CCGGAGTCGTCGTCTCATTT GAGCTTCTCAATGGCGGACT
0sGS1.3 CGGTGCTCACACCAACTACA TGCCAAGCTTCTTGATCGCT
0sGS 2 AGGCGAAGGGAAAAGGCTAC GAGGGTTGGCTCCCAAAGAA
OsFd-GOGAT ATGCAGCTGAAGGGCTTGAT GGCACAAGCTTCAGGAGAGT
OsNADP- TGCAGACGTGGACAATCACT CCGAGGGGGTTATGTCCTCT
GOGAT
OsGDH1 CATTGAGGCTGCAAACCACC CGTCCCACATGAAACCCTGA
OsASN1 CAACTGGATCGATGGCCTGA GTTGTGCGGGTACACTTTGG
OsAST1 AGTGGCTTTCATGAGGCAGG AAGATGCGCAATGGTCCTCC
OsPPDK1 ATCAGAGGGGAGTTGGGGAG CGCAAAGAAAGCGACTGACA
OsCYT-MDH TTGACCACAACAGGGCACTT ATGAGTGGTTGCCCCAGATG
OsNADP-MDH TAACGAGCGACCCGTCATTT GACTGGCCTGGCACATGTAT
OsPK1 TCCGATGCTTGCTGATCCTC TTTCTGGCAGACAACAACGC
OsICDH1 TTTGCTTGGACTCGTGGACT CCTTGTTACCTTGGGGCCAT
OsPPC1 TGTCCACAAGAATGCTTCCA CTGCAAAAGCCAAATAAGTC
OsAAP1 TTGGTGACATTGCCTTTGCA CGCCTTCTTCATCACCTCGTT
OsAAP2 CGGAGGCGTGGGAGAAC TTGAGATTCCTCACAAGCTTCGT
OsAAP3 TGGGCACTATGTTTCCTGAGAA GGCCCAAGGGCTGAAGAG
OsAAP4 GCTTGCGCGAACAATATCAG CCAACCTCAACGCCAGTCA
OsAAP5 GCGTCGCCGAGGTCTTC TGGAGAGCCAGGAGATCTGATC
OsAAP6 CAATGCTGGTTGGGTTCGT CACCGTCTCTTCTCCACGACA
OsAAP8 CAAACAGGATGGGTCGGCTAT CCGTTCGCCCCATAAGG
OsAAP18 AGACCAGGTCCTGATTCGACCT AAGCTGCACCTCAGAGAGTCCA
OsCAT1 TCGACGTGCTGCTCAACC CGTTGGCGACCATGTAGAAGA
Act CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA
eEF1l-a TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA

3.13.4 Anélise de metabdlitos sollveis

Amostras de raizes, bainhas e folhas foram homogeneizadas em etanol (80%), e apds
particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984) a fracdo sollvel em agua foi utilizada para
determinacdo dos teores de agUcares soluveis de acordo com YEMM & WILLIS (1954), e das
fragdes nitrogenadas, N-NOs" (MIRANDA et al., 2001), N-NH4* (FELKER, 1977) e N-amino
livre (YEMM & COCKING, 1955).

3.13.5 Extracgdo de proteina

As amostras de raizes e folhas foram maceradas em N-liquido e homogeneizadas em
tampé&o de extracdo na proporc¢ao 3:1 (tampéo: amostra). O tampédo de extracdo foi composto
por Tris-HCI (50 mM) pH 8,0; EDTA (1,0 mM), polivinilpolipirrolidona (PVPP) (1,5%),
dithiothreitol (DTT) (10 mM), glicerol (30%) e phenilmethilsulfonil fluoridio (PMSF) (1 mM).
O homogenato foi centrifugado a 14.000 x g. durante 30 min. e o sobrenadante (extrato
proteico) armazenado no freezer - 80°C para posterior uso. O conteddo de proteina foi
determinado como descrito por BRADFORD (1976), usando albumina de soro bovino como
padréo.
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3.13.6 Atividade da glutamina sintetase

A atividade da Glutamina Sintetase (GS) foi realizada como descrito por FARDEN e
ROBERTSEN (1980). A atividade foi determinada em 500 puL de uma solucdo contendo
Imidazol-HCI (50 mM) pH 7,5; hidroxilamina neutralizada com Tris (5 mM), MgCl; (20 mM),
L-glutamato (25 mM), B-mercaptoetanol (5 mM) e ATP (5 mM). O controle da reacdo foi
realizado sem a adicdo de ATP no meio de reacdo. A reacgdo foi iniciada pela adi¢do de 50 pg
de proteina ja inclusa nos 500 pL da reacdo e conduzida a 30°C durante 30 min. A reacéo foi
paralizada pela adicéo de 350 L de uma solucdo composta por acido tricloroacético (4%) p/v
e cloreto férrico anidro (3,2%) p/v preparada em 0,5 N de HCI. O produto da reacédo foi
colorimetricamente determinado em A=540 nm.

3.14 Condigbes Experimentais — Experimento 2

O experimento 2 foi realizado no intuito de verificar a expressdo génica de
transportadores de aminoacidos, caracterizacdo fenotipica e eficiéncia no uso de nitrogénio.

Para isso, sementes das linhagens 3 e 5, bem como da planta tipo selvagem (wild type),
foram desinfestadas em hipoclorito de sédio (2,5%) por 60 minutos, germinadas em agua
destilada/deionizada por 5 dias e as plantulas com 10 dias apds a germinacédo foram transferidas
para vasos de 14,4 L, em casa de vegetacdo, preenchidos com 14 kg de PLANOSSOLO obtido
na UFRRJ. Antes da implantacao do experimento o solo foi analisado (Tabela 4), e os nutrientes
que estavam em baixa concentracdo foram repostos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2+1 x 1 x 3 (linhagens + WT x dose de N-NOs"
x coletas) com 4 repeticdes, totalizando 36 vasos. Foi aplicado o equivalente 60 kg/ha de N
(KNO3"). A adubacdo nitrogenada foi realizada aos 30 dias ap0s a germinacgao das sementes.

Na coletada realizada no inicio da antese e aos 10 dias apds a antese (DAA) as plantas
foram pesadas para determinacdo da massa fresca e 0,25 g de folhas bandeira, folhas 2, outras
folhas, colmos e paniculas (graos+raquis), em etanol 80% para determinacdo das fracdes
soltveis (NOs-, NH4", aglcares sollveis. Uma porcdo de material vegetal referente as partes
descritas acima foi separada, congelada em N liquido e armazenada em ultrafreezer (-80 °C),
para posterior extracdo de RNA e determinacdo da expressdo génica. Apos a retirada do
material necessario para realizagdo das analises descritas acima, o material foi seco em estufa
de circulacdo forcada de ar a 65°C para determinacdo da massa seca. Esse material vegetal seco
foi triturado, homogeinizado e 0,2 gramas foram separados para determinacao do N-total.

No final do ciclo, as plantas foram seccionadas e pesadas, de acordo como foi dito
anteriormente. Foram determinados os parametros fenotipicos (nimero de perfilhos, altura
média dos perfilhos, nimero de paniculas) e de producdo (nimero e peso de gréos cheios,
chochos e total, teor e contetdo de proteina), assim como a eficiéncia de uso de N (EUN), de
absorcdo (EAN), utilizacdo (EUtN) e remobilizacdo de N (ERN).

Tabela 4. Andlise de rotina de fertilidade do solo

Na Ca Mg K H+Al Al S T V m n pH Corg P K NOs NHs*
cmolydm? % 1:25 % mg/L mg/kg

0,075 15 09 011 3,0 0 258 558 46 0 1 54 0555 62 42 0,039 0,022

0,089 15 09 011 40 0 261 661 40 0 1 55 0,29 57 48 0,062 0,021
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3.14.1 Caracterizacao fenotipica

Para a caracterizacdo fenotipica das plantas mutantes e tipo silvestre em final de ciclo
(plantas que ndo foram transformadas) foram analisados 0s seguintes parametros agronémicos:
producdo de massa seca, comprimento médio dos perfilhos, nimero de paniculas, numero e
peso de gréos cheios, chochos e total.

3.14.2 Metabdlitos soltveis

Os metabdlitos soluveis (N-NOs’, N-NHs*, N-amino e acucares solUveis) foram
determinados de acordo com os procedimentos descritos no item 3.13.4.

3.14.3 Expressao génica

Os procedimentos para determinacdo da expressdo génica encontram-se descritos nos
itens 3.13.1, 3.13.2 ¢ 3.13.3.

3.14.4 Fracionamento de proteina

A extracdo sequencial foi feita seqgundo DOLL e ANDERSON (1981) e TURLEY e
CHING (1986a), com modificacbes de SOUZA, 1990. Amostras de 100 grdos descascados
foram secas em estufa de circulagdo forcada de ar, e trituradas em moinho (Retsch, MM400).
A farinha foi entdo passada em peneira de 60 mesh. A farinha obtida foi considerada farinha
integral. Amostras de 30 mg de farinha foram colocadas em tubos de microcentrifuga.

Um mL de solug&o salina (2,9% NaCL+0,002% Na-EDTA) foi adicionado as amostras.
Durante um periodo de 30 minutos, os tubos foram agitados a cada 10 minutos em agitador
horizontal (Kasvi — k40-10208) a temperatura ambiente. Apos este tempo, as amostras foram
centrifugadas a 12000 ¢/10 minutos a 10° C, em centrifuga de refrigeracdo automatica
(eppendorf, 5430R).

O sobrenadante foi separado e repetiu-se a opera¢do mais uma vez, acrescentando-se
mais 1 mL de solucédo salina ao residuo. Os sobrenadantes foram misturados e armazenados
para analises de albumina+globulina.

Ao residuo da extracdo salina, acrescentou-se 1 mL de solucdo alcodlica (50%
isopropanol, 41 mM &cido boérico, 0,6% mecaptoetanol). Durante um periodo de 45 minutos,
os tubos foram agitados, a cada 10 minutos, no agitador horizontal, a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12000 g/10 minutos a 10°C. O sobrenadante foi separado e a
operacdo repetida mais uma vez. Os sobrenadantes foram homogeinizados e armazenados para
analise de prolamina.

Ao residuo da extragdo alcodlica, adicionou-se 1 mL de solucdo alcalina (0,48% é&cido
borico+0,4% de NaOH). Durante um periodo de 30 minutos os tubos foram agitados a cada 10
minutos, a temperatura ambiente, como citado acima. As amostras foram entdo centrifugadas a
12000 g/10 minutos a 10°C. O sobrenadante foi separado, € no residuo repetiu-se a operacao,
com novos acréscimos de solucdo alcalina, por mais 3 vezes, com tempos de permanéncia a
temperatura de 60 minutos. Os quatro sobrenadantes assim obtidos foram misturados e
armazenados para determinacdo da glutelina. O residuo final foi descartado.

Em cada sobrenadante armazenado (albumina+globulina, prolamina, glutelina)
determinou-se o teor de proteina pelo método de BRADFORD (1976). Em aliquotas de 0,02
mL de extrato proteico acrescentou-se 1 mL de solugéo de Azul Brilhante de Coomassie G-250
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(100 mg de Azul Brilhante de Coomassie G-250 + 50 mL de Etanol 50% + 100 mL de Acido
fosforico 85%/Litro). O Azul Brilhante de Coomassie G-250 forma com proteinas um
complexo azul. Ap6s 10 minutos de incubacdo mediu-se a densidade 6tica a 595 nm, contra
padrdo de albumina de soro bovino (10-100 ug/0,1 mL).

3.14.5 Determinacdo da eficiéncia de uso de n

A EUN foi determinada de acordo com Moll, et al. (1982).

(EAN) (EUtN) (EUN)
N total da parte aérea X  Peso de sementes =  Peso de sementes
N aplicado N total na parte aérea N aplicado

A EUN foi calculada em funcdo da eficiéncia de absorcdo de N (EUN) e da eficiéncia
de utilizacdo de N (EUtN). Para isso a parte aérea e 0s grdos foram secos em estufa de circulagédo
forcada a 65 °C por 3 dias, em seguida foi determinada a massa seca e 0,2 g de cada amostra
foi separada para determinacao do N total (Tedesco,1983).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacao de Plantas

Apds o processo de transformacdo descrito nos itens 3.8 e 3.9 foi possivel a obtencéo
de plantas transformadas, consideradas geracdo T1 (Figura 5 e 6). Cada planta foi regenerada a
partir de um calo isolado. Na geracdo T1 foram obtidas 10 linhagens.

Figura 5. (a) Sementes de arroz da variedade Piaui em meio nutritivo (N6D) contendo auxina
(2,4D a 2mg L) como regulador para inducgdo de calos embriogénicos. (b e ¢) Calos
em estadio de desenvolvimento apds 7 e 14 dias em meio nutritivo, respectivamente,
sendo os mais friaveis utilizados para dar prosseguimento ao processo de transformacao.
(d) Calos transferidos para meio nutritivo (N6D) por mais trés dias para aumentar o
rendimento. (e) Agrobacterium tumefaciens transformadas crescendo em meio YEB
solido com rifamicina (100 ug/mL) e kanamicina (50 ug/mL). (f) calos em meio de
regeneracdo de parte aérea, ap6s o periodo de trés dias de infeccdo com agrobacterium.

F.:

Figura 6. (a) Plantula ap6s 2 semanas em meio de regeneracdo de parte aérea. (b) Linhagem
transferida para o meio de formacé&o de raizes apds duas semanas. () linhagens em vaso
de 700 mL na camara de crescimento (fitotron) por duas semanas. (d) Linhagens (T1)
na casa de vegetacdo do Departamento de Solos para producéo de sementes.
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O DNA da parte aérea das seis linhagens mais uma planta selvagem foi extraido (item
3.9), amplificado e enviado a empresa Ludwig Biotecnologia para sequenciamento pelo método
Sanger (item 3.10). O resultado do sequenciamento foi visualizado no programa DNA Baser
(Figura 7). Das seis linhagens enviadas, duas estavam editadas (#3 e #5). Ambas linhagens
editadas tiveram a insercdo de uma adenina (A), indicada pelas setas amarelas na Figura 7 A
(sem insercdo), B e C (ambas com insercdo de uma adenina, representada pelo pico verde no
eletroferograma). As linhagens transformadas apresentaram-se heterozigotas para edi¢cdo, uma
vez que é possivel perceber pelo eletroferograma que a regido editada apresenta duplo pico, um
pico do alelo editado (verde) e um pico do alelo ndo editado (vermelho) (WT).

4 12 128 130 1 ¥ 136 138 140 144 145 148 150 132 iS4 1% 1M i

25 126 128 130 1E 134 136 33 140 12 1= 1% 19 150 1 19 155 1

SII L] III- B R

24 126 128 130 12 138 1365 13 1 12 15 146 148 153

4 . G G G G G .

Figura 7. Eletroferograma gerado pelo sequenciamento do tipo Sanger da planta wild type (A),
linhagem 3 (B) e linhagem 5 (C). Setas amarelas indicam o local editado pelo sistema
CRISPR-Cas9.

Uma vez que para a execucdo dos experimentos eram necessarias pelo menos duas
linhagens homozigotas para a edi¢cdo génica (nocaute), sementes das linhagens 3 e 5 (T2) foram
germinadas em agua destilada, e 0 DNA de oito plantas de cada linhagem, mais o DNA de duas
plantas wild type, foi extraido e sequenciado. Os resultados foram visualizados no programa
DNA Baser (Figura 8). Com o sequenciamento das linhagens da geracdo T2, foi possivel
identificar linhagens ndo editadas (Figura 8A), linhagens editadas heterozigotas (Figura 8B) e
linhagens editadas homozigotas (8C) para a mutacdo. As linhagens homozigotas foram
cultivadas até o final do ciclo, as ndo editadas e heterozigotas foram eliminadas.
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linhagem 3 (B) e linhagem 5 (C). Setas amarelas indicam o local editado pelo sistema
CRISPR-Cas9.

Uma das grandes vantagens do sistema de edicdo CRISPR-Cas9 é a possibilidade de
obtencdo de linhagens puras, que sdo plantas transformadas geneticamente que ndo apresentam
residuos da construcdo génica inserida por ocasido da transformacdo. Uma vez que a insercdo
da construcdo génica é aleatoria nos cromossomos, pode ser que o local inserido seja
exatamente uma regido que contenha somente éxons, ou pode ser uma regido regulatéria
importante para o desenvolvimento das plantas. Caso isso ocorra, alguns resultados observados
nas andlises das linhagens, podem ser devido ao local de inser¢do e ndo a alteragdo ocasionada
pelo gene em estudo. Como o sistema CRISPR realiza a edicdo no DNA gendmico, alelos
editados e sem 0s residuos da construcdo génica podem se combinar apds algumas geracdes,
gerando as linhagens puras. Essa combinacao de alelos deve-se ao processo de meiose, a qual
propicia o surgimento de variadas combinagdes entre alelos, durante as divisdes celulares.

Para selecdo de linhagens puras, DNA das linhagens homozigotas (T2) foi extraido e
foi realizada uma PCR para amplificar o gene de resisténcia a higromicina. E valido dizer que
o vetor PRGEB31, utilizado para edicdo no sistema CRISPR-Cas9, possui uma regido
codificante para o gene da higromicina. Essa regido faz parte do cassete de expressao, e durante
0 processo de transformacgdo é transferido para as células dos calos, conferindo a planta
transformada resisténcia ao antibiotico higromicina, adicionado ao meio de regeneracdo da
parte aérea. Sendo assim, foi extraido o DNA de plantas identificadas como homozigotas para
edicdo génica na geracdo T2, em seguida foi realizada uma PCR para amplificar uma regido
especifica do gene hpt (gene que confere resisténcia a higromicina) de 500 pares de bases. Os
produtos dessa reacdo ndo resultaram em uma banda especifica de 500pb em gel de agarose,
confirmando dessa forma que as linhagens obtidas eram homozigotas para a edi¢do e para a
construcado (Figura 9).
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Figura 9. Resultado da PCR para o gene da higromicina, visualizado em gel de agarose a 1%.
Representado com o simbolo “+” o controle positivo (vetor PRGEB31 puro) e com o
simbolo “-“ o controle negativo (agua miliq) e com os numeros 1 e 2 (DNA de plantas
WT) os controles negativos. No centro, representado com a letra “M”, encontra-se 0
marcador de DNA de 1 kb (AVATI). Os numeros representam as diferentes linhagens.

Como pode ser visualizado na Figura 9, as amostras 3, “+”, 14, 18, 19, 29, 30, 33, 34,
35, 37, 38, 39, 40, 43, 44 e 48 resultaram em bandas especificas para o gene da higromicina
(aproximadamente 500 pares de bases), mostrando que, pelo menos um dos alelos carregam o
cassete de expressdo. A amostras 1, 2 ¢ “-” (controles negativos), ¢ 4, 7, 9 e 10 (linhagens
homozigotas para o nocaute do gene OsAAP1), ndo retornaram em nenhuma banda,
evidenciando portanto que duas plantas da linhagem 3 (4 e 7) e duas plantas da linhagem 5 (9
e 10), eram homozigotas para a edi¢cdo génica e para construcdo. Sementes dessas plantas foram
utilizadas para realizacdo dos experimentos 1 e 2 (itens 3.13 e 3.14).

4.2  Experimento 1 — Fitotron
4.2.1 Massa fresca, relacdo raiz/parte aérea

Houve diferencas significativas na massa fresca das raizes, bainhas e folhas, tanto em
baixo N, 0,2 mM NOz" (Figura 10A, 11A-B), quanto em alto N, 2mM-NOs (Figura 10C, 11C-
D) entre as linhagens e a planta selvagem (WT). As linhagens apresentaram sempre menor
massa em todas as partes das plantas, sendo que as maiores diferencas foram identificadas no
tratamento com alto N. As raizes tiveram o desenvolvimento mais afetado, quando comparadas
com as bainhas e folhas.
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Figura 10. Massa fresca (A e C) e relacdo raiz/parte aérea (B e D) aos 40 dias apds germinacéo
(DAG) nas diferentes partes das plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5
(L3 e L5 — plantas da variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1)
submetidas a dois tratamentos: 0,2 mM constante N-NO3z™ (A e B) e 2 mM constante de
N-NOz (C e D). Letras minusculas entre colunas diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade

Pode-se perceber que as plantas da variedade Piaui, nocauteadas para o gene OsAAP1,
quando cultivadas em alto N, possuem um desenvolvimento negativamente mais afetado. Em
condicdes de baixo N também sdo afetadas, porém com menor intensidade, principalmente as
raizes, que apresentaram maior massa fresca superior as plantas cultivadas com alto N, o que
pode estar relacionado tanto ao nocaute génico, quanto a uma estratégia de aumentar o sistema
radicular em condi¢des de baixo N, visando uma maior area radicular e por consequéncia uma

maior captura de N.
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0.2 mM NO 3'

Figura 11 — Plantas selvagens da variedade Piaui (WT), linhagens mutantes 3e 5 (L3 e L5 —
plantas da variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a
dois tratamentos: 0,2 mM constante N-NOz™ (A e B) e 2 mM constante de N-NOz™ (C e
D)

Estudos anteriores com plantas nocauteadas para o gene AAP1, como o realizado por
LEE et al. (2012), que cultivaram plantas de arabidopsis em condi¢des padréo (N inorganico),
nocauteadas para o gene AAP1, ndo verificaram alteracfes visiveis no crescimento e no
tamanho das mutantes quando comparadas com plantas selvagens.
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O presente trabalho passa a ser o primeiro estudo a relatar, em arroz, o controle negativo
na producdo de biomassa ocasionado pela inativacdo de um gene que codifica para um
transportador de aminoacidos, nesse caso 0 gene OsAAP1.

PERCHLIK et al. (2017), cultivando plantas de ervilhas, que apresentava a
superexpressdo do gene AAP1 de arabidopsis, em baixo, médio e moderado N, relataram uma
alteracdo na massa seca total entre as plantas, sendo que as plantas mutantes, independente dos
niveis de N, sempre apresentaram maior producéo de biomassa.

Resultado similiar foi obtido por ZHANG et al. (2015), que trabalhando com plantas de
ervilha superexpressando o gene AAP1 sob o controle do promotor do AAP1 de arabidopsis
verificaram um aumento consideravel de biomassa de parte aérea, até 31% em base fresca e até
23 % em base seca. Esse aumento de biomassa relatado por esses autores, demonstra que esse
gene esta relacionado diretamente a processos de sintese de biomassa em plantas de diferentes
géneros.

Sendo assim, a diminuicdo na massa fresca verificada nas linhagens nocauteadas para o
gene OsAAP1 era esperada, uma vez que, como descrito pelos autores citados acima, esse gene
tem um papel importante no transporte e alocacdo aminoacidos, e uma vez alterado esse
processo, modificacBes na producdo de metabolitos utilizados na sintese de proteinas, podem
resultar em uma menor producdo de biomassa.

Uma diminuicdo na relacéo raiz/parte aérea foi verificada nas linhagens (Figura 10b e
10d), porém so foi significativa para a linhagem 5 (Figura 10d), no tratamento com alto N. Essa
alteracdo foi ocasionada principalmente pela reducdo da massa fresca de raizes e sugere que
que as alteracdes metabdlicas e fisioldgicas, relatadas mais adiante, afetaram mais intensamente
a raiz, gerando dessa forma alteracGes nas demais partes.

Uma vez observadas alteracdes na massa fresca, buscou-se no decorrer do trabalho,
explicacOes para essas modificagdes, a partir de anélises metabdlicas, fisiologicas e génicas.

4.2.2 Deplecdo de nitrato

Tanto para baixo (Figura 12A) quanto para alto N (Figura 13A) foi observada uma
menor deplecdo de nitrato para as plantas mutantes (L3 e L5), sendo verificada a maior
diferenca nas plantas cultivadas com alto N. Essa diferenca na deplecdo foi diretamente
relacionada as variacbes de pH da solugdo nutritiva. Plantas cultivadas com baixo N
apresentaram uma diminuicdo de pH na solucdo nutritiva (Figura 12B) e plantas com alto N,
apresentaram um aumento (Figura 13B). Certamente, para iniciar a absorcao de nitrato, a planta
guando submetida a baixo N, realizou um esfor¢o extra para gerar um gradiente de protons que
favorecesse a absorgéo do N presente em baixa concentragédo na solugéo nutritiva (Figura 12A),
com isso houve uma acidificacdo do meio externo, propiciando nesse caso a absorc¢do do nitrato
em solucéo.
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Figura 12. Deplecdo de nitrato e variacdo de pH em solucdo nutritiva aos 40 dias apds
germinacdo (DAG) de plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3e 5 (L3 e L5
— plantas da variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a
0,2 mM constante de N-NOg".

A diferenca na deplecéo entre as linhagens e a planta selvagem (WT) passou a ser mais
expressiva a partir de 2,0 horas do inicio do estudo, foi maior em 2,5 horas, tendendo ao
equilibrio em 4 horas. Isso indica que sob baixo suprimento de N as linhagens foram afetadas,
porém com menor intensidade, se comparado ao tratamento com alto N, pois na condigéo de
baixo N elas absorvem o nitrato de forma semelhante a WT no inicio e tendem a igualar no
final.
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Figura 13. Deplecdo de nitrato e variacdo de pH em solucdo nutritiva aos 40 dias apés
germinacéo (DAG) de plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3e 5 (L3 e L5
— plantas da variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a
2 mM constante de N-NOgz".

Por outro lado, 0 aumento do pH em solugéo nutritiva de plantas cultivadas com 2 mM
de nitrato, ocorreu devido a caracteristica do sistema de transporte de nitrato, cotransporte NO3’
[2H" (FERNANDES et al., 2018), que leva a diminuigdo da acidez do meio de cultivo.

Em condicdes de alto N, a absorcdo foi semelhante até aproximadamente 7,5 horas,
porém a partir desse ponto a planta WT absorveu de forma muito mais rapida do que as
linhagens, as quais diminuiram drasticamente a absor¢do na 232 hora, ndo voltando a absorver
de forma efetiva até o ultimo ponto (332 hora). Um fato muito interessante que pode ser
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observado é que no experimento com alto N, quando a concentracdo de nitrato atingiu a faixa
de 1 mM (na 232 hora) as linhagens diminuiram drasticamente a absorcdo, chegando a zero em
alguns intervalos.

Sabe-se que, de um modo geral, a concentracdo de 1mM de N € o limite abaixo do qual
opera o sistema de alta afinidade (HATS) e acima do qual opera o sistema de alta afinidade
(LATS) (FERNANDES et al., 2018).

A curva de deplegéo indica que as linhagens acionaram com maior dificuldade o sistema
de alta afinidade, sobretudo devido ao acimulo de metabdlitos do ciclo do N e carbono, que
gerou regulagéo nos transportadores de N (de formas inorganicas e organicas). A velocidade de
absorcéo do nitrato €, entre outros fatores, diretamente dependente da concentracdo interna
desse nutriente, bem como dos metabdlitos resultantes de sua assimilagdo (amonio,
aminoéacidos e proteinas) (FERNANDES et al., 2018). Em conjunto, a concentracédo do nitrato
e dos metabolitos exercem um efeito regulatorio na expressdo de proteinas responsaveis pela
absorcéo e movimentacao na planta. O acimulo de glutamina nos tecidos, por exemplo, regula
negativamente a absorcao de nitrato.

O comportamento das curvas de deplecdo sugere que o nocaute do gene AAPL1 em
plantas de arroz influenciou diretamente a absorcéo de nitrato, principalmente sob condigdes
de alto N.

4.2.3  Metabolitos sollveis, atividade da gs e proteina sollvel

4.2.3.1 Nitrato

Houve acumulo de nitrato em todas as partes das plantas mutantes (Figura 14A e 14B),
exceto para as folhas da linhagem 5, submetidas ao tratamento com alto N (Figura 14B). O
maior acumulo relativo aconteceu nas bainhas, principalmente sob baixo N, e foi possivel
verificar que a linhagem 3 acumulou relativamente mais nitrato nas raizes do que a linhagem
5, aqual apresentou maior acimulo na parte aérea do que a linhagem 3. Ou seja, ambas possuem
um acumulo maior do que a WT, porém com uma intensidade diferente nas raizes e nas folhas.
Um padrédo semelhante foi demonstrado para o tratamento com alto N, exceto para as folhas.

E importante salientar que apesar da curva de deplecdo ter indicado uma maior
velocidade de absorcéo de nitrato pelas plantas WT, no final de trés dias (que foi o intervalo de
troca da solucdo nutritiva) a quantidade de nitrato absorvida pelas linhagens, provavelmente se
igualou a quantidade absorvida pelas plantas selvagens, esse fato contribuiu ainda mais para o
acumulo de nitrato e metabdlitos pelas linhagens, uma vez que o nitrato absorvido nédo foi
assimilado de forma eficiente pelas linhagens.

Apds absorvido o nitrato pode ter diferentes destinos, o0 que vai depender da espécie
vegetal em questdo e da demanda metabdlica das mesmas: pode ser reduzido a nitrito no citosol
das células radiculares, enviado para o vacuolo ou exportado para as folhas através do xilema
por meio do fluxo transpiratério. O nitrato em excesso € retido no “pool de reserva”, ndo
ativando o pool metabdlico (FERNANDES, 1990).

Quando as concentracOes citosolicas de nitrato (ou de produtos de sua assimilacao,
como 0s aminoacidos) sdo elevadas, este ion é armazenado no vacuolo, sendo exportado para
o citosol quando torna limitante para o desenvolvimento das plantas, em consequéncia disso as
concentragfes encontradas nos vacuolos das folhas e raizes sdo mais elevadas que as
concentragdes no citosol. A formacdo de pools de armazenamento € uma estratégia efetiva para
o controle de concentracdes de N apoplésticas, influenciando a aquisigdo, o transporte e
assimilacdo de N por meio de processos avangados de regulacao por feedback (TEGEDER &
MASCLAUX, 2017).
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Pode-se postular que o acimulo de nitrato das linhagens foi devido a deficiéncia na
assimilacdo de N ocasionada pelo nocaute do OsAAP1, que apesar de ser um transportador de
N-orgénico possui influéncia direta na absor¢éo de N-inorgénico (Figuras 12-13).
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Figura 14. Teores de N-nitrato aos 40 dias ap6s germinacdo (DAG) nas diferentes partes das
plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade
Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois tratamentos: (A)
0,2 mM constante N-NOs™ e (B) 2 mM constante de N-NOs". Letras mindsculas entre
colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.2.3.2 Amobnio

As duas linhagens, quando submetidas a baixo N (Figura 15A), apresentaram um grande
teor de amonio nas raizes, bainhas e folhas, sendo que a maior diferenca relativa observada nas
folhas, seguida das bainhas e das raizes. Ambas diferiram significativamente quando
comparadas a WT.

No tratamento com alto N (Figura 15B), houve uma redugdo no teor de amonio nas
bainhas, tanto para a L3 quanto para L5. Por outro lado, as raizes e as folhas da L3 apresentaram
um aumento no teor, enquanto as raizes e as folhas da linhagem 5 apresentaram uma reducéo,
sendo encontrada diferencas significativas apena para a L5.
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Figura 15. Teores de N-amonio aos 40 dias ap6s germinagdo (DAG) nas diferentes partes das
plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade
Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois tratamentos: (A)
0,2 mM constante N-NOs™ e (B) 2 mM constante de N-NOs". Letras mindsculas entre
colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Essa reducgéo no teor de amonio apresentada pela L5 em condicdes de alto N, associada
ao maior teor de nitrato e a maior expressao do transportador OsNPF 7.2 nas raizes (Figura 22
F), indicou que grande parte do nitrato absorvido foi direcionado ao vactolo ainda nas raizes,
devido substancialmente ao acumulo de metabdlitos e consequentemente a problemas na
assimilacdo desse ion.

Para evitar toxidez na célula, excesso de moléculas de amonio sdo aprisionadas no
vactolo (LOQUE et al., 2005), onde chegam a atingir at¢ 1mM para manter concentraces
citosélicas menores que 15 uM (ROBERTS & PANG, 1992) Apesar do aumento no ter de
amonio apresentado pelas linhagens, certamente ndo houve toxidez, uma vez que os teores ndo
excederam a 4 umoles/grama de peso fresco.

Esse maior teor de aménio apresentado pelas linhagens indica que apesar do acumulo
de nitrato nas diferentes partes das plantas mutantes, uma grande parte foi reduzida até amonio,
evidenciando que o nocaute do OsAAP1 além de afetar em certo grau a absorcao de nitrato,
demonstrado pela curva de deplecdo de nitrato, afetou ainda mais a assimilacdo do amonio,
principalmente no tratamento com baixo N. O mesmo padréo de comportamento foi observado
para as raizes e folhas da L3 sob alto N.

E interessante observar que as bainhas de ambas as linhagens apresentaram um menor
teor de amdnio nesse tratamento, demonstrando que o aménio produzido em condigdes de baixo
e alto N € assimilado com diferente intensidade, sendo mais acumulado nas bainhas de plantas
mutantes sob baixo N do que sob alto N.

4.2.3.3 Aminoacidos

As linhagens mutantes cultivadas com baixo N acumularam mais aminoécidos totais
nas raizes, bainhas e folhas, sendo significativo para as duas linhagens apenas nas folhas (Figura
16A). Sob condicOes de alto N o acimulo sé foi registrado nas folhas. As raizes e bainhas,
diferentemente das folhas, tiveram uma reducdo nos teores (Figura 16B). Os maiores teores
foram encontrados nas folhas, para ambos os tratamentos, evidenciando ser o 6rgdo de maior
assimilacdo de N nessas plantas, principalmente sob o fornecimento de alto N.

Estudo realizado por PERCHLIK et al. (2014), com mutantes de arabidopsis cultivadas
com niveis toxicos de aminoacidos, foi demonstrado que o gene AtAAP1 tem a capacidade de
transportar aminoacidos neutros (alanina, valina, triptofano, asparagina, glutamina, prolina) e
glutamato, um aminoécido acido.

COELHO (2015), em estudos de complementacdo em leveduras que receberam o cDNA
do gene OsAAP1, demonstrou que esse gene possui a capacidade de transportar uma ampla
gama de aminoacidos, e verificou que as leveduras que possuiam a sequéncia codificante para
0 gene OsAAP1 apresentaram capacidade de crescimento em meio rico com arginina, aspartato,
citrulina, glutamato e prolina.

LEE et al. (2007), em estudos de localizacdo realizado em arabidopsis, relatou que
AAP1 e uma proteina de membrana plasmatica, que durante o desenvolvimento das plantas é
expressa nas pontas das zonas em diviséo celular, de alongamento, na epiderme de quase toda
a extensdo radicular, bem como no cortex e na endoderme da ponta da raiz, facilitando absor¢éo
e a transferéncia de aminoécidos para as zonas radiculares.

Segundo LJUNG et al. (2005), o AAP1 pode mediar o envio de aminoacidos para 0s
vasos condutores e/ou direciona-los para o meristema apical.

Uma hipotese é que em plantas de arroz o gene OsAAP1 apresente uma localizacéo e
funcdo semelhante a relatada em plantas de arabidopsis, porém uma localizacdo tecidual deve
ser feita para confirmacéo.
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O acumulo de amino&cidos nas raizes e nas folhas das plantas mutantes cultivadas com
baixo N demonstrou dificuldades na assimilacdo dos aminoacidos sintetizados. Esse acumulo

de aminodcidos nas raizes interferiu no funcionamento dos transportadores de nitrato.

PERCHLIK, et al. (2017), relataram um aumento nos teores de aminoacidos totais no
xilema de plantas de ervilha superexpressando o gene AAP1 de arabidopsis, e concluiram que
esse gene estd envolvido no carregamento de aminoacidos no xilema.
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Figura 16. Teores de N-amino aos 40 dias ap6s germinacdo (DAG) nas diferentes partes das
plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade
Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois tratamentos: (A)
0,2 mM constante N-NOs™ e (B) 2 mM constante de N-NOs". Letras mindsculas entre

colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apesar de ndo ter sido registrado um aumento no teor de amino&cidos totais nas raizes
das plantas mutantes, cultivadas com alto N, pode ter ocorrido um acimulo de formas
especificas concomitantemente a uma diminuicdo na sintese de outras formas de aminoacidos,
devido a uma possivel mudanca no perfil dos aminoacidos nas raizes, ocasionada pela perda
funcional do transportador AAP1. A maior dose de N (2 mM) pode ter dificultado a observacgéo
no acumulo total, ja em baixo N (0,2 mM) o acimulo foi mais visivel.

SANDERS et al. (2009), identificaram um acimulo de até 2290 vezes nos teores de
glutamina no embrido de sementes de arabidopsis que apresentava esse gene nocauteado. Fato
parecido pode ter ocorrido nas raizes das plantas mutantes do experimento com alto e também
com baixo N. Porem o aminoacido que possivelmente acumulou em maior quantidade nao foi
a glutamina e sim a asparagina, devido ao aumento na expressao da asparagina sintetase (dados
mostrados em outra se¢éo).

Plantas com excesso de nitrogénio podem aumentar a producdo de aminoécidos de
maior relacdo N:C, como a glutamina e a asparagina, otimizando dessa forma o uso de
esqueletos de carbono. 1sso contribui para o fornecimento de intermediarios importantes para o
ciclo do acido citrico, o qual é indispensavel para o desenvolvimento adequada das plantas.

De acordo com FERNANDES et al. (2018), a asparagina € uma aminoécido de grande
importancia para o transporte de N, principalmente em condi¢fes de estresse, pois apresenta
relacdo N:C de 2N:4C, maior do que a glutamina (2N:5C).

O acumulo de aminoéacidos nas folhas das plantas mutantes de ambos os tratamentos, e
nas raizes e bainhas das plantas mutantes submetidas a baixo N, pode ser atribuido a diminuicdo
na sintese proteica, uma vez que, o metabolismo de nitrogénio foi diminuido, fato evidenciado
pela menor velocidade de absorcdo de nitrato, demonstrado pela deplecdo de N, e pela
diminuicdo da expressdo de genes responsaveis pela sintese de enzimas relacionadas a
assimilagdo do N (Figuras 20, 21, 22 e 23).

4.2.3.4 Glutamina sintetase

Uma reducdo significativa na atividade da glutamina sintetase (GS) foi observada nas
raizes das plantas mutantes submetidas a baixo (Figura 17A) e alto N (Figura 17B), sendo que
a maior reducao ocorreu nas raizes das plantas cultivadas sob alto N. A atividade nas folhas de
ambos os tratamentos ndo resultaram em diferenca significativa, porém observa-se uma
tendéncia de aumento na atividade da GS nas folhas das plantas mutantes.

A diminuicdo na atividade da GS observada nas raizes foi diretamente relacionada ao
acumulo de aminoacidos totais, e corroborou com a hipétese de acimulo de aminoacidos
especificos principalmente no tratamento com alto N, em que nédo foi possivel visualizar um
acumulo de aminodcidos totais, porém foi o tratamento que apresentou uma maior reducdo na
atividade da GS. De acordo com esses resultados, a sintese de glutamina provavelmente foi
diminuida, como um mecanismo de regulacdo devido ao excesso de aminoécidos acumulado
por causa da perda de funcdo do gene OsAAPL, e o excesso de nitrogénio acumulado foi
direcionado para a sintese da asparagina, um aminoécido com maior relagcdo N:C, como ja dito
anteriormente.

A diminuicdo na atividade da GS nas raizes corrobora com o 0s maiores teores de nitrato
e amonio obtido nas raizes das plantas mutantes de ambos os tratamentos, exceto para amoénio
nas raizes da linhagem 5 submetidas a alto N. Certamente o nocaute do OsAAP1 gerou o
acumulo desses metabolitos (nitrato, amdnio e amino), os quais influenciaram diretamente na
diminuicdo da atividade dessa enzima, a qual € essencial para assimilagdo do nitrogénio dentro
das celulas.
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Figura 17.Atividade da glutamina sintetase (GS) aos 40 dias ap6s germinacdo (DAG) nas raizes
e folhas de plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da
variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois
tratamentos: (A) 0,2 mM constante N-NO3z™ e (B) 2 mM constante de N-NOs". Letras
mindsculas entre colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Apesar de néo significativa, houve uma tendéncia ao aumento na atividade da GS nas
folhas de ambos os tratamentos, devido possivelmente ao grande teor de aminoacidos
acumulados nesse 6rgdo, deste modo a planta aumentou atividade de deaminacdo de
aminoacidos com menor relacdo N:C, liberando amdnio no citosol, como pode ser percebido
na Figura 13. O aménio liberado foi utilizado em maior parte pela asparagina sintetase para a
sintese de asparagina, e em menor parte pela GS para a producdo de glutamina, aminoacidos
com alta relagdo N:C.

O acumulo de esqueletos de carbono (Figura 18A-B) corrobora com a hipdtese
apresentada. Esse acumulo ocorreu devido ao processo de deaminacdo que liberou esqueletos
de carbono, ou devido ao excesso de esqueletos que foram produzidos porém pouco utilizados
uma vez que de acordo com o que foi proposto anteriormente, plantas mutantes sintetizaram
menos enzimas assimiladoras de N, as quais sdo responsaveis por reter grande parte dos
esqueletos de carbono produzidos pelas plantas.

4.2.3.5  Acucares solaveis

As linhagens mutantes apresentaram um aumento significativo nos teores de aglcares
sollveis nas folhas nos tratamentos de baixo (Figura 18A) e alto N (Figura 18B), sendo esse
aumento mais significativo nas plantas cultivadas sob alto N. Ocorreu um pequeno acréscimo
nos teores de agucares sollveis nas bainhas das plantas sob alto N.

Os maiores teores de agucares soluveis observados nas folhas das plantas mutantes e
das plantas selvagens (WT) quando comparado aos teores nas bainhas e nas raizes deveu-se ao
fato de que a folha é Orgdo responsavel pela sintese de acgucares solUveis pelo processo
fotossintético. Sabe-se que a concentracao de carboidratos no citosol das folhas, especialmente
a sacarose, depende diretamente do uso e da exportacdo desse carboidrato para outros tecidos
para atender as demandas energéticas e a sintese de polissacarideos (TAIZ e ZEIGER, 2017).
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Figura 18. Teores de acgUcares sollveis aos 40 dias apos germinacdo (DAG) nas diferentes
partes das plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da
variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois
tratamentos: (A) 0,2 mM constante N-NOgz™ e (B) 2 mM constante de N-NOs™. Letras
minudsculas entre colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O acumulo de acgucares soltveis nas folhas ocorreu possivelmente devido a menor
necessidade de uso dos carboidratos para a sintese e para a atividade de enzimas assimiladoras
de N, tanto nas folhas quanto nas raizes, levando a menor necessidade de uso e de exportacdo
destes agucares.

E importante salientar que cerca de 25 % da energia total produzida pelas plantas é
direcionada para a assimilacdo do nitrato (RUBIO-ASENSIO et al., 2015). Nas plantas C3,
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como é o caso do arroz, parte do processo de obtengdo de energia esté ligado a fotorrespiracéo,
processo que leva a producao de NADH, utilizado para reducéo do nitrato a nitrito, por meio
do envio do malato dos cloroplastos para o citosol (BLOOM, 2015). Uma outra parte do NADH
é produzida durante o ciclo de Krebs. Uma visdo mais ampla sera mostrada na secao reservada
para apresentacdo dos resultados de expressdo de genes responsaveis pela “produgdo” de
enzimas ligadas ao metabolismo de carbono.

O acumulo de agucares solUveis nas folhas das plantas mutantes em alto e baixo N foi
acompanhado do aumento de nitrato, aménio, N-amino. Esse padréo de acimulo de metabolitos
nitrogenados, os quais utilizam dos agucares solUveis, seja para o fornecimento de energia ou
para fornecimento de esqueletos de carbono, ndo é observado em plantas selvagens cultivadas
em condigOes padrdes. Esse fato levou a conclusdo que o nocaute génico foi diretamente
responsavel pela alteracao desse padrao.

O mais comum seria a assimilacdo do nitrato disponivel (podendo ser estocada uma
parte) em aminoacidos e proteinas, levando ao consumo de boa parte dos esqueletos de carbono.
AZEVEDO et al. (2005), cultivando plantas de arroz selvagem da variedade Caiap0, em solucao
nutritiva com 2mM de nitrato, relataram correlagcdes negativas entre nitrato e actcares solUveis
(-0,94 e -0,98 para raizes e folhas, respectivamente) e aminoacidos totais e agucares soluveis (-
0,94 para folhas), reforcando o padrdo de comportamento referido acima.

4.2.3.6  Proteinas solUveis

Um acumulo significativo de proteinas soltvel foi observado apenas nas raizes e folhas
das plantas sob baixo fornecimento de N (Figura 19A), sendo as folhas o 6rgdo que apresentou
0 maior acumulo. Para o experimento com alto N (Figura 19B) ndo houve diferencas.
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Figura 19.Teores de proteinas soltvel (mg.g™) aos 40 dias apds germinacéo (DAG) nas raizes
e folhas de plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da
variedade Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a dois
tratamentos: (A) 0,2 mM constante N-NO3™ e (B) 2 mM constante de N-NOs". Letras
mindsculas entre colunas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Embora muitas vezes dedicadas a0 metabolismo, muitas proteinas podem funcionar
como uma forma temporéaria de armazenamento de N (TEGEDER & MASCLAUX, 2017).
Frequentemente proteinas de armazenamento sdo relatadas principalmente em leguminosas,
porém em condicOes de estresse podem existir e acumular em todas as espécies de plantas,
resultando em um menor crescimento (AVICE et al., 1996).
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As proteinas solliveis sdo compostas de proteinas enziméticas e proteinas nao
enzimaticas. Uma parte dessas proteinas acumuladas séo, possivelmente, proteinas nédo
enzimaticas, uma vez que a demanda por enzimas para a assimilacdo do N primario (nitrato)
foi diminuida, como ja foi relatado anteriormente, o que levaria a menor necessidade de
producdo de certo grupo de enzimas. Sendo assim essas proteinas foram, possivelmente,
utilizadas para o armazenamento do N acumulado em excesso dentro das células, em
decorréncia da ineficiéncia do envio desse N para a parte aérea, devido ao nocaute do gene
OsAAP1.

Era esperado que as plantas mutantes acumulassem proteinas sollveis quando
submetidas a alta dose de N, porém nédo ocorreu. Possivelmente devido a uma inibigdo ainda
mais expressiva na producéo de proteinas enzimaticas ligadas a assimilagéo primaria do nitrato
(nitrato redutase), o que explicaria os teores iguais de proteinas sollveis entre plantas mutantes
e selvagens.

4.2.2  Expressdo génica

O nocaute do gene OsAAP1 influenciou a expressdao de genes associados ao
metabolismo de nitrogénio e carbono. Primeiramente serdo apresentados e discutidos a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio, quando as plantas foram
submetidas a baixo N e alto N, respectivamente. Posteriormente serdo apresentados e discutidos
os resultados da expressdo génica dos genes relacionados ao metabolismo de carbono.
Encontra-se no anexo 8 uma visdo geral das alteracGes ocorridas na expressdo génica das
plantas mutantes submetidas a alto e baixo N.

Os genes foram selecionados para o estudo no intuito de fornecer um pequeno
monitoramento do destino do nitrato fornecido as plantas, bem como determinar possiveis
alteragGes no metabolismo de carbono e nitrogénio.

4221 Genes do metabolismo de n -0,2 mM de NO3

As plantas mutantes submetidas a baixo N apresentaram nas raizes uma reducdo na
expressao dos genes OsNRT 2.1, OsNRT 2.4, OsGS2, OsNADH-GOGAT, OsNPF 7.2 e OsNPF
7.3 (Figura 20A, B, D, E, G H), quando comparada as plantas selvagens. Somente 0s genes
OsNIA 1 e OsASN 1 tiveram uma expressao relativa aumentada (Figura 20 C E 20F).

De acordo com LEZHNEVA et al. (2014), o gene NRT 2.4 estd aparentemente
envolvido na aquisicdo direta de nitrato do solo através da epiderme e do cortex nas zonas dos
pelos radiculares, enquanto o NRT2.1 direciona o nitrato presente no apoplasto para células do
cortex e endoderme. Em raizes de arabidopsis o transportador NRT2.1 € o principal componente
do sistema HATS induzido, a qual perde cerca de 75% da capacidade de absorver o nitrato
guando esse gene é nocauteado (FERNANDES et al., 2018).

Sendo assim a menor expressdo do NRT 2.1 e 2.4 prejudicou a absorcdo e a
movimentacdo interna do nitrato, o que pode ser evidenciado pela menor deplecdo do N
presente em solucdo nutritiva e menor taxa de decaimento do pH (Figura 12). Sabe-se que a
expressao desses genes esta relacionada diretamente ao status de N das plantas, e um acimulo
dos produtos da assimilacdo do N, como a glutamina, gera uma repressdo dos mesmos, o que
explica o acimulo de aminoéacidos, bem como nitrato e aménio nas plantas mutante devido a
deficiéncia no uso do N fornecido ocasionado pelo nocaute do gene OsAAP1 o que levou a
diminuicdo na expressdo dos transportadores 2.1 e 2.4. Sendo assim, pode-se inferir que a
atividade de transportadores de aminoacidos influencia os transportadores de N inorgéanico e a
absorcéo pelas plantas.
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Figura 20. Expresséo relativa dos genes OsNRT2.1 (transportador de nitrato 2.1), OSNRT2.4
(transportador de nitrato 2.4), OsNIAL (nitrato redutase 1), OsGS2 (glutamina sintetase
2), OsNADH-GOGAT (glutamato sintase), OsASN 1 (asparagina sintetase 1),
OsNPF7.2 (transportador de nitrato/peptideos 7.2), OsNPF7.3 (transportador de
nitrato/peptideos 7.3), aos 40 dias apds germinacdo (DAG) em raizes de plantas da
variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade Piaui
mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a 0,2 mM constante de N-NOs

Apesar de ter absorvido de forma menos eficiente, as plantas mutantes apresentaram
niveis internos de nitrato mais elevados. Esse nitrato aparentemente foi enviado para trés
destinos: uma pequena parte para o vacuolo, uma outra parte exportada para as folhas e bainhas
e a outra parte assimilada nas raizes.

Os resultados da expressdo génica indicam que a maior parte do nitrato absorvido foi
assimilado nas raizes, principalmente na forma de asparagina, isso porgque houve um aumento
na expressdo do gene OsNIAL (enzima responsavel pela reducdo do nitrato no citosol) (Figura
20C), indicando uma grande reducgéo do nitrato absorvido, seguido do aumento na atividade da
asparagina sintetase (enzima responsavel pela sintese da asparagina por meio de transaminagéo
do aspartato com a glutamina, ou pela aminacdo direta do aspartato com o amonio livre) (Figura
20F).

Os genes responsaveis por codificarem proteinas de envio do nitrato para o vacuolo
(OsNRT 7.2) e para o xilema (OsNRT 7.3), tiveram uma expressao reduzida (Figuras 20G-20H).
Assim como 0s genes OsGS2 e OsSNADH-GOGAT, os quais codificam as enzimas responsaveis
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pela sintese da glutamina e do glutamato, respectivamente (Figura 20D-20E). Portanto invés de
seguir o padrdo de plantas de arroz cultivadas com baixo N, ser assimilado pela via GS-GOGAT
ou ser exportado para parte aérea, grande parte foi assimilado na forma de asparagina nas raizes,
possivelmente, como um mecanismo de destinar o N presente no citosol. Uma outra parte do N
absorvido foi enviado para a parte aérea, visto os teores de nitrato, aménio e N-amino presentes
nesse Orgao.

A expresséo dos genes OsGS2, OsFd-GOGAT, OsNPF 7.2, OsAST1, OsASN1 (Figura
21 B-F), seguiram um padrdo semelhante na parte aérea, exceto o0 OsNIA1 (Figura 21A).
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Figura 21. Expressdo relativa dos genes OsNIA 1(nitrato redutase 1), OsGS 2 (glutamina
sintetase 1), OsFd-GOGAT glutamato sintase), OsNPF 7.2 (transportador de
nitrato/peptideos 7.2), OsAST 1 (aspartato aminotransferase) e OsASN 1(asparagina
sintetase 1), aos 40 dias ap6s germinacao (DAG) em folhas de plantas da variedade Piaui
(WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade Piaui mutantes por nocaute
para o gene OsAAP1) submetidas a 0,2 mM constante de N-NOs".

Analisando este cenario foi proposto que o nitrato enviado ao xilema foi em grande parte
direcionado para as bainhas, como pode ser visualizado na Figura 14 A-B, por ser um érgdo de
maior armazenamento desse ion. Outra parte do nitrato foi enviado para as folhas das plantas
mutantes. Nas folhas somente uma pequena parte desse ion foi destinado aos vacuolos e maior
parte utilizado para a sintese de asparagina, uma vez que houve uma baixa expressdo do gene
OsNPF 7.2 (Figura 21 D) e maior expressdo do gene OsASN1 (Figura 21 F), respectivamente.
Ap0s o nitrato ser assimilado pela via GS-GOGAT, a glutamina e o glutamato produzidos foram
utilizados para producdo de asparagina, que nas folhas assim como nas raizes parece ser o
destino preferencial do N absorvido pelas plantas mutantes.

Interessante notar que, provavelmente, a maior parte do aspartato utilizado para a
producdo da asparagina teve origem nas raizes, uma vez que nesse 0rgdo houve uma maior
reducdo do nitrato e possivelmente uma maior produgéo de aspartato, e quando comparada a
expressao da asparagina sintetase nas raizes e nas folhas percebe-se que foi maior nas folhas, o
que indicou a maior producao de asparagina nas folhas.
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A producdo de asparagina necessita tanto de glutamina (ou aménio) quanto de
aspartato, sintetizado pela acdo da aspartato aminotransferase (AST). Porém a expressdo do
gene OsAST 1 foi menor nas folhas, portanto para manter a alta taxa de produgéo de asparagina
que possivelmente ocorreu nas folhas grande parte do aspartato foi importado das raizes. Vale
lembrar que o gene OsAAP1 ndo tém o aspartato como substrato fisioldgico, ndo afetando entdo
0 envio desse aminoacido para as folhas, tornando esse processo totalmente possivel e viavel.

Outro aspecto relevante observado foi que a producéo de glutamina foi diminuida tanto
nas raizes quanto nas folhas das plantas mutantes, porém a demanda pelo grupamento-amino
foi aumentada nesses dois 6rgdos, desse modo grande parte foi obtido diretamente do amonio
oriundo da reducdo do nitrato das raizes.

De acordo com GAUFICHON et al. (2010), as enzimas asparagina sintetase produzidas
pelas plantas podem usar tanto aménio quanto glutamina, sendo a glutamina a doadora
preferencial. DUFF et al. (2011), observou que apesar da asparagina sintetase preferir a
glutamina como doadora do grupamento amida, 0 aménio presente nas raizes de milho, também
foi usado como doador de N. Com isso, nas condicGes experimentais do presente estudo, grande
parte do grupamento amida utilizado pela AS certamente teve origem no amonio livre nas
células, ainda mais porque os niveis de amodnio foram maiores nas trés partes das plantas
mutantes (raiz, bainha e folha).

4.2.2.2 Genes do metabolismo de N - 2 mM de NO3-

A expressao relativa do gene OsAAP1 nas plantas mutantes foi proxima de zero, o que
caracterizou um nocaute génico eficiente (Figura 22A). A pequena quantidade de transcritos,
mesmo que sejam traduzidos vao gerar proteinas ndo funcionais, uma vez que pelo alinhamento
da sequéncia desse gene, apds edicdo pelo sistema CRISPR-Cas 9 foi possivel encontrado
regides com stop cdédon em grande parte do corpo do gene, gerando assim uma proteina ndo
funcional.

As plantas mutantes submetidas a alto N apresentaram nas raizes uma menor expressao
relativa dos genes OsNRT1.1 (Figura 22B), OsNIA 1(Figura 22C), OsNADH-GOGAT (Figura
22E) e OsGS2 (Figura 22f). Houve o aumento na expressdo relativa dos genes OsNPF 7.2
(Figura 22D), OsNPF7.3 (Figura 22G) e OsASN (Figura 22H)

Importante observar que as plantas mutantes sob alto N, quando comparadas as plantas
com baixo N, apresentaram diferentes estratégias para metabolizar o nitrato absorvido. Em
ambas as concentracdes houve uma reducdo na absorcdo de nitrato. Essa reducdo de absorcéo
no tratamento de 2 mM foi evidenciada pela menor expressao do gene OsNRT1.1, indicando
que a absorcdo de N inorganico (nitrato) foi diretamente afetada pelo nocaute génico,
independente da concentracdo de nitrato fornecida.

Vale lembrar que o transportador OsNRT1.1 além de estar envolvido na absor¢do de
nitrato do solo atua também como um transceptor, sinalizando para as plantas as concentragdes
desse ion no meio externo (solo ou solucdo nutritiva), dessa forma a reducdo na expresséo desse
gene nas raizes das plantas mutantes indica possivelmente problemas na sinalizacdo, levando
assim a uma menor absor¢éo do ion nitrato (TEGEDER & MAUSCLAUX, 2017).

Certamente a menor expressdo desse gene esta relacionada também a elevada
concentracdo de nitrato e de aminoacidos no interior das células, que nessa condicdo de alto N
foram, respectivamente, até 42% e 56% maior do que a concentracdo relatada nas raizes das
plantas selvagens.

O amonio e os aminodcidos sdo outros sinais de regulacdo para os transportadores de
nitrato que inibem absorc&o direta de nitrato por mecanismo de feedback (L1U & VON WIREN,
2017).
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Figura 22. Expressdo relativa dos genes OsAAP1(aminoacido permeasse 1), OsNRT1.1
(transportador de nitrato/peptideos 8.9), e OsNIA 1 (nitrato redutase 1), , OSNADH-
GOGAT (glutamato sintase), OsGS 2 (glutamina sintetase 2), OsNPF7.2 (transportador
de nitrato/peptideos 7.2), OsNPF 7.3 (transportador de nitrato/peptideos 7.3) e OSASN
1 (asparagina sintetase 1), aos 40 dias apds germinacdo (DAG) em raizes de plantas da
variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade Piaui
mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a 2 mM constante de N-NOs'.

Diferentemente das plantas mutantes sob baixo N, quando em condicGes de alto N a
expressdo do gene OsNIA 1 apresentou uma reducdo de até 60 % em relacdo a WT. Os genes
OsGS2 e OsNADH-GOGAT obedeceram um padrédo de redugdo, porém com maior intensidade,
sendo cerca de 68% e 78% menos expresso quando comparado a WT. Essa diminuicdo de
expressdo indica que em condicOes de alto N a assimilacdo desse nutriente em plantas
nocauteadas para o gene OsAAP1 reduz significativamente, certamente devido aos elevados
niveis interno dos metabolitos presente no citosol das células radiculares, o que levou a uma
regulacao negativa.

O aumento na expressdo dos genes OsASN1, OsNPF7.2 e OsNPF7.3, sugere que as
plantas mutantes estdo usando trés estratégias diferentes para direcionar o alto teor interno de
nitrato. Assim como as plantas cultivadas em baixo N, a maior expressdo da OsASN1 sugere
que a asparagina, por apresentar uma maior relacdo N:C comparada aos demais aminoacidos,
foi utilizada mais intensamente para metabolizar o N absorvido, até mesmo como uma forma
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de diminuir a quantidade de glutamina no citosol e permitir o uso de N. Porém, a alta
concentracdo do nitrato no meio interno, a maior expressdo do OsNPF7.2 e OsNPF7.3,
transportadores que enviam o nitrato para o vacuolo e para a parte aérea, respectivamente,
sugeriu que uma grande parte do N também foi destinado ao vacuolo das células radiculares e
a outra parte direcionada ao xilema.

A menor assimilacdo do nitrato e 0 acimulo também pode ser evidenciado pelos maiores
teores de metabolitos encontrados nesse 6rgao, principalmente nitrato e amdnio. De acordo com
HU et al. (2016), em arroz o transportador NPF 7.2 foi localizado no tonoplastos grandes e em
pequenos vacuolos, com isso 0 nocaute do gene OsNPF 7.2 pode gerar um crescimento
retardado em plantas submetidas a alto teor de nitrato. A menor producéo de massa fresca das
plantas mutantes pode ser associada a menor expressao desse gene, que devido ao nocaute do
OsAAP1 foi regulado positivamente em plantas mutantes.

O nitrato importado pelas células foliares das plantas mutantes, assim como o nitrato
presente nas células radiculares, foram menos assimilados pela nitrato redutase e pela via GS-
GOGAT quando comparada as plantas WT. Fato esse evidenciado pela menor expressao
relativa dos genes OsNIA 1(Figura 23 A), OsGS2 (Figura 23 B) e OsFd-GOGAT (Figura 23 C),
mostrando que em condic¢des de alto N interno as plantas mutantes optaram por diminuir a
expressdo de enzimas responsaveis pela assimilacdo priméaria do nitrato, uma vez que 0s
metabolitos produzidos por essas enzimas estavam em excesso no citosol das células.
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Figura 23. Expresséo relativa dos genes OsNIA 1, OsGS 2, OsFd-GOGAT, OsNPF 7.2, OsAST
1 e OsASN 1, aos 40 dias apds germinacdo (DAG) em folhas de plantas da variedade
Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade Piaui mutantes por
nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a 2 mM constante de N-NOs".

O excesso de nitrato foi estocado nos vacuolos e/ou assimilados em aminoacidos com
maior relagdo N:C. Esse mecanismo pode ser evidenciado pela maior expressdao do gene
OsNPF7.2 (Figura 23D), OsAST 1 (Figura 23E) e OsASN1 (Figura 23F), sendo esses dois
ultimos genes mais expressos na linhagem 5. Se comparada as duas linhagens em estudo (L3 e
L5) é possivel observar que a L5 apresentou menor teor de nitrato e aménio, indicando que essa
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linhagem optou mais pela assimilacdo do N em moléculas de asparagina do que pelo estoque
nos vacuolos.

Fato é que as plantas mutantes apresentaram padrdes semelhantes de assimilagdo do
nitrato nas raizes e na parte aérea, sendo esse padrdo diferente entre linhagens e plantas
mutantes. Essa maior expressdo da ASN, que certamente resultou em maior produgédo
asparagina, contribui substancialmente para os maiores teores de aminoacidos totais registrados
na parte aérea dessas plantas.

De maneira geral, pode-se afirmar que o nocaute do gene OsAAP1 resultou em
alteracbes nos niveis de expressdo das enzimas responsaveis pela metaboliza¢do do nitrato.
Plantas sob alto N apresentaram, aparentemente, uma menor taxa de reducdo do nitrato e um
armazenamento mais intenso do N em sua forma i6nica (nitrato), seja nos vacuolos das células
radiculares ou nos vactolos das células foliares. Porém quando submetidas a baixo N
apresentaram uma menor exportacdo do nitrato para os vacutolos.

De forma semelhante, plantas de arroz com o gene OsAAP1 nocauteado, quando
cultivadas em alto ou baixo nitrato, apresentaram uma maior expresséo do gene OsASN 1, sendo
gue em baixo N esse gene foi mais expresso nas raizes e em alto N foi mais expresso nas folhas.

O produto final dessa maior expresséo relativa do ASN 1 foi a asparagina, um
aminoacido importante para as plantas, principalmente em condicGes de estresse. Essa maior
producdo de asparagina podera ser relatada de fato quando for realizada a anlise do perfil dos
aminoacidos dessas plantas. Porém dados presentes na literatura (SANDERS et al., 2009,
PERCHLIK et al., 2017) reforcaram a hipétese apresentada nesse trabalho, de acumulo da
asparagina em plantas mutantes para o gene AAP1.

4.2.2.3 Genes do metabolismo de carbono — 0,2 mM NO3

O metabolismo de nitrogénio e de carbono estdo diretamente ligados. Carboidratos sdo
fornecidos ao ciclo do N, seja para assimilacdo direta do N (2-oxoglutarato, oxaloacetato,
piruvato e fosfoenolpiruvato) ou para a sintese de poder redutor (sacarose, amido e trioses
fosfato). Dessa forma alteracdes no metabolismo de N podem gerar modificacbes no
metabolismo de carbono. Essas modifica¢fes séo complexas e envolvem um grande ndmero de
metabolitos, porém existem pontos chaves de regulacdo que permitem um monitoramento,
mesmao que superficial, de parte das reac6es. Sendo assim, foi determinada a expresséo relativa
de seis genes que codificam enzimas que catalisam reac6es na glicolise e no ciclo de Krebs.

As plantas mutantes quando submetidas a baixo N apresentaram uma regulagéo negativa
(downregulation) para todos os genes analisados (Figura 24A - 24F). Os genes OsPPK1,
OsPK1, OsPPC1 e OsCYT-MDH codificam enzimas envolvidas na glicélise, em ordem:
fosfofrutokinase, que realiza a conversao da frutose 6-fosfato em frutose 1-6 bifosfato (Figura
24A); piruvato quinase, que realiza a conversao do fosfoenolpiruvato em piruvato (Figura 24B);
fosfoenolpiruvato carboxilase, que realiza a conversdo do fosfoenolpiruvato em oxaloacetato
(Figura 24C); malato desidrogenase citosolica, que realiza a conversédo do oxaloacetato em
malato (Figura 24D). Os genes OsICDH 1 e OsNADP-MDH codificam duas enzimas do ciclo
e Krebs, em ordem: isocitrato desidrogenase, que realiza a conversdo do isocitrato em 2-
oxoglutarato (Figura 24E); malato desidrogenase, que realiza a conversdo do malato a
oxaloacetato (Figura 24F).
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Figura 24. Expressdo relativa dos genes OsPPDK1 (fosfato diquinase 1), OsPK1 (piruvato
quinase), OsPPC1 (fosfoenolpiruvato carboxilase), OsCYT-MDH (malato
desidrogenase  citosdlica), OsNADP-MDH (malato  desidrogenase) e
OsICDHZ1(isocitrato desidrogenase), aos 40 dias apds germinacdo (DAG) em folhas de
plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade
Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a 0,2 mM constante de N-
NOs.

A glicolise vegetal € regulada principalmente pelos seus produtos, sendo a concentracédo
citésolica de fosfoenolpiruvato um importante regulador. Porém metabdlitos como o ATP e o
AMP também podem exercer efeito regulatorio (TAIZ & ZEIGER, 2017).

Como pode ser visualizado nos graficos de fragdes sollveis, de deplecdo de N e de
expressao génica, o nocaute do gene OsAAP1 levou a uma diminuicdo na quantidade de nitrato
assimilado, o que resultou em acimulo de metabdlitos e levou a regulacéo na expressao relativa
de genes que codificam para enzimas responsaveis pela assimilacdo de N.

Essa menor assimilagdo de N certamente ocasionou um menor uso e posteriormente
menor producdo de poder redutor e de esqueletos de carbono. Com isso, parte dos acucares
soltveis produzidos durante o ciclo do carbono acumularam, o que pode ser evidenciado pelos
teores de acgUcares soluveis. Esse acimulo gerou, em plantas mutantes, uma regulacdo negativa
na expressdo dos genes analisados, e consequentemente na glicolise e no ciclo de Krebs.

A menor atividade de assimilacdo do aménio pela via GS-GOGAT, certamente gerou
um acumulo de ATP e NADH, e uma forte queda na demanda energética, pois como ja foi dito
anteriormente, as plantas destinam cerca de 25% de sua energia para a assimilacdo de nitrato.

Os produtos do ciclo de Krebs utilizados diretamente pelo ciclo do N (oxaloacetato e 2-
oxaglutarato) também foram subutilizados, uma vez que menos nitrato foi assimilado nas folhas
das plantas mutantes, o que gerou uma regulacédo negativa na expressao dos genes (OsICDH 1
e OsNADP-MDH) responsaveis pela codificagdo de enzimas que catalisam reacGes para
producéo desses metabdlitos.
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Dessa forma, quando as plantas mutantes foram submetidas a 0,2 mM de nitrato, houve
alteracdes no ciclo do N, ocasionadas pelo nocaute do OsAAP1, gerando um controle negativo
no metabolismo de carbono.

Como pode ser visto adiante, em plantas cultivadas com alto N, as alteracdes no ciclo
de carbono foram completamente diferentes.

4.2.2.4  Genes do metabolismo de carbono — 2mM NOs

A expressao relativa dos genes relacionados ao metabolismo de carbono, apresentaram
um padrdo inverso nas células foliares das plantas mutantes submetidas a alto N quando
comparado as plantas submetidas a baixo N, exceto para o gene OsPPK1 (Figura 25 A) nas
duas linhagens e o gene OsSNADP-MDH (Figura 25 E) para a linhagem 5, os quais apresentaram
0 mesmo padrédo de queda observado para as plantas em baixo N. Os demais genes analisados
apresentaram uma expressao relativa aumentada (Figuras 25 B, C, D, F).

|

L:] WT [ ] L3 B L5
2,4

s L2 A OsPPDK1 1615 OsPK1 C OsPPC1
s 1,2
s 08 1,6
= 0,8
7]
g 0,4 0,8
o 0,4
3

0,0 0,0 0,0

WT L3 L5 WT L3 L5 WT L3 L5

1,6 2.4
© D OsCYT-MDH 15 |E OsNADP-MDH OsICDH1
> ,
5 12 1,6
(] )
= 0,8
5 08
@ 0.8
o 4 '
5 04 0
Q

0,0 0,0 0,0

WT L3 L5 WT L3 L5 WTr L3 L5

Figura 25. Expresséo relativa dos genes OsPPDK1 (fosfato diquinase 1), OsPK1 (piruvato
quinase), OsPPC1 (fosfoenolpiruvato carboxilase), OsCYT-MDH (malato
desidrogenase  citosolica), OsNADP-MDH (malato  desidrogenase) e
OsICDH1(isocitrato desidrogenase), aos 40 dias ap6s germinacdo (DAG) em folhas de
plantas da variedade Piaui (WT) e das linhagens 3 e 5 (L3 e L5 — plantas da variedade
Piaui mutantes por nocaute para o gene OsAAP1) submetidas a 2 mM constante de N-
NO3.

O aumento na concentracdo externa de nitrato gerou um aumento na necessidade de
assimilacdo do nitrato absorvido. Porém, com o gene OsAAP1 nocauteado e o envio de
aminoacidos comprometido, os teores de nitrato e 0s demais metabdlitos oriundos da
assimilacdo do mesmo aumentaram, e aparentemente um dos metabolitos mais acumulado foi
a asparagina. Ao comparar a expressao da ASN nas raizes e principalmente nas folhas das
plantas mutantes cultivadas em condicdes de alto N foi possivel perceber um pequeno aumento
na expressao desse gene nas raizes e um grande aumento nas folhas, de 160 % e 300% para as
linhagens 3 e 5, respectivamente.
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Sabendo que para a producdo da asparagina € necessario aspartato e glutamato (ou
amonio) além de ATP, era esperado que as plantas modificassem o seu metabolismo de forma
a suprir adequadamente as demandas internas. Apesar do menor gasto energético e de
esqueletos de carbono com a assimilacdo do nitrato pela nitrato redutase e posteriormente pela
via GS-GOGAT, devido a expressao dos genes envolvidos nesse processo (0 que resultaria em
uma regulacdo negativa no metabolismo de carbono de forma semelhante ao observado em
condigdes de baixo N), foi proposto que a planta direcionou parte do excedente em esqueletos
de carbono e de energia para a producéo da asparagina, principalmente nas folhas, que mesmo
com o uso de parte da energia e de esqueletos de carbono subutilizados nos processos
assimilatorios anteriores, regulou positivamente os genes envolvidos na sintese de carboidratos
e energia na forma de ATP, tornando possivel a assimilacdo do N acumulado.

Como dito anteriormente a baixa concentracdo de fosfoenolpiruvato e ATP regulam
positivamente a glicolise. Essa regulacdo possivelmente ocorreu nas plantas mutantes
cultivadas sob alto N, uma vez que a expressao dos genes OsPK1, OsCYT-MDH (L3) e OsPPC1
foi elevada. O aumento na expressdo desses genes esta relacionado a uma maior producao de
piruvato (direcionado ao ciclo de Krebs para a sintese de esqueletos de carbono essenciais ao
ciclodo N, entre eles 0 2-oxoglutarato e oxaloacetato), de malato (também direcionada ao ciclo
de Krebs para a producédo dos esqueletos de carbono descritos anteriormente) e de oxaloacetato
(que pode ser direcionado ao ciclo de Krebs ou ser prontamente utilizado para a producédo do
aspartato), respectivamente.

Dois pontos foram extremamente interessantes quanto a expressdo desses genes. O
primeiro ponto foi que para atender a maior demanda por esqueletos de carbono requeridos para
a sintese da asparagina, a planta aumentou de forma mais significativa a expressdo do gene
OsPPC1, levando a maior producdo do oxaloacetato, sem precisar passar pelas reacdes do ciclo
de Krebs. Com isso a planta certamente adquiriu de forma mais répida o oxaloacetato, o qual
foi direcionado para a sintese de aspartato e finalmente para a sintese de asparagina,
possibilitando a maior producéo de asparagina.

Logicamente que a producdo de oxaloacetato por meio do piruvato enviado ao ciclo de
Krebs tem um saldo neutro no gasto de ATP, uma vez que o gasto inicial de uma molécula é
pago posteriormente, durante a sintese de succinato, e além de tudo gera NADH e FADH>. Mas
estando em uma condicao de estresse, prescisando metabolizar o N que esta sendo acumulado,
0 uso do oxaloacetato produzido por meio da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase, parece uma
alternativa totalmente viavel.

O outro ponto interessante foi a regulacdo negativa da expressdo do gene OsPKL.
Levando em conta que esse gene codifica a fosfofrutoquinase dependente de ATP, a qual
catalisa a conversdo da frutose 6-fosfato em frutose 1-6 bifosfato, que alimenta a via da
glicolitica, era de se esperar um aumento na expressao desse gene, uma vez gque a expressao
dos demais genes aumentou, o que indicava maior necessidade de esqueletos de carbono, entre
eles a frutose 1-6 bifosfato, fato que ndo ocorreu. No entanto ao analisar as vias metabdlicas
que fornecem produtos a glicélise foi possivel perceber que existe um caminho alternativo de
fornecimento de carboidratos que independe da atividade da fosfofrutoquinase, que
aparentemente gera um gasto energetico bem menor, extremamente interessante para plantas
que precisam de usar mais intensamente moléculas de ATP para outras reacdes, nesse caso na
sintese de asparagina.

Esse caminho alternativo vem da entrada direta da di-hidroxiacetona 3-fosfato na
glicolise. Esse intermediario é produzido nos cloroplastos durante o ciclo de Calvin-Benson, e
enviada ao citosol. A entrada desse metabdlito significa energeticamente a economia de dois
ATPs, que seriam necessarios para conversdo da glicose a glicose 6-fosfato pela enzima
hexoquinase, e a para reacdo da fosfofrutoquinase dependente de ATP descrita anteriormente.
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Além de tudo esse processo propicia a producdo mais répida dos esqueletos de carbono
necessarios para as reacoes do ciclo do N, uma vez que reagdes anteriores séo evitadas.

Importante ressaltar que para produzir os metabdlitos necessarios os cloroplastos
atingem taxas apropriadas de transformac6es bioquimicas por meio de alterac6es nos niveis de
enzimas e atividade catalitica ( « moles de enzima/cloroplastos) e atividade catalitica ( « moles
de substrato convertido/minuto/ . mol de enzima) (TAIZ & ZEIGER, 2017), portanto era de se
esperar que alteracdes na expressdo relativa de genes que codificam para enzimas ligadas a
esses processos metabdlicos ocorressem, em reposta a um aumento na demanda energética e de
carboidratos para assimilagdo do N acumulado, o que realmente foi verificado nas plantas
mutantes.

Portanto, as plantas com o gene AAP1 nocauteado, quando submetidas a condicdes de
alto N alteraram o metabolismo de carbono, mediante a regulacéo de reagcdes em pontos chaves,
utilizando ainda diferentes estratégias para otimizar o fornecimento de energia e de esqueletos
de carbono aos processos metabdlicos.

4.3  Experimento 2 (Casa de vegetacao)

Durante o periodo vegetativo as plantas usam parte dos nutrientes absorvidos para o seu
desenvolvimento, outra parte é estocado em pools de reserva, que podem ser utilizados ainda
durante o periodo de desenvolvimento vegetativo e/ou durante o periodo reprodutivo. A
producdo de graos em plantas de arroz, assim como em outros cereais, € diretamente dependente
da eficiéncia da planta em realizar esse processo. Dessa forma, alteragcdes que modifiquem a
capacidade de absorcdo e metabolizacdo de determinado nutriente podem prejudicar
substancialmente a producao final de graos.

Portanto, buscou-se determinar as alteragdes em parametros metabdlicos, fenotipicos e
na EUN causadas pelo nocaute do gene OsAAP1 em plantas de arroz cultivadas em solo, com
uma adubacdo basal de 60 Kg/ha de N (KNOg3). Para isso trés épocas de coletas foram
estabelecidas: antese, 10 dias apés antese (10 DDA) e final do ciclo. No experimento 2 foram
utilizadas as mesmas sementes do experimento 1.

A seguir, encontram-se 0s resultados das anélises realizadas nessas plantas durante essas
coletas. No anexo 9 e 10 é apresentada uma visao geral das alteracGes ocorridas na expressdo
génica, no metabolismo e nas caracteristicas fenotipicas das plantas mutantes.

4.3.1 Metabolitos sollveis e n-total

4.3.1.1 Nitrato

Devido ao fato da adubacdo nitrogenada ter sido realizada somente aos 30 dias ap6s
germinacao, cerca de 60 dias antes da primeira coleta, os teores de nitrato encontrados em todas
as partes das plantas foram baixos, tanto na antese quanto aos 10 DDA (Figura 26). Nessa
condigdo a maior parte do nitrato absorvido ja tinha sido metabolizado, e apenas uma pequena
parte encontrava-se estocado nos pools de reserva.

Mesmo com os baixos teores de nitrato determinado, diferencas entre as plantas WT e
mutantes foram encontradas. As plantas mutantes apresentaram maiores teores de nitrato com
diferengas significativas para as folhas bandeira, colmo e panicula (Figura 26 A). Aos 10 DDA
0s teores nesses 6rgdos apresentaram uma tendéncia de se igualarem, exceto para a F2 da
linhagem 5, que apresentou uma queda (Figura 26B).
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Figura 26. Teores de N-nitrato durante a antese (A) e 10 dias apds a antese (B) nas folhas
bandeira (FB), folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C) e paniculas (P) de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para o gene OsAAP1. Letras minasculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Duas hipdteses podem explicar o maior teor de nitrato nas plantas mutantes no inicio da
antese. A primeira é que devido ao maior teor de metabdlitos acumulados nas linhagens, em
decorréncia do nocaute do gene OsAAP1, o nitrato foi menos utilizado nas reagdes de reducao
pela enzima nitrato redutase, sendo assim enviado para os vacuolos. A outra hipétese, a que
pareceu mais plausivel, foi que as plantas WT iniciaram a remobilizagdo de nitrato mais cedo,
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enquanto as linhagens foram um pouco mais tardias, o que gerou um acumulo inicial nessas
linhagens e uma estabilizacdo logo apos dez dias.

Ao que parece, o periodo de dez dias foi suficiente para que as linhagens conseguissem
exportar ou metabolizar grande parte do nitrato presente nesses 6rgéaos, se aproximando aos
teores das plantas WT. Esse comportamento das plantas mutantes, em relagdo ao uso de nitrato,
ocasionado pela perda de funcao do transportador AAP1L, sugere que esse transportador esta
diretamente relacionado ao inicio da remobilizagdo em plantas de arroz.

Os resultados aos 10 DDA sugerem que as plantas mutantes utilizaram de mecanismos
para amenizar 0s danos ocasionadas pela mutacéo, o que poderéa ser melhor visualizado nos
resultados de expressao génica dos transportadores de aminoacidos e de enzimas relacionadas
ao ciclo do N.

43.1.2 Ambnio

As diferencas nos teores de aménio s6 foram verificadas aos 10 DDA, sendo
significativa apenas para as paniculas da linhagem 3 (Figuras 27 B). Apesar de ndo terem sido
registradas diferencas no inicio da antese ndo significa necessariamente que alteracdes nos
processos que resultam na producédo e no uso desse ion ndo tenham ocorrido. Pode ser que um
diferente perfil de aminoacidos esteja sendo sintetizado pelas plantas mutantes, e esses
amino&cidos presentes nesse perfil utilizaram o amoénio que deveria ter acumulado, ndo
resultando assim em diferencas significativas nos teores durante o inicio da antese.

Ao serem importados pelas paniculas (grdos), alguns compostos nitrogenados séo
enviados para o embrido ou endosperma. Outros compostos passam por NoVos processos de
assimilacdo sendo convertidos em proteinas de estoque (processo mais detalhado nos resultados
de fracionamento de proteinas e expressao génica nos graos), entre outros compostos.

O nocaute do AAP1 possivelmente levou a um menor envio dos aminoacidos presentes
nos graos para o embrido e endosperma, e como podera ser visto posteriormente (Figura 29B),
um maior acimulo de aminoacidos. Com isso uma menor quantidade de aménio foi destinada
para a producdo de aminoacidos e proteinas (em grande parte enzimas), 0 que gerou um
acumulo desse nutriente nas paniculas da linhagem 3. SANDERS et al. (2009) relataram um
acumulo de até 2290% de glutamina no endosperma/casca de semente plantas de arabidopsis
que apresentavam o gene AtAAP1 nocauteado.
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Figura 27. Teores de amdnio durante a antese (A) e 10 dias apds a antese (B) nas folhas
bandeira (FB), folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C) e paniculas (P) de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para o gene OsAAP1. Letras minasculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.1.3  Agucares solaveis

Os teores de agucares solUveis nas linhagens mutantes apresentaram um padrdo de
comportamento apenas nos colmos, durante a antese (Figura 28 A) e nos colmos e paniculas
(Figura 28 B) aos 10 DDA. Nas demais partes, as linhagens 3 e 5 ndo seguiram um padrao,
quando uma linhagem apresentava acimulo a outra apresentava uma reducdo, e vice versa, nao
permitindo maior entendimento das alteracdes ocorridas.
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Figura 28. Teores de agucares solivel durante a antese (A) e 10 dias ap6s a antese (B) nas
folhas bandeira (FB), folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C) e paniculas (P) de
plantas selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5)
modificadas por nocaute para o gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre
colunas diferem pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Menor teor de agucares sollveis foi observado nas paniculas aos 10 DDA (Figura 28B),
e trés processos podem ter contribuido, individualmente ou em conjunto, para esse resultado.
Primeiramente, as folhas em decorréncia do acimulo de aminoacidos durante a remobilizagdo
podem ter exportado menos agUcares para as paniculas em formacdo. Outra possibilidade foi
que em decorréncia da diminuicdo da atividade da GDH (devido a menor expresséo do gene
OsGDH 1, apresentado mais adiante) nas folhas bandeira (somente aos 10 DDA) e folhas 2,
menos esqueletos de carbono foram liberados durante o processo de deaminacao, justificando
0S menores teores presentes nas paniculas. A terceira possibilidade foi que as plantas mutantes
utilizaram boa parte dos esqueletos de carbono importados nas paniculas para producéo de
asparagina (evidenciado pela maior expressdo do gene OsASN1 na paniculas das plantas
mutantes — Figura 38B), que nesse caso pode ter ocorrido ndo somente para economizar
carboidratos pelo aumento da relagdo N:C, mas também para armazenar o N acumulado
(amdnio e aminoacidos) devido a perda de atividade do transportador AAP1, responsavel pela
envio de aminodacidos para 0 embrido como observado em plantas de arabidopsis (SANDERS
et al., 2009).

4.3.1.4 Aminoacidos livres

A maior parte do nitrogénio é exportado das folhas como aminoacidos, durante a
senescéncia as folhas se tornam uma grande fonte de aminoacidos (WHITE et al., 2016). A
remobilizacdo eficiente e o subsequente uso de N pelos drenos (paniculas) sdo importantes para
a elevada produgdo de sementes (BARNEIX, 2007). Sendo assim um acimulo de aminoacidos
pode prejudicar substancialmente a produtividade.

As plantas mutantes coletadas durante a antese apresentaram maiores teores de
aminoéacidos totais nas folhas bandeira (apenas para a linhagem 3) e folhas dois. De forma
distinta menores teores foram registrados nos colmos e paniculas (Figura 29 A).

Esse acumulo de aminoacidos nas folhas, e 0s menores teores nos colmos e paniculas
no inicio da antese, corrobora com a hipétese de retardo na senescéncia das plantas mutantes,
em que as plantas selvagens, remobilizaram mais rapidamente os aminoacidos das folhas
(grande fonte) até as paniculas (forte dreno). As diferencas encontradas nas plantas mutantes
estdo de acordo com o acumulo esperado devido a perda de funcdo do transportador AAPL,
envio de aminoacidos para os vasos condutores, sugerido por PERCHLICK et al. (2017), que
por meio da superexpressdo do transportador AAP1 em plantas de arabidopsis relataram
diferencas (acimulo) de amino&cidos totais no xilema e em exsudados extraidos dessas plantas,
cultivadas em baixo, moderado ou alto N.

Na coletada realizada aos 10 DDA foi verificado um acimulo de amino&cidos nas folhas
bandeira e nas paniculas (Figura 29 B) das plantas mutantes. O acimulo observado nas folhas
bandeira na antese manteve-se mesmo ap6s dez dias, diferente do observado para o nitrato, o
gual tendeu a igualar aos teores das plantas mutantes. Esse acumulo foi devido a menor
capacidade dessas linhagens em remobilizar essa fonte de N. Porém, boa parte dos aminoacidos
remobilizados para os graos, acumularam (principalmente na L3), indicando que o envio e
importacdo de aminoacidos aconteceu, porem como podera ser visto mais adiante, esse envio e
importagdo nas plantas mutantes alteraram a expressdo de outros transportadores de
aminoéacidos, no intuito de suprir o papel do AAP1, com isso alteragcdes podem ter ocorrido no
perfil de aminoacidos importados pelos gréos.

Como relatado anteriormente, o transportador AAP1 foi caracterizado em arabidopsis
como responsavel pelo efluxo de aminoacidos para o embrido. Portanto, esse maior teor de
aminoéacidos, que néo refletiu em maior teor de proteina bruta (dado apresentado em outra se¢éo
— Figura 32), foi possivelmente acumulado em outros compartimentos (possivelmente no
apoplasto das sementes).
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Figura 29. Teores de N-amino durante a antese (A) e 10 dias ap6s a antese (B) nas folhas
bandeira (FB), folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C) e paniculas (P) de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para o gene OsAAP1. Letras minasculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Como poderéa ser visto nos dados de expressdo génica, asparagina possivelmente foi
responsavel por grande parte dos aminoacidos acumulados nas folhas 2 durante a antese e nos
gréos aos DDA, visto 0 aumento na expressdo do gene que codifica para a asparagina sintetase
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(OsASN 1) e diminuicdo na expressdo da glutamina sintetase, indicando alteragdes no perfil de
aminoacidos nas plantas mutantes.

Esse maior teor de aminodcidos nas paniculas foi acompanhado da reducdo dos teores
de acucares soluveis (Figura 28 B), indicando que a planta utilizou esses esqueletos de carbono
para armazenar boa parte do N importado nas sementes, como ja foi proposto anteriormente.

4.3.2 Teor e conteddo de n-total

A determinacéo do teor e do conteudo de N-total permite um registro em conjunto dos
metabolitos nitrogenados sollveis (nitrato, amo6nio e aminoacidos) bem como do N armazenado
nos tecidos em formas proteicas (proteinas solUveis, enzimas, proteinas estruturais), sendo
muito util para o presente estudo, pois permitiu a observacdo da distribuicdo do N entre as
diferentes partes das plantas no inicio da antese e no final do ciclo.

Na antese maiores teores de N-total foram encontrados nas folhas 2 (F2) e outras folhas
(OF) e menores teores nos colmos e nos grdos das linhagens (Figura 30A). Comportamento
semelhante foi observado no contetddo de N-total (Figura 31A). Esses resultados reforcaram a
hipdtese apresentada anteriormente, de alteracdo (atraso) no inicio da remobilizacdo dos
compostos nitrogenados pelas plantas mutantes. Os maiores teores e contetdo de N nas folhas
2 e menores nas paniculas associado aos maiores teores de aminoacidos livres, o que reforcou
a participacao desse metabdlito no teor de N durante essa fase.

No final do ciclo, foi verificado acimulo de N nas F2, nos colmos (C) e nas cascas
(paleat+lema) das plantas mutantes (Figura 30 B), indicando novamente alteracfes na
capacidade de remobilizacdo das plantas mutantes e o papel do AAP1 nesse processo. Alem do
exercer o papel de regulacdo na absorgdo de N e no metabolismo, alguns transportadores de
aminoéacidos influenciam no carregamento do floema, como o0 AAP1 em arabidopsis, afetando
a quantidade de N remobilizado das fontes para os drenos, alterando dessa forma o
desenvolvimento dos drenos (TAN et al., 2010; SANTIAGO & TEGEDER, 2016).

Os grdos ndo apresentaram alteracdo no teor de N total, porém nesse caso deve-se
considerar que o perfil dos aminoacidos foi o parametro que possivelmente sofreu alteracdes, e
ndo o N-total. O que pode ser proposto devido ao aumento na expressdo de outros
transportadores de aminoacidos (os quais possuem afinidade por diferentes substratos) e pelo
acumulo de aminoé&cidos que certamente ocorreu em diferentes compartimentos das sementes.
Interessante notar que um dos locais de acimulo pode ter sido as cascas, uma vez que o acumulo
de N foi observado. Isso sugere um papel do transportador AAP1 também na importacdo de N
das cascas para o interior das sementes, sem o qual o processo fica comprometido, uma vez que
mesmo com 0 aumento na expressao de outros transportadores (como serd mostrado
posteriormente), 0 N permaneceu acumulado.

Um maior contetdo de N-total foi registrado nas F2 e nos colmos das plantas mutantes
ao final do ciclo. Em contrapartida, os grdos tiveram um menor contetdo, sendo que apenas a
linhagem 3 teve uma diferenga significativa quando comparada a WT. Essa menor concentragéo
foi sobretudo influenciada pela producdo de gréos dessas linhagens, que foi reduzida
principalmente nas plantas da linhagem 3.
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Figura 30. (A) Teores de N-total durante a antese e (B) final do ciclo nas folhas bandeira (FB),
folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C), Grdos e casca de plantas selvagens da
variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas por nocaute
para 0 gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre colunas diferem pelo teste de
tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 31. (A) Conteudo de N-total durante a antese e (B) final do ciclo nas folhas bandeira
(FB), folhas 2 (F2), outras folhas (OF), colmos (C), Gréos e casca de plantas selvagens
da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas por
nocaute para o gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre colunas diferem pelo
teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3.3  Proteina bruta e fracGes proteicas

N&o houve alteracdes significativas no teor de proteina bruta para os grdos em final de
ciclo (Figura 32). Como esse parametro foi obtido pela multiplicacdo do teor de N-total nos
gréos em final de ciclo pela constante 5,95, realmente ndo eram esperadas diferengas, uma vez
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que o teor de N-total nos graos das plantas mutantes no final de ciclo também ndo foram
significativos.
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Figura 32. Teor de proteina bruta em grdos de arroz no final do ciclo de plantas selvagens da
variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade modificadas por nocaute para o
gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre colunas diferem pelo teste de tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Possivelmente, quando se trabalha com plantas mutantes para transportadores de
aminoacidos, esse parametro ndo seja um indicador preciso. Por exemplo, o transportador
AAP1 em arabidopsis, além de participar no envio de aminoécidos para os vasos condutores
(PERCHLIK, 2017), foi caracterizado como responsavel pelo envio de aminoacidos para o
embrido em formacdo (SANDERS et al., 2015). Sendo assim, o nocaute desse gene pode ter
resultado em um acumulo de N ndo proteico nos grdos das plantas mutantes, como pode ser
visto nos teores de aminoacidos livres aos 10 DDA. Quando determinado o teor de proteina
bruta, usando o teor de N-total, boa parte dessa proteina pode ter sido na verdade apenas
aminoéacidos livres acumulados nesses graos.

No entanto, outras abordagens presentes na literatura, foram eficientes para quantificar
0 teor proteico em sementes de plantas mutantes. SANDERS et al. (2015), relataram uma
reducdo de até 22% no contetdo de proteina sollivel em linhagens de arabidopsis que
apresentava 0 nocaute do gene AtAAPL. Determinacdo realizada com kit especifico para
quantificacdo de proteinas. Outra técnica utilizada pelo mesmo autor foi a SDS-PAGE que
permitiu claramente a visualizagdo na reducédo de globulina e albumina em plantas mutantes.

Buscando uma determinacdo mais precisa dos teores proteicos, foi realizado o
fracionamento de proteinas, de acordo com SOUZA (1990).

As plantas mutantes apresentaram maiores teores de glutelina e albumina+globulina,
ndo sendo significativo para a prolamina (Figura 33 A). Este teor pode ter sido fortemente
influenciado pelo peso dos graos, que como podera ser visto adiante, diferiu significativamente
entre plantas mutantes e WT, o que levou a um efeito de concentragdo dessas proteinas nesses
graos.

Com isso, também foi analisado as concentra¢fes (mg/gréo) dessas proteinas (Figura
33B). Interessantemente os valores de glutelina e albumina+globulina ndo diferiram das plantas
WT, porém a concentracdo de prolamina foi menor nas linhagens.
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Figura 33. (A) Teor e (B) contetdo de proteina em grdos de arroz no final do ciclo de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para o gene OsAAP1. Letras minlsculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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No intuito de determinar o motivo da diminuigéo da concentragéo de prolamina, buscou-
se na literatura os aminoacidos que compde essa fracdo proteica. WOO & THOMAS. (1988),
trabalhando com clones de DNA codificante para prolamina em arroz, dividiu esses clones em
duas classes de homologia e determinou o contedo de aminoacidos nessas duas classes. A
glutamina foi 0 aminoacido mais abundante para ambos os clones (20,1 e 23,7 %).

Em levantamento das sequéncias codificantes no banco de dados de arroz (Rice Genome
Annotation Project) pode-se determinar os teores de glutamato, glutamina, aspartato e
asparagina nas proteinas de armazenamento anteriormente citadas (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de aminoacidos por proteina de reserva (dados obtidos na plataforma
Rice Genome Annotation Project)

Aminoécidos (%)
Proteina  Asparagina Aspartato Glutamato  Glutamina

Globulina 3,30 4,00 7,24 2,49
Albumina 3,03 2,66 2,85 8,83
Prolamina 4,11 2,35 1,18 15,79
Glutelina 6,63 3,12 5,74 9,53

Entre as proteinas de reserva a prolamina foi a que apresentou a maior percentagem de
glutamina (15,79 %), e a glutelina a maior percentagem de asparagina (6,63 %). Dentre 0s
quatro aminoécidos analisados a glutamina foi a mais abundante na prolamina, corroborando
com os resultados de WOO & THOMAS, (1988).

Diante dessas informacdes, pode-se chegar nas seguintes conclusdes: considerando que
a glutamina e a asparagina sao aminodacidos transportados pelo transportador AAP1, o nocaute
desse gene ocasionou uma deficiéncia na exportacdo de aminoacidos das folhas (evidenciado
pelo acimulo de aminoacidos nas folhas bandeira) e/ou importacdo pelo embrido (evidenciado
pelo acumulo de aminoacidos nos grédos). A deficiéncia no envio de aminoacidos para o embrido
gerou um acumulo provavelmente no apoplasto das sementes, o que desencadeou um aumento
na sintese de asparagina e diminui¢do na sintese de glutamina (evidenciado pelo aumento na
expressao da asparagina sintetase e diminui¢do na expressao da glutamina sintetase, mostrada
a seguir). Com isso, a producdo (concentracdo) de prolamina, mais dependente de glutamina do
que as demais proteinas de armazenamento, foi afetada negativamente, corroborando assim
com as menores concentracfes de prolamina.

Por outro lado, a maior sintese de asparagina, nao foi revertida em glutelina, indicando
um acumulo desse aminoécido.

Com base nos resultados do fracionamento proteico, pode-se concluir que o nocaute do
gene AAP1 influencia também a producéo de prolamina, sem afetar as demais fracfes proteicas.

De um ponto de vista nutricional, a diminuicdo na concentracdo de prolamina em graos
de arroz é um aspecto positivo, uma vez que essa proteina possui um baixo valor nutricional,
sendo menos relevante para alimentagcdo. Porém, mais interessante seria se, juntamente com a
diminuicdo de prolamina fosse registrado um aumento na concentracdo de glutelina, por ser
uma proteina de alto valor nutricional.
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4.3.4 Expressdo génica
4.3.4.1 Genes do metabolismo de n

Diferentes padrGes na expressdo génica foram observados entre folhas 2 e folhas
bandeira no inicio da antese. Nas folhas 2, com exce¢do do gene OsASN 1, que foi mais expresso
nas plantas mutantes (Figura 34 A), os demais genes, OsAST1, OsFd-GOGAT, OsGDHL1,
OsGS1.1 e OsGS2 apresentaram menor expressdo relativa (Figura 34 B-34F).
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Figura 34. Expressao relativa durante a antese e dez dias apos a antese (10 DAA) dos genes
OsASN 1 (asparagina sintetase 1), OsAST 1 (aspartato aminotransferase), OsFed-
GOGAT (ferredoxina-glutamato sintase) OsGDH 1 (glutamato desidrogenase 1), OsGS
1.1 (glutamina sintetase 1) e OsGS 2 (glutamato sintase 2) em folhas 2 de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para 0 gene OsAAPL. Letras minUsculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Nas folhas bandeira, somente os genes OsASN1 e OsAST 1 tiveram expressao relativa
reduzida (Figura 35 A e 35 B), enquanto OsFd-GOGAT, OsGDH 1, OsGS 1.1 e OsGS2 (Figura
35 C-F) foram relativamente mais expressos.

Essa diferenga ocorreu, possivelmente, porque as folhas 2 estavam menos esverdeadas
do que as folhas bandeira ja no inicio da antese, indicando um processo de senescéncia mais
intenso. Segundo FERNANDES (2018) proteinas dos cloroplastos sédo degradadas ja no inicio
da senescéncia, e liberam aminoacidos para regiGes reprodutivas o que explica a menor
expressao relativa nas folhas 2 das plantas mutantes, uma vez que o0 processo de senescéncia
ainda ndo estava avangado.

Uma maior expressdo dos genes OsGS 2 e OsGOGAT nas folhas bandeira indicou que
nessas folhas o processo de senescéncia ainda ndo tinha sido iniciado ou estava iniciando
evidenciado pela maior expressédo da GDH 1 e GS 1.1, enzimas que normalmente tem uma
atividade e expressdo aumentada com o avancar da senescéncia.

Outro ponto a ser levantado € que, se 0 processo tinha iniciado, ele estava menos intenso
do que as plantas WT, uma vez que, por estarem localizadas nos cloroplastos, essas enzimas
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deveriam apresentar uma redugdo na expressao durante a senescéncia, uma vez que Sao as
primeiras enzimas do ciclo do N a serem afetadas pela senescéncia, o que ndo ocorreu. A maior
expressdo da GS 2 corrobora com essa hipétese, pois de acordo com CORUZZI et al. (2015), a
GS2 plastidial é a isoforma de glutamina sintetase predominte nas folhas, podendo atuar na
assimilacdo primaria do amoénio e na reassimilacdo do aménio fotorrespiratdrio. Levando em
consideracdo que os niveis internos de nitrato estavam baixos, 0 amonio assimilado em grande
parte foi provavelmente oriundo da fotorrespiracéo e ndo da redugéo do nitrato, indicando que
0 metabolismo de carbono continuou bem ativo, sem maiores danos, diferentemente das plantas
WT.
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Figura 35. Expressao relativa durante a antese e dez dias apos a antese (10 DAA) dos genes
OsASN 1 (asparagina sintetase 1), OsAST 1 (aspartato aminotransferase), OsFed-
GOGAT (ferredoxina-glutamato sintase) OsGDH 1 (glutamato desidrogenase 1), OsGS
1.1 (glutamina sintetase 1) e OsGS 2 (glutamato sintase 2) em folhas bandeira de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para 0 gene OsAAPL. Letras minUsculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados indicaram que o nocaute do AAP1 causou um atraso no inicio da
senescéncia nas folhas bandeira, uma vez que transcritos de enzimas cloroplasticas ainda
estavam sendo sintetizadas nessa fase de desenvolvimento.

No entanto, no inicio da antese, as folhas 2 j& estavam todas em processo de senescéncia,
e as plantas mutantes aparentemente, apresentaram uma degradacdo mais deficiente de suas
reservas, uma vez que todas os genes envolvidos nesse processo foram menos expressos. Essa
menor expressdo pode ter sido ocasionada por deficiéncia no processo de exportagdo de
aminoacidos para orgaos drenos, o que levou uma repressdo nos genes OsGDH 1 e OsGS1.1,
que codificam transportadores responsaveis pela deaminacdo de aminoacidos (glutamato) e
formagdo de glutamina no citosol das células durante o periodo reprodutivo. Segundo
FERNANDES et al. (2018), durante o periodo reprodutivo, tanto a expressdo como a atividade
das enzimas GS1 e GDH 1 aumentam, o0 que sugere a participacdo dessas enzimas na
remobilizacdo de N.
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As plantas mutantes durante a antese apresentaram uma maior expressao relativa da
asparagina sintetase (Figura 34 A) nas folhas 2, enquanto as plantas selvagens apresentaram
maior expressdo da glutamina sintetase (Figura 34 E). As amidas asparagina e glutamina
predominam em relagdo ao aspartato e glutamato em condicdes de senescéncia (FERNANDES
et al., 2018), sendo que a glutamina contribui com 42% do total de aminoéacidos no floema de
arroz e € a principal forma de aminoéacidos translocado durante a senescéncia (HAYASHI e
CHINO, 1990).

Em arabidopsis o transportador AAP1 possui a asparagina e a glutamina como
substratos, dessa forma acredita-se que plantas de arroz também possuam afinidade por esses
aminoéacidos. No presente estudo, levando em conta que tanto a asparagina quanto a glutamina
séo transportados pelo AAP1 de arroz, a perda na funcdo desse transportador teve um efeito,
aparentemente, mais danoso na sintese de glutamina, o que pode ter sido uma estratégia das
plantas mutantes para favorecer o envio de N por outro transportador que tinha um papel mais
efetivo no transporte de asparagina do que glutamina. Um desses transportadores pode ter sido
0 AAP18, que dentre os transportadores de aminoacidos analisados nesse estudo foi o Unico
que durante o inicio da antese, nas folhas 2, teve uma expressao aumentada (Figura 36)

Esse mesmo comportamento ndo foi observado nas folhas bandeira, nessa mesma fase,
possivelmente pelo fato de ndo estar em senescéncia ainda ou estar com uma senescéncia menos
intensa, como relatado anteriormente. Porém o padrdo de expressdo do AAP18 relatado nas
folhas 2 manteve-se nas folhas bandeira, o que levou a concluir que este transportador talvez
apresente afinidade também para outros aminoacidos sintetizados durante esse periodo.

Com o avanc¢o do processo de senescéncia, aos 10 DDA, um padrdo semelhante de
expressao foi obtido para as folhas 2 e folhas bandeira (Figuras 34 e 35). As plantas WT tiveram
uma expressao sempre superior as plantas mutantes, exceto para o gene OsGS2, que foi igual
nas folhas 2 (Figura 34F). Esse resultado corroborou com a hip6tese de atraso na senescéncia
nas folhas bandeira, pois com 10 DDA um padrdo de comportamento de expressdo foi
estabelecido para todos 0s genes em estudo, o que tinha sido registrado apenas para OsASN1 e
OsASTL1 no inicio da antese.

A menor expressdo nas plantas mutantes e o acimulo significativo de aminoacidos nas
folhas bandeira, indicam que o acumulo ocasionado pelo nocaute AAP1 levou a uma
senescéncia um pouco mais branda, devido sobretudo a regulacdo negativa de enzimas
envolvidas nesse processo.

4.3.4.2 Genes do metabolismo de n —transportadores de aminoéacidos (FB e F2)

A maior parte do nitrogénio € transportado como aminoacidos durante a senescéncia de
folhas fonte, (TEGEDER & MASCLAUX, 2017), os quais sdo obtidos de proteinas
(enzimaéticas ou nao) que passam por degradacdo por proteases, liberando aminoécidos para o
citosol (HAVE, et al., 2016). Uma parte dos aminoécidos passam por reacdes de transaminagio
para a sintese principalmente de glutamina e asparagina, que sdo exportadas através do floema,
até as sementes. Esse processo envolve um grande nimero de transportadores de aminoacidos,
que apresentam caracteristicas proprias como o periodo de expressao, substrato e cinética.

Os transportadores em estudo apresentaram diferentes padrdes de expressédo em resposta
ao nocaute do gene OsAAP1.

Menor expressdo relativa foi obtida para os genes OsAAP3, OsAAP5, OsAAPS8 e
OsCATL1 em folhas 2 (Figura 36 B, C, D, F) e folhas bandeira (Figuras 37 C, D, F) durante a
antese, exceto para o gene OsAAP3 nas folhas bandeira (Figura 37 B), que teve um aumento de
expressdo na linhagem 5.
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Figura 36. Expressdo relativa durante a antese e dez dias apos a antese (10 DAA) dos genes
OsAAP1 (aminoacido permease 1), OsAAP3 (aminoacido permease 3), OsAAP5
(aminoécido permease 5) OsAAP8 (aminoacido permease 8), OsAAP 18 (aminoacido
permease 18) e OsCAT 1 (transportador de aminoacidos catidnicos) em folhas 2 de
plantas selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5)
modificadas por nocaute para o gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre
colunas diferem pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Essa menor expressdo no inicio da antese resultou no acimulo de aminoacidos totais
nas folhas bandeira (linhagem 3) e folhas 2, e menor teor nas paniculas, como relatado
anteriormente.

O gene OsAAP18 teve um aumento de expressdo em ambas as folhas, sendo que na
folha bandeira foi registrado um aumento de 8 vezes para a linhagem 5 (Figura 37E).

Dentre os genes analisados, durante o inicio da antese, apenas o gene OsAAP18
apresentou como uma alternativa para suprir o papel do nocaute do OsAAP1. Essa redundancia
funcional ndo pode ser confirmada, uma vez que esse gene ainda ndo foi totalmente
caracterizado em plantas de arroz. De acordo com COELHO, (2015) o gene AAP18 de arroz
esta envolvido na remobilizacdo de aminoacidos para os grdos, e a perda de fungdo desse gene
leva ao abortamento de aproximadamente 86% dos gréos.

Aos 10 DDA as folhas bandeira mantiveram o mesmo padréo de expressao descrito
acima (maior expressdo apenas do OsAAP18).

No entanto, as folhas 2 aos 10 DDA, teve uma maior expressdo relativa dos genes
OsAAP3, OsAAP5, OsAAP8 e OsAAP18 (Figura 36 B-E). Sendo assim, 0 aumento na
intensidade do processo de remobilizacdo, gerou a necessidade de produzir proteinas que
pudessem transportar 0os aminoacidos que estavam sendo acumulados em decorréncia da
auséncia funcional do transportador AAP1, o que aparentemente foi efetivo, uma vez que aos
10 DDA o acumulo de aminoéacidos totais nao foi mais registrado nas folhas 2.
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Figura 37. Expressdo relativa durante a antese e dez dias apos a antese (10 DAA) dos genes
OsAAP1 (aminoacido permease 1), OsAAP3 (aminoécido permease 3), OsAAP5
(aminoéacido permease 5) OsAAP8 (aminoacido permease 8), OsAAP18 (aminoacido
permease 18) e OsCAT1(transportador de aminoacidos catiénicos) em folhas bandeira
de plantas selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5)
modificadas por nocaute para o gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre
colunas diferem pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Uma hipétese também é que pode ter ocorrido uma mudanca no perfil de aminoacidos
e essa mudanca tenha favorecido a atuacdo dos outros transportadores, descartando a
possibilidade de redundancia funcional.

O transportador AAP3 de arabidopsis esta envolvido no transporte fonte/dreno a longa
distancia (OKUMOTO et al., 2004), assim como o AAP1. Ja o transportador AAP5, assim
como o0 AAP1, estdo envolvidos na absorcao direta de aminoacidos nas raizes, na redistribuicédo
de aminoécidos em células do mesofilo foliar (HIRNER et al., 2006), no transporte de
aminoéacidos para sintese de proteinas de reserva (SANDERS et al., 2009) e no carregamento
de aminoécidos no floema em folhas maduras (FISCHER, et al., 1995).

Em plantas de Arabidopsis, o transportador AAP8 esta presente na membrana
plasmética em células de folhas, sendo importante para o carregamento do floema (SANTIAGO
& TEGEDER, 2016).

Desse modo, todos 0s genes que tiveram um aumento de expresséo relativa codificam
para transportadores que, assim com o0 gene AAP1, possuem como funcdo principal a
redistribuicdo de aminoacidos. As alteracOes relatadas na expressdo desses genes indicam uma
tentativa da planta mutante em amenizar os efeitos da mutagédo e garantir um processo eficiente
de remobilizacdo de suas reservas.

O fato de ndo ter sido registrado um aumento de expressdo semelhante nas folhas
bandeira pode estar relacionado a menor intensidade de remobilizagcdo de aminoacidos, mesmo
aos 10 DDA.

Possivelmente, uma coleta em um estagio de desenvolvimento mais avangado resultaria
em um aumento na expressao desses genes, assim como ocorreu para as folhas 2, que nas duas
coletas (antese e 10 DDA) estavam menos esverdeadas comparadas as folhas bandeira,
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demonstrando que as plantas possuem mecanismos regulatdrios diferentes dentre 0s mesmos
orgaos (folhas).

4.3.4.3 Genes do metabolismo de n - transportadores de aminoacidos nos graos

Como o embrido da semente néo é conectado de forma simplastica aos tecidos maternais
que a reveste, transportadores sdo necessarios para o envio de aminoacidos do apoplasto para o
embrido ou para o endosperma.

Em ambos os pontos de coleta houve diferencas de expressao génica nos gréos. Na
antese as plantas mutantes apresentaram menor expressao relativa dos genes OsASN1, OsCAT1,
OsAAP2, OsAAP4, OsAAP6, OsAAP18 (Figura 38 C, D, E, G, H, I). Os genes OsGS1.3 e
OsAAP3 foram mais expressos apenas na linhagem 3.
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Figura 38. Expressao relativa durante a antese e dez dias apos a antese (10 DAA) dos genes
OsGS 1.3 (glutamina sintetase 1.3), OsASN 1 (asparagina sintetase 1), OsCAT 1
(transportador de aminoacidos catiénicos), OsSAAP1 (aminoacido permease 1), OSAAP
2 (aminodcido permease 2), OsAAP 3 (aminoacido permease 3), OSAAP 4 (aminoacido
permease 4), OsAAP6 (aminoacido permease 6) e OSAAP 18 (aminoacido permease 18)
grdos de plantas selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3
e L5) modificadas por nocaute para o gene OsAAP1. Letras mindsculas diferentes entre
colunas diferem pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A menor expressdo dos transportadores de aminoacidos, analisados nos gréos durante
essa fase de desenvolvimento reprodutivo, associada aos menores valores de expressao relativa
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dos transportadores de aminoécidos nas folhas bandeira e folhas 2, bem como ao acimulo de
aminoacidos totais sdo indicios da menor taxa de senescéncia apresentada pelas plantas
mutantes no inicio da antese.

Até o momento os transportadores AAP1 e AAP8 em arabidopsis foram os Gnicos genes
caracterizados como sendo responsavel pela importacdo de aminoacidos no embrido, além ter
sido relacionado ao acumulo de proteinas nas sementes (SANDERS et al, 2009; SANTIAGO
& TEGEDER, 2016).

No arroz, o transportador AAP6 foi caracterizado por PENG et al. (2014), como um
importante regulador no conteddo de proteinas nos graos.

Desse modo, 0os menores teores de prolamina apresentados nos graos, alem de terem
sido ocasionados diretamente pelo nocaute do gene AAP1, devido a provavel influencia desse
gene na producdo de proteinas em plantas de arroz, também pode ter ocorrido devido a menor
expressdo do gene OsAAPG (Figura 38 H).

O transportador AtAAP2 foi caracterizado como um dos responsaveis pelo transporte a
longa distancia de aminodacidos de fontes para drenos (ZHANG et al., 2010). Porém dentre os
genes caracterizados em arabidopsis até 0 momento, o transportado AAP2 em conjunto com o
AAP1 foram os mais expressos em siliculas em desenvolvimento. Desse modo, a menor
expressdo desse gene, verificada no inicio da antese, indica um menor abastecimento de
amino&cidos nas sementes das plantas mutantes (Figura 38 E).

Os transportadores de aminoacidos presentes em sementes parecem controlar a
quantidade de N importada pelo embrido (TAN et al., 2010), indicando que uma reducdo na
expressao dos genes que codificam para esses transportadores, pode afetar o desenvolvimento
adequado das sementes.

Aos 10 DDA os padrbes de expressao relativa foram modificados. Um aumento na
expressao relativa foi observado para os genes OsASN1, OsCAT1, OsAAP2, OsAAP4, OsAAP18
em plantas mutantes (Figura 38 C, D, E, G, I). Os genes OsGS1.3, OsAAP3 e OsAAPG6 tiveram
uma diminuicdo de expressdo em relacdo as plantas WT.

Os maiores valores de expressao relativa indicaram uma tentativa das plantas mutantes
em substituir funcionalmente o transportador AAP1 nas sementes em desenvolvimento.
Aumentos consideraveis foram observados, sendo o maior aumento relatado para o gene
OsAAP18 na linhagem 3 (aumento de 67 vezes) (Figura 38 I). O gene OsAAP2 teve um aumento
de até seis vezes (Figura 38 E). Porém, a maior expressao relativa do gene OsASN 1, o maior
teor de aminoéacidos livres (significativo apenas para a linhagem 3) e a menor concentracdo de
prolamina, indicou que maior parte dos aminoacidos enviados as sementes foram convertidas
em asparagina, a qual foi em grande parte acumulada, nao refletindo em maior concentracédo de
proteinas.

Essa mudanca no padrdo de expressdo apresentado pelas plantas mutantes levou
possivelmente a uma mudanca no perfil de aminoéacidos, uma vez que cada transportador possui
caracteristicas proprias de transporte.

Os resultados obtidos corroboram com SANDERS et al. (2009) que relataram que o
nocaute do gene AAP1 ocasionou uma mudanca na expressdo de transportadores de
aminoacidos especificos, acimulo de aminoacidos livres nas sementes e uma diminui¢do no
conteddo de proteinas nos grdos. Ainda de acordo com o autor, 0 acimulo de aminoéacidos foi
acompanhado por uma mudanca no perfil dos aminoacidos quantificados, o que reforca a
hipbtese levantada para o perfil dos aminoacidos nos gréos de arroz das plantas mutantes.

Aumento na expressdo do gene OsCAT 6 foi descrito por PERCHLIK et al. (2017), em
plantas de arabidopsis superexpressando o gene AAP1, indicando a interdependéncia entre 0s
transportadores de aminoacidos, uma vez que alteracdo no padrdo de expressao em um dos
genes leva a alteragdo em parte dos demais genes.
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Portanto, o nocaute do AAP1 em plantas de arroz levou a uma mudanga na expresséo
dos transportadores analisados, e certamente no tipo de aminoacidos enviados para as sementes,
assim como nos amino&cidos sintetizados nas sementes em formagao.

4.3.5 Caracterizagado fenotipica

As plantas mutantes nao apresentaram diferencas significativas na massa seca total e no
comprimento médio de perfilhos (Figura 39 A-B). Em relacdo ao nimero de perfilhos e
paniculas somente a linhagem 5 teve um aumento nesses parametros (Figura 39 C), refletindo
na producdo total de grdos (como podera ser visto adiante).
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Figura 39. (A) Massa seca total (g vaso?, (B) comprimento de perfilhos, (C) nimero de
perfilhos e de paniculas por vaso no final do ciclo de plantas selvagens da variedade
Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas por nocaute para o
gene OsAAPL. Letras minusculas diferentes entre colunas diferem pelo teste de tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

LEE et al. (2006), ao cultivar, plantas de arabidopsis mutantes por tDNA para 0 gene
AAP1, em condicBes padrdes, também ndo observaram diferencas fenotipicas significativas
(massa total e altura das plantas), o que corrobora com os resultados encontrados no presente
trabalho.

A auséncia de diferencas significativas foi ocasionada, possivelmente, pelo fato da
adubacdo nitrogenada ter sido realizada em uma época distante do ponto de coleta, e mesmo
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que um efeito negativo tenha ocorrido no inicio do desenvolvimento das plantas (como foi
registrado para as plantas aos 40 dias apds a germinacao), este efeito foi diminuido ao longo do
ciclo. O que pode ser reforgado pelas curvas de deplecdo, onde apesar das plantas mutantes
absorverem de forma mais lenta 0 N em solucdo, se o tempo final de cinética tivesse sido
estendido, por exemplo até 5 dias, todo o N fornecido teria sido absorvido pelas plantas
mutantes, assim como pelas WT. Porém néo seria assimilado de forma semelhante.

Apesar da producdo de biomassa total ndo ter sido alterada, a producdo de gréos foi
diretamente afetada. A massa total de graos e massa de gréos cheios foi diminuida, enquanto a
massa de graos chochos aumentou (Figura 40 A). O peso de 100 grdos também foi reduzido
para ambas as linhagens (Figura 40 B).
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Figura 40. (A) Numero de grdos (total, cheios e chochos), (B) peso de 100 gréos cheios, (C)
numero de graos cheios (total, cheios e chochos) por vaso no final do ciclo de plantas
selvagens da variedade Piaui (WT) e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas
por nocaute para o gene OsAAP1. Letras minasculas diferentes entre colunas diferem
pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo ao numero total de gréos foi possivel observar uma diminuicéo na producéo
total de gréos e producéo de gréos cheios pela linhagem 3, enquanto a linhagem 5 teve um
aumento nesses parametros (Figura 40 C). Grande aumento na producéo de grdos chochos foi
registrado nas plantas mutantes (+55,7% e +91%) quando comparado ao nimero de graos
chochos das plantas WT (Figura 40 C).
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De acordo com o exposto pode-se inferir que o nocaute do gene AAP1 influenciou
diretamente a producdo, e que 0 aumento na expressdo de alguns transportadores de
aminoacidos ndo foi suficiente para substitui-lo funcionalmente de forma eficiente.

O grande aumento na massa e no numero de graos chochos, bem como a diminui¢do no
peso de 100 grdos cheios, indica que uma das alteragdes resultantes foi a diminui¢do na forca
dos drenos (graos), devido provavelmente ao menor carregamento do floema com aminoacidos
durante a remobilizacéo (senescéncia).

A diminuicdo na producdo de prolamina relatado anteriormente esta diretamente
relacionada a diminuicdo no peso de 100 gréos. Essa diminui¢do no peso dos graos certamente
foi ocasionada pelo acimulo de aminoacidos no apoplasto das sementes, uma vez que o AAP1
desempenha um papel no envio de aminodcidos para o embrido em desenvolvimento
(SANDERS et al., 2009) e provavelmente para o endosperma. Com o acumulo de aminoacidos
um menor contetido de proteina de armazenamento foi produzido.

A reducdo no peso de grdos de arroz obtida na linhagem 3 (12,7%) e na linhagem 5 (9%)
foi semelhante a reducéo de 10% obtida por SANDERS et al. (2009). A reducgéo na produgéo
total de grdos da linhagem 3 (32,8%) corroborou com a reducdo de 35% na producéo total de
sementes de arabidopsis relatada por SANDERS et al. (2009). N&o foi verificada diminuigéo
na producdo de paniculas relatado por esse autor, mas de modo contrario, a linhagem 5 teve
uma maior producéo de paniculas (26,8%), o que ndo resultou em uma maior producdo de graos
cheios, somente em um aumento de graos chochos.

Apesar da linhagem 5 apresentar uma producédo de grdos cheios 4,2 % maior do que as
plantas WT, o peso total desses gréos foi menor, uma vez que esses graos foram 9 % mais leves
do que a os gréos da WT.

Ao superexpressar o gene AAP1 em arabidopsis, PERCHLIK et al. (2017) verificaram
que as plantas mutantes aumentaram o nimero de sementes, de perfilhos e producdo de
sementes, ressaltando a importancia desse gene também no periodo reprodutivo.

4.3.6 Parametros associados a eficiéncia no uso de n

Todas alteragcbes demonstradas anteriormente (metabdlica, génica e fenotipica)
influenciaram a EUN, bem como aos demais parametros associados (Figura 41 A-E).

A eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) foi menor para as linhagens 3 e 5 (-32 % e
4,6%), ndo sendo significativa para a linhagem 5. Uma vez que a EUN é determinada pela
divisdo do peso total de gréos pelo contetdo de N aplicado no solo, era esperado uma menor
EUN uma vez que uma menor producdo de grdos foi relatada nas plantas mutantes.

Levando em consideracdo todo o processo realizado pelas plantas para chegar no
produto final (grédos), qualquer alteracdo durante todo esse processo pode ocasionar mudancas
na produgéo. Assim, os mecanismos de absorcdo, metabolizagdo ou estoque, e remobilizacao,
sdo igualmente importantes.

A eficiéncia de absorcdo de N (EAN) foi menor para as plantas mutantes, indicando que
apesar dessas plantas terem absorvido o N de forma semelhante a WT, o que seria possibilitado
pelo longo ciclo das plantas de arroz e pela adubagéo nitrogenada ainda no inicio do ciclo, a
distribuicdo do N absorvido das raizes para a parte aérea ou da parte aérea para os graos foram
deficientes. Uma vez que a EAN é determinada pela razéo entre N-total na parte aérea pelo N
fornecido em adubacdo, a menor EAN no presente estudo foi devido exclusivamente a
quantidade de N que as plantas conseguiram exportar para a parte aérea (NO3z", NHs™ ou N-
amino). Menor exportacdo de nitrato e aminodcidos para a parte aérea pode ter ocorrido, de
forma semelhante aquela observada no tratamento com baixo N (0,2 mM) realizado em fitotron
(Figuras 14 A e 16 A), devido uma regulacdo negativa na expressdo de transportadores de
nitrato e de aminoacidos, respectivamente. O nocaute do gene AAP1, certamente levou a uma
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menor exportacdo de compostos nitrogenados e a menor expressdo dos transportadores de
nitrato nas plantas mutantes, e consequentemente uma menor EAN.
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Figura 41. (A) Eficiéncia de Absorcdo de N (EAN), (B) Eficiéncia de Utilizagdo de N (EUtN),

(C) Eficiéncia de Uso de N (EUN), (D) Remobilizacdo de N para os grdos e (E)
Eficiéncia de Remobilizagdo de N (ERN) de plantas selvagens da variedade Piaui (WT)
e plantas da mesma variedade (L3 e L5) modificadas por nocaute para o gene OsAAPL.
Letras mindsculas diferentes entre colunas diferem pelo teste de tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Uma vez que toda a fonte de N fornecida foi nitrica e os teores de matéria organica e

nitrogénio do solo utilizado sdo baixos, foi descartada a possibilidade das diferencas nos
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resultados ter sido ocasionada pela deficiéncia na absorcdo direta de N-organico do solo,
garantindo assim os efeitos relacionados a movimentacéo interna de N.

Considerando também que o ciclo do arroz foi de aproximadamente 114 dias, mesmo
gue um problema na absorcéo de nitrato tenha ocorrido no comeco do desenvolvimento das
plantas, até o final do ciclo deve ter sido amenizado e talvez eliminado.

Em relacdo a eficiéncia de utilizacdo de N (EUtN), as linhagens 3 e 5 apresentaram uma
reducdo de -23, 9% e -3,4%, respectivamente, sendo significativa apenas apara a linhagem 3
(Figura 41B). Esse resultado teve influéncia direta do contetido de N na parte aérea e nos graos
apresentados anteriormente, refletindo diretamente na EUtN, pois em algumas partes (F2, OF
e C) houve acumulo de N e em outra parte (grdos) houve uma diminuicéo.

Apesar de ndo ter sido relatadas diferencas significativas, a remobilizacdo de N e a
eficiéncia de remobilizacdo (ERN) foi bem menor nas plantas mutantes, -25,91 % e -27 % para
a linhagem 3, e -15,14% e -9,1 % para a linhagem 5 (Figura 41 D-E).

Um aumento na EAN, EUtN e EUN foi relatado por PERCHLIK et al. (2017), ao
superexpressar 0 AAP1 em arabidopsis. Essa melhoria foi atribuida ao aumento no
carregamento de aminoacidos nos vasos condutores, que ocorreu em condi¢Ges de baixo, médio
e moderado N. Levando a concluséo de que independente da concentracdo de N fornecida no
meio de cultivo, o transportador AAP1 teve um papel igualmente importante no transporte
interno de aminoacidos.

Portanto o transportador AAP1, além das fungdes anteriormente atribuidas a ele em
plantas de arroz, pode-se afirmar que possui um papel essencial para o uso mais eficiente do N
absorvido no solo.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que o transportador AAP1 estd diretamente
relacionado ao desenvolvimento de plantas de arroz, pois o nocaute desse gene resultou
em uma menor producdo de massa total, em alto e baixo N.

OsAAPL1 interfere na atividade de transportadores de nitrato de alta e baixa afinidade,
na atividade de transportadores de aminoécidos e consequentemente no metabolismo de
N.

O transportador influencia diretamente a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo de carbono, regulando dessa forma o status energético de plantas de arroz
(variedade Piaui) e a assimilacdo de N.

O gene influencia a producéo de grdos, uma vez que o nocaute resultou em uma menor
producéo de gréos cheios e uma maior producdo de grdos chochos.

Os menores valores de EUN, EAN e EUIN indica a importancia do OsAAP1 na
distribuicdo de N durante o ciclo de desenvolvimento das plantas de arroz.

Dado os resultados obtidos, 0 AAP1 é um gene chave do metabolismo de N, uma vez
gue o nocaute levou a alteragcdes no metabolismo de N e C.
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7 ANEXOS

Meios de cultivo utilizados para transformacao de arroz de acordo com o protocolo de

Toki et al. (2006) modificado.

1-Meio de Inducéo de Calos - N6D — 500 mL

[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
O

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

10 mL Fe-EDTA (100X)

5mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a100 mg L

0,15 g Casaminoacidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H20 destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

bs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

2-Meio de Co- Cultivo de Calos - N6D-As — 500 mL

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a100 mg L

0,15 g Casaminoacidos

15 g Sacarose

5 g Glicose

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de acetoseringona a 19,2 mg
mL? (conc. final de 19,2 mg L™Y).
Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

3-Meio AB para o Cultivo de Agrobacterium -200 mL

1 g Glicose
3 g Bacto-Agar
10 mL de Sais AB (20X)
10 mL de Tampdo AB (20X)
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e Avolumar para 200 mL com H20 destilada

e Autoclavar a 121 °C por 15 min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar os antibiéticos referentes a construcéo
génica e verter 40 mL de meio por placa.

Obs.: As placas poderao ser armazenadas na geladeira a 4 ° C por ndo mais que 5 dias.

4-Meio AAM para Ressuspenséo da Agrobacterium — 200 mL

10 mL AA Macro (20X)

2 mL Fe-EDTA - Sigma (100X)

2 mL B5 Micro (100X)
B5-vitaminas (100X)

20 mL de AA aminoécidos (10X)
0,1 g Casaminoécidos

13,7 g Sacarose

7,2 g Glicose

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M
Avolumar para 200 mL com H20 destilada
Autoclavar a 121 °C por 15 min

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,2 mL de acetoseringona a 19,2 mg
mL* (conc. final de 19,2 mg L™).

5-Meio de Selecao dos Calos - N6D- 500 mL

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a 100 mg L

0,15 g Casaminoacidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H20 destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc.
final de 50 mg L), 1mL de timentim (conc. final 150 mg L ™).
Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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6 - Meio de Regeneracao de Parte Aérea (N6RH50) — 1000 mL

50 mL de N6 macro (10X)

10 mL Fe-EDTA (100X)

10 mL N6 Micro (100X)

10 mL de N6 vitaminas (100X)

10 mL de Kkinetin (100 mg.L™)

Dissolve 20 g de sacarose

Dissolve 30 g de sorbitol

1 g casaminoacidos

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 900 mL com H20 destilada

4 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 min

Ap0s autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 100 mL de AA aminoacidos, 1 mL
de 50g.L* de higromicina B (concentracéo final de 50 mg.I). Obs.: A estocagem pode ser
feira a 25 °C no escuro, por nao mais que 5 dias.

7-Meio de Regeneracéo de Raiz (N6FH50) — 1000 mL

50 mL de N6 Macro (10X)

10 mL de FEEDTA (100X)

10 mL de N6 micro (100X)

10 mL de N6 vitaminas (100X)

Dissolver 15 g de sacarose

30 g de sorbitol

1 g de casaminoacidos

Ajusta pH para 5,8

Adicionar 3 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C para 15 min

1 mL de 50 g.I"* de higromicina B (concentracao final de 50 mgl™?)

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 100 mL de AA aminoacidos, 1 mL
de 50g.L"! de higromicina B (concentragéo final de 50 mg.I"t. Obs.: A estocagem pode ser
feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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ANEXO 8 — Representacdo esquematica da expressdo
de genes que codificam enzimas do ciclo do nitrogénio e
do carbono, em plantas de arroz mutantes por nocaute
para 0 gene AAPl. Setas vermelhas indicam o
comportamento dos genes quando as plantas foram
submetidas a 2 mM de NO3- e setas verdes indicam o
comportamento dos genes quando as plantas foram
submetidas a 0,2mM de NO3-. Setas voltadas
verticalmente para cima indicam um aumento de
expressdo, e setas voltadas verticalmente para baixo
indica uma diminuicdo de express&o.

93



CITOSOL

ANEXO 9 - Representacdo esquematica da
expressdao de genes que codificam enzimas de
assimilacdo do nitrogénio e transportadores de
aminoacidos, em plantas de arroz mutantes por
nocaute para o gene AAP1. Setas azuis indicam o
comportamento dos genes nas plantas coletadas no
inicio da antese, e setas verdes e tracos verdes
indicam o comportamento dos genes nas plantas
coletadas aos dez dias apds a antese. Setas
voltadas verticalmente para cima indicam um
aumento de expressdo, e setas voltadas
verticalmente para baixo indica uma diminuigéo de
expressao.
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ANEXO 10 - Pardmetros metabolicos e
fenotipicos de plantas de arroz mutantes por
nocaute para o gene AAPLl. Setas voltadas
verticalmente para cima indicam um maior
valor do parametro em questdo, e setas
voltadas verticalmente para baixo indicam
um menor valor.
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