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RESUMO

SILVA, Renata Aparecida Costa. Efeito da superexpressio do fator de transcricio
OsDof25 sobre a eficiéncia de absor¢ao de nitrogénio em Orysa sativa L. 2012. 52f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O nitrogénio é um dos elementos minerais que mais limita o desenvolvimento das plantas.
Assim, aumentar a eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) é um fator é essencial para uma
agricultura sustentdvel, levando a um aumento da producdo de alimentos com menor uso de
insumos € menos impactos ao ambiente. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
superexpressao do fator de transcricdo OsDof25 sobre a absor¢cdo de nitrogénio em duas
linhagens transformadas de arroz (L1 e L4) da variedade Nipponbare comparando-as com
plantas ndo transformadas (WT). Nas plantas transformadas, o OsDof25 foi expresso sob o
controle do promotor da ubiquitina 1 de milho (UBIL:OsDof25:3xHA). For feitos dois
experimentos: um para avaliar os parametros cinéticos Vi € Ky, sob condicdes de alto e
baixo suprimento de N-NO3” e N-NH,", e outro para analisar a expressio dos transportadores
de NO;” (NRT2.1~2.2 e NAR) e NH;" (AMT1.1~1.3) também sob alto e baixo suprimento
desses fons. As plantas ndo transformadas apresentaram maior crescimento do que as
linhagens transformadas. As L1 e a L2 mostraram menor valor de Ky no tratamento com
ressuprimento de 0,2 mM de N-NOs". No ressuprimento com 0,2 mM de N-NH;" a L4
apresentou maior Vs € L1 menor Ky, mas, ndo houve grandes variacdes nos parametros
cinéticos de absorcdo entre as plantas transformadas e nao transformadas. Na raiz os NRT2
mostraram baixa expressdo nas linhagens L1 e L4 quando submetidas ao suprimento
constante de N-NOj', em contrapartida, no tratamento sob ressuprimento com 0,2 mM de N-
NOj3 ocorreu aumento de expressao dos OsNTR2.1~2.2 e NAR nas duas linhagens
transformadas, porém na raiz a concentracdo de N-NOs; foi oposta a expressao dos NRT2 e
NAR, em ambas as situacdes. Nas folhas, a linhagem L4 apresentou alta expressdo do
transportador OsNRT2.1 com o ressuprimento de 0,2 e 2,0 mM de N-NOj'. Nas plantas
submetidas ao suprimento constante de N-NH,", a L1 apresentou menor expressdo dos AMT1
na raiz quando comparada a L4 e a planta ndo transformada. Quando submetida a deficiéncia
de N-NH,4", a expressdo do OsAMTI.2 aumentou nas raizes de todas as plantas. Entretanto,
nao houve correlagc@o positiva entre a expressao dos transportadores de N e os teores de NOs
e NH4" nas linhagens transformadas, indicando uma possivel alteracdo na atividade das
enzimas de reducdo e ou assimilagdo de N. As plantas transformadas quando submetidas ao
ressuprimento com baixos teores de nitrato e amonio apresentaram melhor resposta dos
parametros Vmédx e Ky em relacdo a ndo transformadas. Nas plantas transformadas o
ressuprimento com nitrato em baixa concentragio resultou em maior expressao dos genes dos
transportadores OsNTR2.1~2.2 e da proteina OsNAR2.1 e o tratamento com suprimento
constante proporcionou maior acimulo de nitrato nestas plantas. Os resultados tanto dos
parametros cinéticos quanto do acimulo de matéria fresca sugerem que as plantas
transformadas para expressao do OsDof25 apresentaram maior tolerdncia ao estresse
nutricional.

Palavras-chave: Transportador de amonio. Transportador de nitrato. Expressdo génica.
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ABSTRACT

SILVA, Renata Aparecida Costa. Effect of superexpression of the transcription factor
OsDof25 on the efficiency of nitrogen uptake in Orysa sativa L. 2012. 52f. Dissertation
(Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Nitrogen is one of the nutrient elements most limiting for plant growth. Thus, increasing plant
nitrogen usage efficiency (NUE) is an essential factor for sustainable agriculture, leading to
an increased food production with less fertilizer input and less environment impact. The aim
of this study was to evaluate the effect of OsDof25 overexpression on N-NO3™ and N-NH,"
uptake. In transgenic rice plants, OsDof25 was expressed under control of maize ubiquitin
promoter (UBIL:OsDof25:3xHA). Two experiments were conducted: one to evaluate the
kinetic parameters Vs and Ky, and another to analyze the expression level of nitrate
(NRT2.1~2.2 and NAR) and ammonium transporters (AMT1.1~1.3), both under high and low
NO; and NH;" supply. The untransformed plants showed higher growth that transformed
lineages. The L1 and L2 showed a lower value of the Ky, in the resupply treatment of 0.2 mM
N-NOjs". In the resupply with 0.2 mM N-NHy * the L4 showed higher V.« and L1 lower Ky;.
There were no large variations in uptake kinetics between the transformed and untransformed
plants. At the root the NRT2 showed low expression in lineages L1 and L4, when under
constant supply of N-NOs', in contrast, in the treatment under resupply with 0.2 mM N-NO3
was increased expression of OsNTR2.1 ~ 2.2, and NAR in both transformed lineages, but in
the root the concentration of NO3;™ was opposed to the expression of NRT2 and NAR, in both
conditions. In the leaves, the line L4 showed high expression of the transporter OsNRT2.1
with the resupply of 0.2 and 2.0 mM N-NOs'. In plants grown under constant supply of N-
NH,4", L1 showed lower expression of AMT1 in the root compared to L4 and untransformed
plants. When subjected to nitrogen deficiency, there was an increased expression of the
OsAMT1.2. However, there was no correlation between N transporter expression levels and
NO;™ and NH,* content in the transformed plants, indicating a possible change in enzyme
activity and reduction or assimilation of N in these plants. The transformed plants when
subjected to resupply with low levels of nitrate and ammonium showed better response
parameters V. and Ky compared to the untransformed. In the plants transformed the
resupply with nitrate at low concentration resulted in increasing the gene expression of the
transporters (OsNTR2.1 ~ 2.2 and protein OsNAR2.1), and the treatment with constant supply
provided greatest nitrate accumulation in these plants. The results of both kinetic parameters
and accumulation of fresh matter suggest that plants transformed for the expression of the
OsDof25 presented highest tolerance to nutritional stress.

Keywords: Ammonium transporter. Nitrate transporter. Gene expression.
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2-(2-hidroxietil)amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol

Tipo selvagem (“wild type”) ou planta ndo transformada

iX



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores (“primers”) “forward e reverse” utilizados nas
amplificacdes do gene do fator de transcricdo de arroz OsDof25 por reagdo de PCR. ....... 9

Tabela 2. Sequéncias dos “Primers” para amplificacdo do gene do fator de transcricdao de
arroz OsDof25 com os sitios de recombinacdo attB1 e at#tB2 em duas reagdes. ............... 10

Tabela 3. Reacdes de recombinagao entre os sitios att do fago A em E. coli. ............cccuunn.e.. 10

Tabela 4. Vetores doadores e suas fungdes para a geracdo de trés tipos de clones de entrada.
............................................................................................................................................ 11

Tabela 5. Sequéncias dos “primers” (“forward e reverse”) usados nas reacdes de PCR em
tempo real para os genes dos transportadores de nitrato (OsNRT2.1, OsNRT22.1 e
OsNAR2.1), transportadores de amoénio (OsAMTI.1, OsAMT1.2 e OsAMTI.3) e actina
(OsActl1) de arroz, e respectivos acessos nos bancos de dados TIGR e NCBI............... 20

Tabela 6. Massa fresca (g planta™) de raiz e parte aérea de duas linhagens transformadas de
arroz (L1 e L4), expressando o fator de transcricdo OsDof25, comparadas ao tipo
selvagem (WT) da variedade Nipponbare, submetidas ao ressuprimento de N-NO;3™ e N-
NH;"(0,2¢e2,0 mmoles.L'l) apds 72 horas de privacdo de N. .....ccoooveeviiiiniiieniieiniieeee, 25

Tabela 7. Parimetros cinéticos (Vmsx € Ky) da absorcio de N-NO; e N-NH," de duas
linhagens transformadas de arroz (L1 e L4), expressando o fator de transcricio OsDof25,
comparadas ao tipo selvagem (WT) da variedade Nipponbare, submetidas ao
ressuprimento de NO3™ e NH,* (0,2 e 2,0 mmoles.L™) apés 72 horas de privacio de N. ..26

Tabela 8. Massa fresca (g planta™) de raiz e parte aérea de plantas de arroz da variedade
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NO; e N-
NH,", deficiéncia de N-NO3 ou N-NH," (sem N), ressuprimento de N-NOs™ ou NH;" (0,2
mM e 2,0 mM) apOs 72 horas SemM N ......ccuiieiiiiiiiieeiieeeiie et eerree e e aeeesaae e 30



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Sequéncia do gene OsDof25. LOC_0s08g38220.1111978.m07807.
(http://www.tigr.org /tdb /e2k1/osal/). Sublinhado representa a sequéncia de cDNA........ 9

Figura 2. Esquema ilustrativo da reacdo de recombinacdo BP para criagdo dos vetores de
entrada, necessdrios para constru¢do do vetor para expressao do OsDof25 (adaptado de
SANTOS, 2009)...ccutieieiieeteee ettt ettt e sttt sb e s 11

Figura 3. Reacdo LR triplo para obteng¢do dos vetores para superexpressao do gene de
interesse. Neste trabalho foi usado o promotor UBIL (ubiquitina de milho) e um Tag-
3xHA fusionado ao gene OsDof25. Ori — origem de replicacdo; Hyg®- gene de resisténcia
a higromicina; a#fB, atfP, attL. e atfR — sitios de recombinacdo; LB — borda esquerda; RB
— borda direita (adaptado de SANTOS, 2009). .....cccuieriiieeiieeiieeiee et 12

Figura 4. Vetor pPENTR-OsDof25 usado na reacdo de recombinagdo LR tripla para formacao
dO ClONE d@ EXPIESSAD. ..vveeeurreeeiieeiiieeiieeerieeerteeesiteeestteeeteeeesseeessseeessseeesseeesseeeseeessneenns 13

Figura 5. Vetor de expressdo UBIL:OsDof25:3xHA usado para transformacgao das plantas de
arroz via Agrobacterium tumefaciens. Este vetor leva o gene de resisténcia a higromicina
(hyg) para selecdo das plantas transformadas. .........coccueeeviieeriieiiiieniieeneeeeeeeeee e 14

Figura 6. Modelo do experimento I usando plantas de arroz da variedade Nipponbare (duas
linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 e a planta do tipo selvagem =ndo
transformada) para andlise dos parametros cinéticos (Vs € Ky relativos a absorcdo de
NO;3 e NH,". Dias Ap6s a Germinagao (DAG)........c.coeveveveuereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e, 18

Figura 7. Modelo do experimento II usando plantas de arroz da variedade Nipponbare (duas
linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 e a planta ndo transformada =tipo
selvagem) para andlise da expressdo dos transportadores de NO3™ e NH4*. Dias Apods a
Germinaga0 (DAG). ..ottt ettt et e st e s e e st e st e e e e 19

Figura 8. a) Sementes de arroz da variedade Nipponbare em meio nutritivo (N6D) contendo
auxina (2,4D a 100mg L") como regulador para inducao de calos embriogénicos; b), c) e
d) Calos em estadio de desenvolvimento apds 14 dias em meio nutritivo, alguns com
caracteristica fridvel que ao toque se desagregam facilmente. ...........ccceeveeeviieeniieeniinenns 21

Figura 9. a) Calos embriogénicos oriundos de semente de arroz, colocados sobre papel filtro
para drenagem do excesso de solucdo incubadora contendo Agrobacterium; b) Calos
inoculados com Agrobacterium dispostos em meio de Co-cultivo, onde permaneceram
por trés dias no escuro a 25 e, 22

Figura 10. a) Lavagem dos calos em d4gua destilada estéril contendo o antibidtico
carbenicillina (500 mg L") para eliminacdo da Agrobacterium apés o periodo de
incubagio; b) Calos em meio de selecdo N6D, contendo carbenicilina (400 mg L), para a
completa eliminacio da Agrobacterium e higromicina (50 mg L") para eliminar os calos
que ndo possuiam o gene resistente a0 antibiGtiCO. ......eevcuieeeiiiieriiieeriieeiee e 22

Xi



Figura 11. a) Plantulas de arroz expressando o fator de transcricdo OsDof25, regeneradas a
partir de calos embriogénicos cultivados em meio de regeneracio de parte aérea (RE-III);
b) Planta de arroz completamente regenerada em meio de indugdo de raizes................... 23

Figura 12. Efeito do suprimento constante de 1,5 mM de N-NO; ou N-NH;" sobre a
expressdo relativa do fator de transcricdo OsDof25 na parte aérea (P.A) e na raiz de
plantas de arroz da variedade Nipponbare: transformadas (L1 e L4) e ndo transformada
(tipo selvagem, WT), coletadas as 3 e Sh apds a aplicagdo do tratamento. O gene da
Actina foi utilizado como padrdo interno nas reagdes de PCR. Barras representam erro
PAAIA0 da MEAIA. ...eevvieeiieeeiie ettt ettt e e ae e e eeb e e e b e e e abe e eareeenaaeeenree s 24

Figura 13. Deplecdo de N-NOs™ na solu¢@o nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3
depois de 72 horas de privacao de N. Barras representam o desvio padrao das médias. ..27

Figura 14. Deplecdo de N-NOs™ na solugd@o nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT),submetidas ao ressuprimento com 2,0 mM de N-NOj3
depois de 72 horas de privacao de N. Barras representam o desvio padrao das médias. ..27

Figura 15. Deple¢io de N-NH4" na solucdo nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 0,2 mM de N-NH,"
depois de 72 horas de privacao de N. Barras representam o desvio padrao das médias. ..28

Figura 16. Deple¢io de N-NH4" na solucdo nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 2,0 mM de N-NH,"
depois 72 horas de privacao de N. Barras representam o desvio padrdo das médias. ....... 28

Figura 17. Expressdo relativa de trés transportadores de NOs (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1) na raiz de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT),
sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOj;, deficiéncia de N-NOj3 (sem N),
ressuprimento de N-NOj3™ (0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N. Foram efetuadas
coletas nos tempos 3 e 9 horas apés a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem WT no
tratamento constante com 1,5 mM de N-NOj; foi assumida como tratamento de
referéncia. Barras representam o erro padrao das meédias..........ceevveervieeriieeniieeeniieenneen. 31

Figura 18. Expressdo relativa de trés transportadores de NOs; (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR?2.1) na parte aérea de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT),
sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOj;, deficiéncia de N-NO;3 (sem N),
ressuprimento de N-NOj3™ (0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N. Foram efetuadas
coletas nos tempos 3 e 9 horas apés a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem WT no
tratamento constante com 1,5 mM de N-NO; foi assumida como tratamento de
referéncia. Barras representam o erro padrao das médias..........ceeevveeevieeriieeniiieeniieeenneen. 33

Figura 19. Teores de N-NO;3™ em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e

Xii



L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs’,
deficiéncia de N-NOj3 (sem N), ressuprimento de N-NO;3™ (0,2 mM e 2,0 mM) apds 72
horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeticoes. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia. .... 34

Figura 20. Teores de N-NH," ~em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da

variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e
L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs’,
deficiéncia de N-NOj3™ (sem N), ressuprimento de N-NOj3 (0,2 mM e 2,0 mM) apds 72
horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos. As barras representam erro padrao das medias de trés repeticoes. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia. ....35

Figura 21. Teores de N-amino livre em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de

arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5
mM de N-NOs', deficiéncia de N-NO;3™ (sem N), ressuprimento de N-NOs™ (0,2 mM e 2,0
mM) apds 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo
dos tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeticdes. *
Indica diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de
SIZNITICANCIAL .eveeeiiieeiiie ettt ettt et e e st e et e et e e s bt e e e bt e e ebbeeeabeeesabeeenanes 36

Figura 22. Teores de acticares em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da

variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e
L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs’,
deficiéncia de N-NOj3 (sem N), ressuprimento de N-NO;3™ (0,2 mM e 2,0 mM) apds 72
horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeticoes. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia. ....37

Figura 23. Expressdo relativa de trés transportadores de NH," (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e

OsAMT1.3) na raiz de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT),
sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH4" (sem N),
ressuprimento de N-NH;" (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72 horas sem N. Foram efetuadas
coletas nos tempos 3 e 9 horas apés a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem WT no
tratamento constante com 1,5 mM de N-NOj; foi assumida como tratamento de
referéncia. Barras representam o erro padrao das médias...........eeevveervieeniieeniieeeniiieenneen. 38

Figura 24. Expressdo relativa de trés transportadores de NH," (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e

OsAMT1.3) na parte aérea de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT).
Os tratamentos consistiram em suprimento constante com 1,5 mM de NH,", deficiéncia, e
ressuprimento de NH;" (0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas na auséncia de N. A linhagem
WT no tratamento controle com 1,5 mM de NH;" constante foi assumido como
tratamento de referéncia. Barras representam o erro padrdo das médias........c...ccecueeneenee. 39

Figura 25. Teores de N-NH," ~em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da

variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e
L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NH,",

Xxiii



deficiéncia de N-NH4" (sem N), ressuprimento de N-NH4" (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72
horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos. As barras representam erro padrao das medias de trés repeticoes. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia. ....40

Figura 26. Teores de N-amino livre em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de
arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5
mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH," (sem N), ressuprimento de N-NH;" (0,2 mM e 2,0
mM) apés 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo
dos tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeticdes. *
Indica diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de
SIZNITICANCIAL .eveeeiiieeiiie ettt ettt ettt e et e e it e e s bt e e e bt e e eabbeesabeeesabeeenanes 41

Figura 27. Teores de agucares soliveis em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de
arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5
mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH," (sem N), ressuprimento de N-NH;" (0,2 mM e 2,0
mM) apés 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo
dos tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeticdes. *
Indica diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de
SIZNITICANCIAL .eveeeiiieeiiie ettt ettt et e e st e et e et e e s bt e e e bt e e ebbeeeabeeesabeeenanes 41

Xiv



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..o ciusincssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
2 REVISAO DE LITERATURA ......uvovteeeeeresressessessessesssssssssssssessessessessesssssessesssssssessessssesss 3
2.1 Transportadores de Nitrato (NRT) ..ccccccccccrneccsssrnniccsssnneccsssnnsecsssnsscsssssssssssssassassone 3
2.2 Transportadores de AMONIO (AMT) c..cccvuicrrecsssrcssenssancssansssssssasssssessassssssssasssssessasssns 5
2.3 Fatores de TranSCriCA0 .....ccceecsrccsssrcssssressssncssssscssssesssssessssesssssesssssossssssssssesssssessssseses 7

3  MATERIAL E METODOS ....coooneeuuerensneesssssessssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassassssssssssssssses 9
3.1 Amplificacio do Gene de INTEreSSe ......cccuievveincnrcsseinsancssnnsssnssssisssscssssssssssssssassssssones 9
3.2 Tecnologia “Gateway®” e Clonagem dos Genes Amplificados........cceeeeeeenreccnnnes 10
3.2.1 Purificacio do gene com os sitios de recombinagao .........ccoceeevveervernieeriveeneene 12

3.2.2 Reacdo BP — recombinacdo entre os sitios attB do gene e attP do vetor
pDONR?221 para a obteng@o do vetor de entrada............c.eeeevueeeriieeniieeniieeniieenieeeeneenn 13

3.2.3 Preparo de células competentes para eletroporacdo (DHSa)........cceevevveernnnnnnee. 14

3.2.4 Reacoes de LR triplo para obtencdo da constru¢do UBIL:OsDof25:3xHA ....... 14

3.3 Transformacao de Agrobacteriunm tUMEfACIENS .....c.ueeeeeeresssressesossssscsssssssasssssasas 15
3.3.1 Preparo de Agrobacterium tumefaciens COMPELENLE ...........eeevuveerrureersireeriueeennne 15

3.3.2 Meio YEB para cultivo de Agrobacterium tumefaciens...............ccceeevveeeerveennne. 15

3.4 Transformaciao de Arroz Mediada por Agrobacterium tumefaciens ............o... 15
3.5 Avaliacdo dos Parametros Cinéticos Envolvidos na Absor¢io de NH;" e NO3
CIIL ATTOZ cuueevrecsuecsssnsssncsssnsssnessnssssesssssssassssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssnssss 17
3.5.1 Determinacdo dos parametros cinéticos (Vimax € Ky covveeevvieinieinniiiniiiiniene, 18

3.6 Anadlise do Efeito dos Fatores de Transcricio OsDof25 sobre a Expressao dos
Transportadores de NO3; € NH;" € Proteinas NAR .......cocceeeereereresneessesessssesessesssssenees 18
3.6.1 Andlise de metabOlitos SOIUVEIS ....ccc.eervieriieriiiniieeiieiie et 19

3.6.2  Extracdo de RNA tOtal.....ccccuiiiiiiiiiiiiiieee e 19

3.6.3 Tratamento com DNase I e sintese do cDNA e PCR em tempo real ................. 20

3.6.4 Desenho dos iniciadores (“primers”) para os estudos de expressdo génica ...... 20

4 RESULTADOS E DISCUSSAQ....cueiucunscnnscnsscnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 21
4.1 Transformacao Genética de Arroz Mediada por Agrobacterim tumefaciens.....21
4.2 Andlise da Expressio do OsDof25 em Plantas de Arroz da Variedade
Nipponbare Transformadas e Nao Transformadas. ........cccceevercesercssnrcssanecssasccssassssoanes 23
4.3 Avaliacio dos Parametros Cinéticos Envolvidos na Absorcio de NH;" e NO;y
CITL ATTOZ cuveevrenessecsaecsaessecssesssssnsssessssssssssessssssasssessassssessesssessssssessasssssssessssssassssssssssssssasssssss 24
4.4 Efeito do OsDof25 na Expressdo dos Transportadores de NH;*, NO; e Proteinas
NAR em Resposta a Nutricao Nitrica € Amoniacal........ccccecissecsncsssssesssnssasssssssssassns 29

5 CONCLUSOES .....ouiuminnsenncsnscsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 43
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cuuetumermmmnsesmsssessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssses 44
T ANEXOS ciiitinninnnnninsensnssaissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 50

XV



1 INTRODUCAO

O crescimento acentuado da populacdo mundial demanda um aumento significativo na
producdo de alimentos. Portanto, o desafio para as proximas décadas serd suprir as
necessidades da populacdo em expansdo, desenvolvendo uma agricultura altamente produtiva
e sustentdvel (BEEK et al., 2010). O arroz tem grande importancia na alimentacdo humana,
sendo o principal componente na dieta basica de cerca da metade da populacio mundial
(LIAN et al., 2005). No Brasil estd presente na dieta alimentar da maior parte da populacgdo,
com producdo anualmente de 13 milhdes de toneladas, sendo o pais um dos maiores
produtores do ocidente (IBGE, 2011).

Dentre os cereais, o arroz € uma fonte de proteina de qualidade, imprescindivel em
paises onde grande parte da populacdo ndo tem poder aquisitivo suficiente para se alimentar
de outras fontes protéicas, o que justifica a busca de variedades com maior capacidade de
produzir proteina nos graos (SOUZA et al., 1998).

O nitrogénio (N) € o elemento mineral requerido pelas plantas em maiores quantidades
e, consequentemente o fornecimento de quantidades insuficientes ou de forma inadequada
tem influéncia negativa e imediata no metabolismo vegetal, limitando seu crescimento e
produtividade (WHITE & BROWN, 2010). Além disso, o N é um dos mais caros dentre os
fertilizantes representando o maior custo no cultivo (MASCLAUX-DAUBRESSE et al.,
2009). H4 também, sérias preocupagdes com as perdas de nitrogénio no campo, que
ocasionam polui¢do de cursos da dguas e posterior eutrofizacdo. Portanto, as pesquisas
caminham no sentido de buscar alternativas para minimizar os impactos ambientais a0 mesmo
passo que maximizar a produgdo, incluindo o uso de espécies ou variedades adequadas ao
solo e ao clima bem como a selecido de variedades que sejam mais eficientes na absor¢ao de
nitrogénio do solo (SOUZA et al., 1998; SANTOS et al., 2009), diminuindo assim os custos
de producao pelo o uso de fertilizantes.

Segundo HIREL et al. (2007) a duplicag¢do da produ¢ao mundial de produtos agricolas,
incluindo alimentos, nas dltimas quatro décadas tem sido associada ao aumento de sete vezes
no uso de fertilizantes nitrogenados. Como consequéncia, tanto a intensificagao recente como
a futura da utilizacdo de fertilizantes nitrogenados na agricultura, ji tem e continuard ter
grandes impactos prejudiciais sobre o ecossistema (BEEK et al., 2010; WHITE & BROWN,
2010). Deste modo, a elucida¢do dos mecanismos reguladores que controlam a economia de
nitrogé€nio pela planta é vital para melhorar a efici€ncia de uso de nitrogénio (EUN) e para a
reducdo do uso excessivo de fertilizantes, mantendo um nivel aceitidvel de rendimento
(HIREL et al., 2007).

A eficiéncia de uso de nitrogénio é definida como o rendimento de graos por unidade
de N disponivel no solo (LEA & AZEVEDO, 2006). Para a maioria das espécies de plantas a
EUN pode ser dividida em dois processos: eficiéncia de absor¢do e assimilagdo, que € a
habilidade que as plantas possuem para extrair o nitrogénio do solo normalmente presente nas
formas de N-NOs; e N-NH;" e posteriormente converte-lo em aminodcidos e outros
compostos nitrogenados, e em segundo a eficiéncia de remobilizacdo, que € a capacidade da
planta transferir o N de outras partes para o grdo, onde predomina na forma de proteinas (LEA
& AZEVEDO, 2006; MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2009; KANT et al., 2011).

O desenvolvimento de estratégias inovadoras que melhorem a EUN e minimizem as
perdas € fundamental para a manutengdo da agricultura a base de cereais (SHANAHAN et al.,
2008). Porém o desenvolvimento de tais estratégias engloba parametros complexos, pois a
EUN pode ser influenciada por inimeros fatores genéticos e ambientais como: arquitetura da



raiz, razdo C/N no solo e dentro da planta, tipo de solo, pluviosidade e temperatura (KANT et
al., 2011).

Devido a grande importancia do nitrogénio no metabolismo das plantas, ao longo do
processo evolutivo, esses vegetais se adaptaram a ambientes com disponibilidade sazonal em
nitrogénio e desenvolveram complexos sistemas de absor¢do, assimilacdo e remobilizagao
desse nutriente que convergiram para uma maior eficiéncia de uso (SOUZA & FERNANDES,
2006). E importante entender a resposta das plantas a diferentes regimes de nitrogénio
disponibilizado, principalmente em condicdes de limitacdo do nutriente, para isso pode ser
utilizado métodos como andlise transcricional, resposta de mutantes defectivos a limitacao de
N, e a andlise de plantas que apresente melhor crescimento sob condi¢des limitantes (KANT
et al., 2011).

Nas tultimas décadas, ocorreu um grande avango na drea da biologia molecular, que
tem proporcionado uma revolugao de fatos e conceitos relacionados ao melhoramento vegetal,
em fungdo da aplicacdo das técnicas de manipulacdo do DNA, visando a obten¢do de
alimentos geneticamente modificados. A tecnologia do DNA recombinante diz respeito as
técnicas de engenharia genética que permitem a transferéncia de genes entre diferentes
organismos por métodos assexuais (SILVA, 2009).

O uso da engenharia genética para a produgdo de plantas mais eficientes normalmente
envolve caracteristicas monogénicas como resisténcia a herbicidas ou insetos, para se estudar
a eficiéncia de uso de nitrogénio, uma caracteristica controlada por vdrios genes, seria
necessario a manipulacdo de inimeros genes, neste caso, se torna mais conveniente o estudo
de fatores de transcricdo, que sdo proteinas regulatdrias transcricionais capazes de controlar a
expressdo de genes envolvidos em vérias rotas metabdlicas. Estudos anteriores realizados em
nosso grupo de pesquisa com o fator de transcricdo OsDof25 e sua influéncia na absor¢do e
utilizacdo de nitrogénio por plantas de Arabidopsis (SANTOS, 2009), demonstraram o
envolvimento deste fator de transcricdo no controle da expressdo de genes envolvidos em
rotas do metabolismo do nitrogénio.

O presente trabalho teve por objetivo a producao de plantas transformadas de arroz da
variedade Nipponbare por meio da inser¢io do fator de transcricdo OsDof25, visando
caracterizar sua influéncia sobre a eficiéncia de absor¢ao de nitrogénio em comparagcdo com
plantas de arroz nao transformadas (tipo selvagem).



2 REVISAO DE LITERATURA

As plantas para uma agricultura produtiva necessitam de grande quantidade de
fertilizantes nitrogenados que representam uma parte considerdvel dos custos de produgdo,
principalmente nas regides tropicais. Melhorar a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio (EUN)
das plantas cultivadas € de fundamental importancia para diminuir os impactos ambientais
decorrentes da fertilizacdo nitrogenada. E esforcos tém sido feitos para estudar as bases
genéticas, bem como o0s mecanismos bioquimicos envolvidos na absor¢do, assimilacido e
remobilizacdo de nitrogénio pelas culturas. A detecc¢do dos fatores limitantes que podem ser
manipulados para aumentar a EUN € o principal objetivo de tais pesquisas.

O nitrogénio € um dos macronutrientes essenciais para as plantas e sua aquisi¢ao
ocorre a partir de diversas fontes, principalmente na forma de nitrato (NO3") e amonio (NH4"),
mas também como uréia, aminoécidos e peptideos (GOJON et al., 2009). Esse nutriente
associado a fatores como luz solar abundante, 4gua e temperaturas favordveis, aumenta o
rendimento de matéria seca e de grdos. Além de seu papel como nutriente, as fontes organicas
e inorganicas de N tém um papel fundamental na sinalizagdo que controla a expressdo de
diversos genes tanto em Arabidopsis como em outras espécies vegetais (VIDAL &
GUTIERREZ, 2008).

2.1 Transportadores de Nitrato (NRT)

O nitrato (NOs) € a principal fonte de nitrogé€nio para a maioria das plantas. Além de
suprir as necessidades nutricionais o NO3™ e os metabdlitos derivados das vias de reducdo e
assimilacdo, atuam na regulacao de genes envolvidos em diversos processos de crescimento e
desenvolvimento da raiz e parte aérea (VIDAL & GUTIERREZ, 2008; KANT et al., 2011).
Portanto, é importante mostrar como o NO3 € distribuido nos diferentes tecidos € como isto €
regulado, para a utilizacdo mais eficiente em plantas superiores (CHIU et al., 2004).

A disponibilidade do nitrato na solucdo do solo pode ser amplamente varidvel, na
ordem de uM a quantidades em torno de 20 mM ou até niveis superiores chegando a 70 mM
(DECHORGNAT et al.,, 2011). Consequentemente as raizes s@o expostas a essa ampla
varia¢do nas concentragdes, para isso as plantas desenvolveram mecanismos de regulagao do
transporte através da membrana que aumenta a eficiéncia de captacdo e mudancas na
arquitetura do sistema radicular para aumentar o volume de solo explorado e se adaptar a esta
variabilidade (GOJON et al., 2009).

As plantas absorvem o NOj3 do solo utilizando transportadores localizados na
membrana plasmdtica de células da epiderme e do cortex da raiz (CHIU et al.,, 2004;
ALMAGRO et al., 2008). Estes transportadores podem operar em dois sistemas de absor¢cao
dependendo das concentragdes externas do NOs'. O sistema de transporte de alta afinidade
(HATS- “High Affinity Transport System’) é importante para aquisicao de nitrogénio quando
as concentracdes externas sdo baixas, inferiores a 1 mmol L' e o sistema de baixa afinidade
(LATS - “Low Affinity Transport System’) € requerido em concentracdes superiores a 1 mmol
L' de nitrogénio na solucdo (GLASS et al., 1992; ASLAM et al., 1992). Em resposta a
presenca de NO;3™ os sistemas HATS e LATS podem ser divididos em dois componentes, um
que € induzivel iIHATS e iLATS) e outro constitutivo (cHATS e cLATS) (CRAWFORD &
GLASS, 1998; FORDE, 2000).

Duas familias génicas de transportadores de NO3;, NRT1 e NRT2 foram
identificadas em plantas superiores, tais familias codificam para os sistemas LATS e HATS
respectivamente. Os NRTI1s pertencem a familia NRT1 (PTR), com alguns membros
transportadores de nitrato (NRT1) e outros transportadores de peptideo (PTR), contudo



evidencias indicam que tais transportadores sdo funcionalmente distintos apesar de sequéncias
similares (TSAY et al., 2007).

A familia NRT1 (PTR) compreende 53 genes Arabidopsis thaliana e 80 genes em
arroz. Os transportadores de NO3™ da familia NRT1 (PTR) inicialmente foram classificados
para o transporte de baixa afinidade, at¢ que o NRT1.1 também conhecido como CHLI1
(CHLorate resistant 1) foi identificado para o transporte de dupla afinidade envolvido na
absor¢do de NO3; em baixa e alta concentracdo (LIU et al., 1999; LIU & TSAY, 2003). No
entanto, todos os outros membros da familia NRT1 em Arabidopsis analisados até agora, o
NRTI1.2 (envolvido na absor¢ao de nitrato), NRT1.4 (armazenamento de nitrato no peciolo),
NRTI1.5 (carregamento do xilema), NRTI1.6 (desenvolvimento de sementes), NRT1.7
(carregamento do floema e remobiliza¢dao), NRT1.8 (descarregamento do xilema) e o NRT1.9
(carregamento do floema na raiz) sdo todos transportadores de baixa afinidade (HUANG et
al., 1999; CHIU et al., 2004; LIN et al., 2008; ALMAGRO et al., 2008; FAN et al., 2009; LI
et al., 2010; WANG et al., 2011).

O transporte de dupla afinidade € regulado por processos de fosforilagdo que
ocorrem no residuo do aminoacido T101 (Treonina 101), que ao ser fosforilado opera em
baixas concentragdes de nitrato e desfosforilado opera em altas concentracdes de nitrato (LIU
& TSAY, 2003). O NRTI1.1 também funciona como sensor de nitrato que em baixas
concentracdes interage com a proteina CIPK23 (CBL-Interacting Protein Kinase 23)
promovendo a fosforilacdo do residuo de treonina na posi¢do 101 (T101) e induz a expressao
de genes ligados ao metabolismo de nitrato (HO et al., 2009). Contudo em altas concentragdes
de nitrato, NRT1.1 com T101 desfosforilado interage com CIPKS8 e induz genes da absor¢do e
assimilacd@o de nitrato, ndo afetando a absor¢do em baixas concentragdes (HU et al., 2009).

Além de ser componente essencial no transporte de nitrogénio, o NRT1.1 também
esta envolvido em vias de sinalizacdo regulando a arquitetura das raizes (BARBIER-
BRYGOO et al., 2011). Estudos em Arabidopsis utilizando mutante (chll-5) deficiente no
transporte de NOj3; pelo NRTI1.1 e um transgénico derivado desse mutante (35S-CHLI),
demonstrou clara evidencia que este transportador tem uma fung¢ao direta na sinaliza¢do por
NOs' e esta envolvido na via de sinalizacdo no qual o NOj3™ antagoniza o efeito do glutamato
na mudanga da arquitetura da raiz (WALCH-LIU & FORDE, 2008).

Em regides maduras da raiz, o segundo membro da mesma familia também
envolvido no processo de absorcdo de N, o AtNRT1.2 € expresso nos pélos radiculares e na
epiderme da raiz (HUANG et al., 1999). Ao contrdrio do NRT1.1 cuja expressdo € induzivel
na presenca de NO3~ o NRT1.2 ndo necessita dessa exposi¢ao para ser expresso, tornando-se
um componente constitutivo do sistema LATS (DECHORGNAT et al., 2011).

O mecanismo iHATS para NOs™ foi estudado pela andlise funcional de mutantes
(atnrt2) principalmente em Arabidopsis thaliana. A familia dos NRT2s possui sete membros
que codificam para o sistema de absorc¢do de alta afinidade em Arabidopsis, com exce¢ao do
AINRT2.7 que esta envolvido no processo de desenvolvimento de semente (CHOPIN et al.,
2007). Na andlise de dois mutantes atnrt2.1 e atnrt2.2 em que ambos tiveram a atividade
interrompida, houve um decréscimo na capacidade de absor¢do de NOs™ na fase induzivel,
principalmente em iHATS (CEREZO et al., 2001).

Em relacdo a expressdo induzida por NOs', os genes AtNRT2.1 e AtNRT2.2 foram
classificados em induziveis, enquanto o gene AtNRT2.5 como repressivo na presenga do fon
(OKAMOTO et al., 2003). Ao contrdrio dos anteriores os genes AtNRT2.3, AtNRT2.6 e
AINRT?2.7 parecem ser indiferentes a mudancas no suprimento de NO3". Os genes AtNRT?2 sdo
expressos principalmente nas raizes, com excecdo do AfNRT2.7, onde a expressdao € maior na
parte aérea (ORSEL et al., 2002; OKAMOTO et al., 2003; CHOPIN et al., 2007).



A eficiéncia de armazenamento de NOs; no vacdolo das sementes influencia a
cinética de germinacdo, onde o transportador At#NRT2.7 localizado na membrana vacuolar
demonstrou ter funcao especifica nesta acumulacao (CHOPIN et al., 2007).

Estudando os genes envolvidos no transporte de NO3;™ no sistema de alta afinidade em
arroz, ARAKI & HASEGAWA (2006) encontraram quatro genes da familia NRT2
envolvidos na absor¢do em alta afinidade (OsNRT2.1~2.4). Contudo o OsNRT2.1 e o
OsNRT2.2 possuem a mesma sequéncia na regido codante, mas as regides nao codantes 5’ e
3> UTR (UTR, “untranslated region”, regidao nao traduzida) sdo diferentes, gerando diferentes
padrdes de expressdo entre os genes, e tais diferengas na expressao dos transportadores pode
ser devido as diferentes respostas de cada isoforma a concentragdo de N na planta.

Em resposta a deficiéncia e ressuprimento de N-NO; em plantas de arroz da
variedade Nipponbare, SPERANDIO et al. (2011) avaliaram a expressio de trés
transportadores de NOs3  (OsNRTI1.1, OsNRT2.1, OsNRT2.2) e demonstraram que o0S
transportadores de NOsz OsNRT2.1 e OsNRT2.2 apresentaram alta inducdo com o
ressuprimento de NO3 na parte aérea e raiz, enquanto que o OsNRT1.I apresentou indugao
somente na parte aérea com o ressuprimento e deficiéncia de NOs'.

O sistema de absorcdo de N além de ser induzido ou reprimido a partir da sinalizacao
por NOs’, pode ser regulado por metabolitos formados pela reducdo de NOs". Estudos em
plantas transgénicas de tabaco superexpressando NpNRT2.1, mostrou que a absor¢do de NOj3
em alta afinidade n@o esta relacionada positivamente com o nivel de RNAm de NpNRT2.1,
quando fornecidas fontes reduzidas de N como o NH;" ou a geraciio de metabdlitos oriundos
da reducdo de N, estes compostos provavelmente exercem efeito repressivo no influxo de
NOj3™ em nivel transcricional e pés-transcricional (FRAISIER et al., 2000).

A absorcdo de NOs™ via transportadores de alta afinidade, requer uma proteina
denominada NAR (“Nitrate Assimilation Related”’, relacionada a absor¢do de nitrato), que a
partir da interacdo direta com os NRT2 aumenta o influxo de NO3™ pelas raizes. Inicialmente
estudos em ovdcitos confirmaram a funcdo do NAR2, quando as proteinas NAR2 e NRT2.1
foram injetadas separadamente nao ocorreu atividade de transporte de NOj3, mas apds a
injecdo de ambas proteinas o transporte de NOs pdde ser mensurado (ZHOU et al., 2000).
Em plantas vérios trabalhos com mutantes sem a expressao da proteina NAR mostram sua
forte influéncia no transporte de nitrato no sistema de alta afinidade. Plantas de Arabidopsis
transformadas por T-DNA sem expressao de AtNRT3 (similar ao NAR2 em Chlamydomonas
reinhardtii), mostraram redu¢do no influxo de NOj3; pelo sistema de alta afinidade, porém
plantas cultivadas em alta concentragdo de N se desenvolveram normalmente comparadas a
tipo selvagem, indicando que o sistema de baixa afinidade se manteve inalterado nos mutantes
(OKAMOTO et al., 2006). Ja em arroz, ARAKI e HASEGAWA (2006) também indicam que
0 OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 sao genes candidatos a programas de melhoramento
com o objetivo de aumentar a eficiéncia de uso de nitrato em arroz. Estes autores mostram
que o NOs™ induziu a expressdo do OsNAR2.1 em apenas meia hora apds a adi¢do do nitrato
acompanhando a expressao do OsNRT2.1 e OsNRT2.4. Por outro lado, o OsNAR2.2 ja
apresentava expressao mesmo em solugdo sem N (ARAKI e HASEGAWA, 2006).

Estudos de histolocalizacio do NAR em A. thaliana, mostraram que o complexo
AINRT2.1 e AtNAR2.1 esta na membrana plasmdtica (YONG et al., 2010). Os mesmos autores
analisaram mutantes sem a expressdao do AtNAR2.1 (atnar2.1) e constataram baixa atividade
do sistema de absorcdo de alta afinidade, seguida de grande reducdo do crescimento das
plantas cultivadas em baixas concentracdes de NOs como unica fonte de N.

2.2 Transportadores de Amonio (AMT)

O fornecimento localizado de nitrogénio estimula o crescimento da raiz, a
ramificacdo e alongamento das raizes laterais, mas a maioria dos efeitos positivos sobre a



proliferacdo de raizes tem sido atribuida ao nitrato, ao invés de amodnio (LUDEWIG et al.,
2007). No entanto, as plantas claramente beneficiam da absorcdo de amodnio, por estar na
forma reduzida, que normalmente se encontra na faixa de 20-200 uM em solos agricolas, mas
a sua preferencia € contréria a sua toxicidade quando disponibilizado em excesso (MILLER et
al., 2004; LOQUE et al., 2004).

Ao contrdrio do que acontece para o nitrato, as plantas em geral ndo tendem a
acumular altas concentracdes do fon NH;" (LEA e AZEVEDO, 2006). Sintomas de toxicidade
sdo comumente observados em vdrias culturas cultivadas com amonio, porém o arroz parece
ser uma exce¢do. O estudo dos eventos primdrios de aquisicio de NH," em altas
concentragdes em cevada e arroz demonstrou que o efluxo de NH," representa cerca de 80%
do influxo primério. Este fato resulta em um ciclo através da membrana plasmaética da raiz,
que demanda alto custo energético e € acompanhado do declinio no crescimento. Contudo em
arroz, devido a evolugcdo da estratégia de defesa celular esse ciclo tende a um balango
energético neutro, ou seja, possui um eficiente sistema de controle do potencial da membrana
(potencial menos negativo), e consequentemente menor actimulo de NH,* no citossol, fazendo
com que o gasto de energia no efluxo deste ion seja menor. (BRITTO et al., 2001).

A absor¢do de NH;* é mediada por transportadores da familia multigénica AMT
(“Ammonium Transporter”), que comumente opera em um sistema bifdsico, quando as
concentracdes de NH;" no meio externo entdo abaixo de 1 mmol L' ¢ ativado o sistema de
absorcdo de alta afinidade (HATS), e em concentracdes superiores a 1 mmol L™, opera o
sistema de absor¢do de baixa afinidade (LATS).

Uma familia de cinco genes de transportadores de amonio (AMT1.1 a AMT1.5) foi
originalmente identificada em Arabidopsis, enquanto que em tomate apenas trés genes foram
isolados (LEA e AZEVEDO, 2006). Em arroz, pela andlise de similaridade da sequéncia de
aminoécidos do OsAMT2.1 foram identificados dez diferentes genes envolvidos na absor¢ao
de amonio e podem ser divididos em quatro grupos, ou seja, trés para cada grupo, OsAMTI,
OsAMT2, OsAMT3 e um para OsAMT4 (SUENAGA et al.,, 2003). O ndmero de
transportadores da familia AMT em arroz é maior do que Arabidopsis e tomate, o que indica
que cada planta forma seu sistema de transporte de acordo com as condi¢des seletivas a que
foi submetida (LOQUE & VON WIREN, 2004).

A expressao da isoforma OsAMT1].1 foi detectada na parte aérea e raiz independente
do suprimento de nitrogénio, apesar de maior expressdo na presenca de amonio, enquanto a
expressao da OsAMTI1.2 e OsAMTI.3 foi restrita para a raiz, sendo o primeira fortemente
induzida por amonio e a segunda reprimida apds a aplicacdo de nitrogénio (SONODA et al.,
2003). De acordo com KUMAR et al. (2003) os trés transportadores de alta afinidade em
arroz respondem de forma expressiva quando as plantas sdo cultivadas em concentragdes de
10 pmol L' de NH,*, reduzindo os niveis de expressdo quando transferidas para uma solugdo
de 10 mmol L' de NH,".

SPERANDIO et al. (2011) avaliaram a expressdo dos transportadores de NH;"
OsAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMTI.3 e mostraram que todos apresentaram repressao no
ressuprimento com 2 mM de N- NH;" e alta inducdo sob deficiéncia, sendo OsAMTI.2 e
OsAMTI1.3 os mais induzidos na deficiéncia (cerca de 32 e 15 vezes, respectivamente). A
repressdo dos transportadores de NH;" é provocada provavelmente pelo alto influxo e
assimilacdo de NH,", gerando altos teores de N-amino livre nas raizes que reprimem a
expressdo dos transportadores responséveis pela absor¢io de NH;" (SONODA et al., 2003).
Esse efeito negativo pode ser correlacionado principalmente aos niveis de glutamina, em que
os transcritos do AtAMTI.1 e o influxo de NH4" foram reprimidos apds o ressuprimento em
plantas privadas de N, sugerindo que a glutamina pode ser um sinal de “feedback” para o
influxo de NH," depois do ressuprimento (RAWAT et al., 1999).



A isoforma OsAMTI.I expressa predominantemente no cortex radicular, periciclo,
epiderme e pélos radiculares se mostrou um importante membro do sistema HATS, por
apresentar reducdo de 70% na absorcdo de NH4" em plantas contendo uma insercdo de T-
DNA no gene AMTI.1 (KAISER et al., 2002). J4 a localizagcdo do transportador OSAMTI.2
detectada principalmente nas células do cilindro central das raizes sugerem que este pode
estar envolvido em duas fun¢des, tanto na absor¢do de amodnio da solu¢do do solo quanto na
recuperacao de amonio do sistema vascular, como a principal forma de nitrogénio no sistema
vascular de arroz € a glutamina, seus niveis podem regular diversos genes envolvidos na
resposta das plantas ao NH," (SONODA et al., 2003).

2.3 Fatores de Transcricao

A evolucdo no campo da genomica de plantas e sistemas bioldgicos, incluindo a
disponibilidade das seqiiéncias do genoma de Arabidopsis e arroz tem oferecido
oportunidades para identificar genes de regulacdo e rotas metabdlicas que controlam inimeras
caracteristicas. Segundo CENTURY et al. (2008), devido aos fatores de transcricdo (FT)
naturalmente atuarem como reguladores de processos celulares espera-se que sejam excelentes
candidatos a modificagc@o de caracteristicas complexas em plantas cultivadas.

Devido a sua imobilidade, as plantas sdo suscetiveis a inimeros fatores bidticos e
abidticos, para isso possuem sistemas distintos de adaptacdo ao meio ambiente visando sua
sobrevivéncia, tais adaptacdes incluem defesas contra patégenos, predadores e o crescimento
de orgdos especificos, como flores e sementes (YAMASAKI et al., 2008). Contudo o
desenvolvimento e a diferenciagdo em plantas sdo programados primariamente em nivel de
transcricdo génica, que sdo controlados por FT (UDVARDI et al., 2007).

Fatores de transcri¢do sdo geralmente definidos como proteinas que cont€ém um
dominio de ligacdo que reconhece uma seqiiéncia especifica de DNA e controlam o passo
mais importante da regulacdo génica, a transcricdo, uma vez que este controle assegura que
nenhum intermedidrio supérfluo seja sintetizado e, obviamente, porque sem transcri¢io ou
sem sintese de RNA, ndo haverd sintese protéica (MITSUDA & TAKAGI, 2009). A
regulagdo da transcricdo pode ocorrer a partir da ligacdo dos FT a seqiiéncias de bases
especificas presente na regido promotora do gene e/ou pela interagdo com outros reguladores
transcricionais promovendo o remodelamento da cromatina e modificagdes de proteinas,
visando recrutar ou bloquear o acesso da RNA polimerase (enzima responsdvel pela sintese de
RNAm) a determinadas regioes do DNA (GROTEWOLD, 2008; UDVARDI et al., 2007).

Em Arabidopsis thaliana hd mais de 1.800 genes que codificam para FTs (GUO et al.,
2005; 1IDA et al., 2005). No entanto, somente um décimo destes FTs ja foi caracterizado
geneticamente (QU & ZHU, 2006). Além de um grande nimero de genes que codificam os
FTs, em Arabidopsis ha uma maior variedade de FTs que apresentam maior diversidade e
especificidade de ligacdo ao DNA, quando comparado a outros organismos como D.
melanogaster ou C. elegans.

A expressdao de genes em plantas envolve classes de FTs que sdo especificamente
relacionados com a regulacdo de genes especificos e/ou mediacdo de uma variedade de sinais
especificos, estes genes podem ser agrupados em diferentes familias com base no dominio de
ligacdo ao DNA e outras caracteristicas conservadas (CENTURY et al., 2008). As proteinas
de dominio Dof contém uma classe particular de dominio de ligagdo ao DNA tipo dedo de
zinco (Dof, DNA one finger) e sdo membros de uma grande familia de fatores de transcri¢ao
encontrados somente em plantas. Nas proteinas Dof especificamente, o dominio de liga¢do ao
DNA ¢ extremamente conservado, conferindo grande similaridade de ligacio ao DNA entre
as diferentes proteinas que compdem esta familia, porém fora do dominio de ligacdo as
sequéncias de aminodcidos sdo divergentes e reflete a variedade de fun¢des descritas para
estes fatores (YANAGISAWA, 2002; YANAGISAWA, 2004).



Os FT reconhecem sequéncias regulatorias especificas situadas na regiao promotora
dos genes ao qual se ligam por intermédio do dominio de ligacdo, por sua vez esta interagdao
determina o inicio e a eficiéncia da transcri¢do. O dominio de ligagcao do tipo dedo de zinco é
caracterizado por uma regido de 50 aminodcidos altamente conservada, ao qual o fon zinco €
coordenado por residuos de cisteina (C,-C,), associados a uma regido base que se liga ‘a
seqiiéncia (regulatoria) de nucleotideos AAAG, denominadas motivos de ligacdo. As
proteinas Dof analisadas at¢é o momento, exceto uma de abdbora, reconhecem o motivo de
ligacdao AAAG, esta sequéncia especifica foi estabelecida a partir de ensaios in vitro e in vivo
(YANAGISAWA, 2002). As proteinas Dof geralmente aparecem compostas por dois
dominios principais: um dominio conservado de ligagdo ao DNA na por¢cao N-terminal e um
dominio C-terminal de regulacdo da transcri¢do que pode fazer interacdo com outras proteinas
(YANAGISAWA, 2002).

Em Arabidopsis foram identificados 37 provaveis genes que codificam proteinas de
dominio Dof, no genoma do arroz foram encontrado 30 genes (YANAGISAWA, 2002;
LIJAVETZKY et al.,, 2003). A primeira proteina com dominio de ligacdo do tipo Dof
(ZmDofI) foi isolada a partir do milho por YANAGISAWA & IZUI (1993) desde entdao
varios membros da familia, em diversas espécies e envolvidos em diferentes processos
fisiol6gicos, foram caracterizados. Embora muitas das fungdes fisiolégicas das proteinas de
dominio Dof ndo estejam esclarecidas, pelo grande nimero dessas proteinas nas plantas, ja €
evidente que desempenham papel fundamental como reguladores de transcri¢cdo influenciando
no crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas (YANAGISAWA, 2004).

YANAGISAWA e SHEEN (1998) j4 mostraram com o ensaio de mobilidade
eletroforética que o Dofl de milho foi capaz de se ligar ao promotor da fosfoenolpiruvato
carboxilase de milho e induzir a sua atividade. Ja& SANTOS (2009), estudando a
superexpressao ZmDofl e seu ortdlogo em arroz OsDosf25, sugere que o aumento de
expressdo da fosfoenolpiruvato carboxilase e piruvato quinase pode ser uma estratégia das
plantas transformadas para aumentar a produgdo de esqueletos de carbono, especialmente o 2-
oxoglutarato, buscando a detoxificacdo do excesso de amonio absorvido. Outra possibilidade
€ que este fator de transcricdo coordene a expressdo conjunta dos transportadores de amonio e
dessas enzimas do metabolismo de carbono.

Estudos de YANAGISAWA et al. (2004), com fator de transcri¢cdo Dofl de milho em
plantas transgénicas de Arabidopsis, indicam que a expressao deste fator aumenta a expressao
de vdrios genes envolvidos na producdo de esqueleto de carbono, além de aumento
significativo da concentracdo de aminodcidos, especialmente glutamina, além de elevagao no
teor de N. Segundo esses autores a superexpressdo do Dofl melhorou a assimilagdo de
nitrogé€nio e no crescimento de plantas em baixas concentragdes deste nitrogénio.

Ja em espécies de Pinus pinaster, outro fator de transcricdo da familia Dof esta
relacionado a regulacdo transcricional antagdnica entre duas isoformas da enzima glutamina
sintetase citosdlica (GS1) (RUEDA—LOPEZ et al., 2008). Estes autores mostram que a
superexpressao do PpDof5 sob o comando do promotor 35S, atuou como repressor da GS1a,
reduzindo o nivel de expressdao em torno de 40%, enquanto que na isoforma GS1b este FT
causou o dobro de aumento da expressao.

Os FT Dof estdo envolvidos em varias fungdes, incluindo desenvolvimento de
sementes, processo complexo que exige muitas proteinas regulatérias. Estudos recentes com
andlise “in silico” mostraram que mais de 50% dos genes Dof no genoma de arroz, trigo e
Arabidopsis participam do desenvolvimento de sementes (GAUR et al., 2011). Foram
analisados 30 genes Dof, onde a expressdo de 17 revelou o envolvimento destas proteinas em
vdrias fases do desenvolvimento desde o florescimento até a maturacao das sementes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amplificacdo do Gene de Interesse

O gene OsDof25 nao possui introns e foi amplificado a partir do genoma nuclear
(Figura 1). Foram desenhados iniciadores (“primers”), especificos para amplificacdo do gene
inteiro (Tabela 1), para em seguida adicionar os sitios de recombinacdo necessarios para
clonagem nos vetores “Gateway”.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores (“primers”) “forward e reverse” utilizados nas
amplificacdes do gene do fator de transcri¢do de arroz OsDof25 por reagdo de PCR.
Gene Primers Sequéncia

OsDof25F 5’-GTGTTCGTCCGAGCTTTTCTG-3'... ATG

OsDof25
OsDof25R 5"TGCTAACCATCCTCTCGTTCGT-3’

Nota: Sublinhado representa o cédon de iniciagdo

GCGACTGCGACCATAAGAGACTCCCGCTTCCGCCAACCGCCCACCACCCGTTCGACCATTTGCTTGCC
CCCGCTCCTCGGTTCCTCCCGACTCCACCGGCGCGCGCGCGCGGAGGGACCAGAGCAGCCACGGLGLL
GCCGCGCATGCAGGAGCAGCAGCCGGAGACCGGCCGCCGGCCGGCGCAGCAGTTCGCCACCGTCGACC
TGCGCCGTCCCAAGGGCTACGCGGCGGCTCCCGCGACGCCACAGCCTGGTTCGGCTGCGACTGCTGCT
GCCGCCGCTGGCCCGGCTGCGACGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGGGGAGGGTGACCCGTGCCCGCGGTG
CGAGTCGCGGGACACCAAATTCTGCTACTACAACAACTACAACACCTCCCAGCCCCGGCACTTCTGCA
AGTGTTGCCGCCGCTACTGGACCAAGGGTGGCACGCTCCGCAACGTCCCCGTCGGCGGCGGCACGCGC
AAGAAGTCCTCGTCTTCGTCGTCGTCGTCTTCCTCGTCATCCGCCGCCGCCGCAGCACCCGCCGCCAA
GCGCCAGAAGACGTCGAAGAAGCGCCGCGTCACGACTCCCGAGCCCCTCGCCGCCACCACCCCCGTCC
TCACCGAAGCCGCCGCTGACTCCGCCGCCAAGACGACGACCGAAGCTACGTCGGAGAAGAAGACGACG
ACTTCCACAACGACGACGACACCGCCGGCGCCTGACACCACGAGCGAGATCACCACGGAGCTCGTCGT
CCCGGCCGTGGAGGAGGACTCGTTCACGGACCTCCTGCAGCCGGACTCCGCCGCCGTCACCCTCGGCC
TCGACTTCTCCGACTACCCGTCCATCACCAAGAGTCTGGCCGACCCGGACCTGCACTTCGAGTGGCCG
CCGCCGGCGTTCGACATGGCGTCCTACTGGCCGGCCGGCGCCGGGTTCGCCGACCCGGACCCGACCGC
CGTGTTCCTCAACCTCCCATGAGCCCACTCGCCCGGCGGCGGCGGCGGCGGCTCAGGTGGGTGTGGGG
GTTTCCAACTACACCCGATGATGATTTCATCAGTTTCCGATTAATTAGTAAATTGCGCGTGGGGTATA
TGGTGAAAATGATGACGTTAATCTTAGCTTTTTGAGATTAGTGGCCGTGTTTTACTCTCGAGAGGGGC
TAACTCAACCAAGTTTGGGTTGTTTTTCATGTGTATAACTCCTATCAAGGCTTGGGCTTTTTTTTTTC
ATACAATGGTCCTGCTATTTTCTACTCCA

Figura 1. Sequéncia do gene OsDof25. LOC_0s08g38220.1111978.m07807.

(http://www tigr.org /tdb /e2k1/osal/). Sublinhado representa a sequéncia de cDNA.

A reacdo de PCR foi realizada com uma DNA polimerase de alta fidelidade, a
Platinum Pfx, para uma maior fidelidade na amplificacdo. A reacdo foi realizada com a
solucdo “enhancer” PCRy 1X, tampao de amplificacdo Pfx 1X, dNTP 0,3mM cada, MgSO,
1mM, “primers” 0,3uM, Pfx DNA polimerase 1U e 200ng de DNA (var. Nipponbare). Como
o gene de interesse possui uma alta quantidade de CG, antes de iniciar a reacao de PCR, o mix
de reacdo sem a “Platinum Pfx” passou por uma etapa de desnaturacdo a 94°C durante 10
minutos. Logo em seguida foi adicionada a Pfx e a PCR prosseguiu com a seguinte
programacdo: desnaturagdo a 94°C por 2min e 45seg e 35 ciclos de 15seg de desnaturacdo a
94°C, 30 seg de anelamento 57°C e 1min de extensdo a 68°C.

As construcdes génicas foram realizadas utilizando a tecnologia “MultiSite
Gateway” de clonagem. Depois da amplificacdo do gene houve mais duas reagdes de PCR



com “primers” hibridos para a constru¢ao dos sitios de recombinacao attB1 e attB2 (Tabela
2). Na primeira reacdo os “primers” anelam-se no inicio e final do gene e levam metade do
sitio de recombinagdo, e na segunda reagcao os “primers” anelam-se na primeira metade dos
sitios aftB e levam a outra metade (Tabela 2). A primeira reacdo foi realizada com uma
desnaturagdo inicial de 2min e 45seg e 25 ciclos de 15seg de desnaturagdo a 94°C, 30seg de
anelamento a 58°C e Imin de extensdo a 68°C. A segunda reacdo também foi realizada em 25
ciclos com a mesma programacdo descrita acima, exceto pelos dois primeiros ciclos, que
foram a uma temperatura de anelamento de 50°C e os 23 ciclos restantes a 60°C.

Tabela 2. Sequéncias dos “Primers” para amplificacdo do gene do fator de transcricdao de
arroz OsDof25 com os sitios de recombinacdo attB1 e attB2 em duas reagdes.

Gene Reacdo  “Primers” Sequéncia

. OsDof25anBl 5 ANAAAGCAGGCTACTGCGACCATAAGAGACTC -3
OsDof25 1" ospofr5atB2

Adapt.attB1
Adapt.attB2

5’-AGAAAGCTGGGTATGGGAGGTTGAGGAACAC -3

a 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’
Adaptador 2

5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’

3.2 Tecnologia “Gateway®”’ e Clonagem dos Genes Amplificados

A tecnologia Gateway desenvolvida pela Invitrogen é baseada na reacdo de
recombinacdo sitio-especifica mediada por fago lambda (L), onde fragmentos de DNA
flanqueado por sitios de recombinacdo (att), podem ser transferidos em vetores que contém
sitios de recombinacdo compativeis (attB x attP ou attL x attR) (KARIMI et al., 2002).

O bacteriéfago lambda pode crescer como um fago litico, onde a célula do
hospedeiro € lisada com a liberacdo da progénie do virus. Alternativamente, o fago A pode
integrar um sitio especifico dentro do genoma de E. coli por um processo chamado
lisogenizagdo.

No estado lisogé€nico o genoma do fago pode ser transmitido para as células filhas
em muitas geragoes até que surjam condi¢des que viabilizam sua excisdo do genoma. Neste
momento, o virus entra na fase litica do seu ciclo de vida. A passagem entre as rotas liticas e
lisogé€nicas € um dos processos mais bem estudados da biologia molecular. As reacdes de
recombinacdo integrativa e excisiva do fago A sdo mediadas por proteinas codificadas pelo
proprio fago A e pela E. coli. Estas reagdes de recombinagdo, feitas in vitro, sdo a base da
tecnologia de clonagem “gateway” (Tabela 3).

Tabela 3. Reacdes de recombinagao entre os sitios att do fago A em E. coli.

Rota Reacao Catalisada por...
Lisogénica attB x attP — attL x attR (Int e IHF) BP Clonase™ II
Litica attL X attR — attB x attP (Int, IHF e Xis) LR Clonase™ II

Nota: Int — Integrase; IHF — Fator de Integracdo do Hospedeiro; Xis — Exicisionase.

Os quatro sitios contém locais de ligacdo das proteinas que medeiam a reagdo. Os
sitios atfB, attP, attL e attR contém 243, 25, 100, e 168 pares de base respectivamente. A
reacdo attB x attP (Integracdo) € mediada pelas proteinas Int (Integrase) e IHF (Fator de
Integracdo do Hospedeiro). A reacdo attl. x attR (excisdo) é mediada pelas proteinas Int, IHF,
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e Xis (Excisionase). Int e Xis sdo codificadas pelo genoma do fago A, enquanto IHF é uma
proteina de E. coli (Tabela 3).

O Kit para construcdo do vetor contendo trés fragmentos desejados fornecido pela
tecnologia “MultiSite Gateway” usa uma modificacdo da reacdo de recombinacdo sitio
especifica da tecnologia “Gateway” e permite a simultinea clonagem de trés fragmentos
(promotor desejado, gene de interesse e regido terminadora ou proteina de fusdo) em uma
ordem e orientacdo definidas, para criar o clone de expressao desejado.

No sistema “MultiSite Gateway®” os sitios att do A foram modificados e otimizados
para acomodar clonagens recombinacionais simultaneas de multiplos fragmentos de DNA. As
modificagdes incluem alteracdes de sequéncias e comprimentos dos sitios att resultando na
criacdo de novos sitios att que exibem aumento de especificidade e promovem a eficiéncia
requerida para a clonagem de multiplos produtos de PCR em uma unica reacdo. Na tecnologia
“MultiSite Gateway®” quatro sitios att sdo utilizados, contra apenas dois da tecnologia
“Gateway®” padrao. Isso permite que mais de um produto de PCR possa ser clonado em
apenas uma reacao. Os vetores doadores da tecnologia “MultiSite Gateway®” sao usados para
clonar os produtos de PCR flanqueados pelos sitios a#tB para gerar os clones de entrada.
Portanto, devido a estes fragmentos serem flanqueados por diferentes sitios att, trés diferentes
vetores doadores sdo requeridos para possibilitar a geracdo de trés tipos de clones de entrada
requerido para o “MultiSite Gateway®” (Tabela 4). Exemplo da reacdo BP é mostrado na
Figura 2.

Tabela 4. Vetores doadores e suas fungdes para a geracao de trés tipos de clones de entrada.

Vetor doador Funcao

pDONR™ P4-P1R  Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios attB4 e a#B1.
pDONR™ 221 Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios a#fB1 e attB2.

pDONR™ P2R-P3  Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios at/B2 e a#B3.

[atB4] uBIL  [atiB1] [atB1 | OsDof25 [ atiB2] [atB2]  3xHA [ atB3]

-

. [ el
atP4 | ccaB | cMR  HanPiR atP1 [ ccaB |- om® ] anp2 atP2RH  ccaB |-{ cMr | arP3
pDONR-P4-P1R pDONR™221 pDONR-P2R-P3
atid | UBIL [ atR1 atill [ OsDof25 | atiL2 atR2 | 3xHA [ati3
pENTR-ROLD PENTR-Gene PENTR-3xHA
[ori ] | KAN| [ori ] [ KANT] [ori ] [KANT ]

+ + +
Sub-produto Sub-produto Sub-produto
[atRaH ccaB | cM? H a1 [atR1H ccaB H cM® |HatR2] [am2 H ccaB |H cm® Hatr3]

Figura 2. Esquema ilustrativo da reagdo de recombinacdo BP para criacdo dos vetores de
entrada, necessdrios para constru¢cdo do vetor para expressao do OsDof25 (adaptado de
SANTOS, 2009).

Depois da obtencdo de todos os vetores de entrada na reacdo BP, é necessdria a
aquisicdo de um vetor de destino, ou seja, aquele que vai permitir a recombinagao coordenada
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dos trés vetores doadores na reacdo de recombinacdo multipla, também chamada de reagao
LR, pois envolve a recombinagdo entre sitios atfL. e attR dos vetores de entrada e do vetor de
destino respectivamente (Figura 3) .

ori | — [ KAN ori | —[KAN®
PENTR-UBIL pENTR-Tag HA
atiL4 UBIL | atR1 atR2 | 3xHA  [ard3

Vetoresde .
entrada N ati1 | OsDof25 | ati2

E'\.‘ PENTR-Gene

ori KANF

[aRa}—{ cod6 |—{ o }—amis]
Vetor de
destino pH7m34GW

[UBI| Hyg® [{LB RB

|

atB4] UBIL  [atB1] OsDof25 [atB2] 3xHA [atB3

Vetor de
expressao UBIL :OsDof25 :3xHA
RB
+
atP4 [ ccdB —{ cCMW | atP3
Sub-produto J
[KANT] {atP1] [KANT]—|atP2] [ KANT]

Figura 3. Reacdo LR triplo para obteng¢do dos vetores para superexpressao do gene de
interesse. Neste trabalho foi usado o promotor UBIL (ubiquitina de milho) e um Tag-
3xHA fusionado ao gene OsDof25. Ori — origem de replicacio; Hyg"- gene de
resisténcia a higromicina; atfB, atP, attLL e attR — sitios de recombinacdo; LB — borda
esquerda; RB — borda direita (adaptado de SANTOS, 2009).

3.2.1 Purificacdo do gene com os sitios de recombinacio

Depois de amplificado o gene com os sitios de recombinagdo, € recomendada a
purificacdo do produto amplificado para remoc¢do do excesso de “primers” e dimeros de
“primers”. Esses “primers” e seus dimeros podem recombinar eficientemente com o vetor
doador na reacdo BP e aumentar o “background’ depois da transformacdo em E. coli.

Obs.: O protocolo padrao para purificagdo de produtos de PCR usando extragdo com
fenol/cloroférmio seguido de precipitacdo com isopropanol ou etanol com acetato de sodio
nao é recomendado para purificacdo destes produtos contento o sitio aztB. Este protocolo tem
um limite de exclusdo de fragmentos menores que 100pb e ndo remove eficientemente 0s
dimeros de “primers”. Dessa forma foi utilizado o PEG 8000/MgCl, para purificagdo, que
pode remover fragmentos de até 300pb.

A purificagdo foi feita com cerca de 90uL de reacdio da PCR, para aumentar a
quantidade de produto de PCR recuperado. Aos 90uL do produto amplificado contendo os
sitios atrB foram adicionados 270uL de TE pHS8,0 e 180uL de PEG 8000 contendo 30mM
MgCl,. Esta mistura foi agitada em vortex e em seguida centrifugada a 10.000g por 15
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo retirado cuidadosamente com o
auxilio de uma pipeta do lado oposto ao da formacdo do precipitado O precipitado foi
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dissolvido em 16uL de TE pH 8,0 e a qualidade do produto recuperado foi visualizada em gel
de agarose 1%. Ap0s a verificacdo de que o produto recuperado estava com boa pureza foram
realizadas as reagdes de recombinacdo BP para criar os vetores de entrada.

3.2.2 Reacido BP - recombinacao entre os sitios attB do gene e a#fP do vetor pDONR221
para a obtencao do vetor de entrada

A reacdo BP foi realizada com o gene amplificado levando os sitios de recombinac¢do
attB1 e attB2 e o vetor doador pDONR211 (Figura 4) para criacdo do vetor de entrada
pENTR-OsDof25. Esse vetor participa na reacdo de LR tripla para formagdo da construcdo
génica usada na transformacao das plantas. Nesta mesma reacao de LR tripla estdo também os
vetores de entrada levando o promotor UBIL e o tag de 3xHA (peptidio de fusdo com o gene).

attL2
Pst 1(3318) T7 promoter
Sac1(3273) i T7 primer
OsDof25 M13 R

Kan(R)

— pEN-OsDof25
3513bp

Ase 1(884)
attL1

M13 (-20)?}/
M13 (40) F

rrnB T1 Term.
rrnB T2 Term.\// /

Ase 1(2091)

Ase 1(2032)

Figura 4. Vetor pPENTR-OsDof25 usado na reacio de recombinagdo LR tripla para formacao
do clone de expressao.

As reagoes BP foram realizadas utilizando o kit “Gateway® BP Clonase Il Enzyme
Mix” (Invitrogen). Em um microtubo de 1,5mlL, foram adicionados: SuL do produto
amplificado e purificado (gene), contendo os sitios a#tB, 1uL do vetor pPDONR211, 2uL do
tampao de reacdo BP e 2uL do mix de enzimas BP clonase. A mistura da reacdo foi
homogeneizada vagarosamente por pipetagem e a reacdo ocorreu a temperatura ambiente
durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi paralisada pelo tratamento com 1uL de
Proteinase K a 37°C durante 10 min.

Antes de proceder a transformacao foi realizada uma didlise por trés horas em papel
de filtro de 0,025um colocado sobre dgua ultrapura autoclavada dentro de uma placa de Petri
estéril. O volume de reagdo foi reduzido para Syl em centrifuga a vacuo e utilizado para
transformagdo de células competentes de E. coli (DHS5a). Misturou-se a reacdo BP (SuL),
com 40uL de células competentes, que foi deixado em descanso no gelo por 5 min. Apds este
periodo a mistura foi submetida a eletroporagcdo a 1.700V e logo em seguida misturada com
400uL. de meio SOC. As bactérias, agora transformadas foram cultivadas por 1h a 37°C em
agitador orbital a 150rpm. Para selecdo das bactérias transformadas, 100uL foi riscado em
meio LB contendo 50 pg/mL de canamicina.
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3.2.3 Preparo de células competentes para eletroporacao (DH5a)

O estoque de E. coli DH5a foi riscado em meio LB sélido e incubado durante a noite a
37°C. Na tarde do dia seguinte, uma coldnia isolada foi inoculada em 5SmL de meio LB sélido
e mantida sob agitacdo constante a 150rpm durante a noite. No dia seguinte pela manha 3mL
da cultura fresca foi inoculada em 300mL de meio LB liquido acondicionado em erlenmeyer
de 2L, mantido sob agita¢do constante a 200rpm e 37°C até a cultura atingir uma DQgg entre
0,5 a 0,8. Entre 3 e 4 horas de cultivo foram suficientes para alcangar uma DOg entre esses
valores. Depois de atingida a DOgg, aliquotas de 50mL 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 4.000g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram solubilizadas, cuidadosamente, em 50mL de dgua destilada estéril gelada, para
retirada do excesso de sais. As células foram novamente precipitadas como descrito acima e
solubilizadas em 25mL de d4gua destilada estéril gelada. As células foram entdo
acondicionadas em trés tubos falcon e novamente precipitadas como ja descrito. O precipitado
de cada tubo foi solubilizado em 2mL de glicerol 10% gelado e as células transferidas para
um unico tubo. Finalmente, as células foram precipitadas como descrito acima e o precipitado
solubilizado em 550uL de glicerol 10% gelado. A suspensdo de células foi dividida em
aliquotas de 50uL, acondicionadas em microtubos de 1,5mL e mantidas em freezer -80°C.

3.2.4 Reacoes de LR triplo para obtencao da construcao UBIL:0sDof25:3xHA

A reacdo de LR foi realizada utilizando o kit “Gateway LR Clonase Il Plus Enzyme
Mix” (Invitrogen). Em um microtubo de 1,5mL foram adicionados: 12,5fmoles do pENTR-
UBIL, 12,5fmoles do pENTR-3xHA, 12,5fmoles pENTR-OsDof25 e 25fmoles do vetor de
destino pH7m34GW. O volume foi elevado para 8uL com TE 1X pH 8,0 e adicionado 2uL
do mix de enzimas. A mistura da reagdo foi homogeneizada vagarosamente por pipetagem e a
reacdo ocorreu a temperatura ambiente durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi
paralisada pelo tratamento com 1uL de Proteinase K a 37°C durante 10 min. Antes de
proceder a transformacdo foi feita uma didlise por trés horas em papel de filtro de 0,025um
colocado sobre 4dgua ultrapura autoclavada dentro de placa de Petri estéril. O volume de
reacdo foi reduzido para SuL em centrifuga a vacuo.

attB4
UBIL M13R
attB1 r RB

OsDof25 [j//’//////
Pst 1(9237)
attB2 ‘
Gly4Ser-linke B
3xHA-ag ___55//
J UBIL:OsDof25:3xHA
attB3

M13F//\ 12034 bp

T35S
Pst1(8580)
Hyg
LB/// Sm/SpR
Figura 5. Vetor de expressdo UBIL:OsDof25:3xHA usado para transformacgao das plantas de

arroz via Agrobacterium tumefaciens. Este vetor leva o gene de resisténcia a
higromicina (hyg) para selecdo das plantas transformadas.
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A fim de caracterizar os clones obtidos, foi realizada a transformacao de E.coli como
descrito anteriormente para a reagao BP. O volume total obtido apds transformacdo e cultivo,
foi plaqueado em meio LB contendo Espectinomicina (Sm) 50ug/mL e Estreptomicina (Sp)
20pug/mL para selecdo das células transformadas com o vetor levando a construgdo génica. A
confirmacao da clonagem foi feita por digestdo dos plasmidios com enzimas de restricao.

3.3 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Depois de caracterizadas as construgdes génicas, estas foram inseridas em
Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 como descrito a seguir.

Foi adicionado 1ug de plasmidio a 100uL de Agrobacterium competente (obtida
conforme descrito no item 3.3.1), 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. Apds
este tempo, foi adicionado 1mL de meio YEB, e as células foram mantidas a 28°C, com
agitacdo constante a 150rpm durante duas horas. A transformacdo (ImL) foi plaqueada em
meio YEB sélido com os antibidticos correspondentes a constru¢do (Sp/Sm) mais Rf-
Rifamicina (100pug/mL) e Gm-Gentamicina (40pug/mL). As placas foram incubadas a 28°C até
o aparecimento de coldnias (dois a trés dias). A transformacdo foi confirmada por PCR de
colonia.

3.3.1 Preparo de Agrobacterium tumefaciens competente

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB
s6lido (item 3.3.2) contendo rifamicina (Rf) (100pg mL™) e gentamicina (Gm) (40ug mL™), e
incubado a 28°C por 24 horas. Com uma alca flambada foi transferida apenas uma coldnia
isolada para um tubo falcon de S0mL contendo 3mL de meio YEB (Rf/Gm) que foi incubado
a 28°C com agitacdo de 150rpm por 48 horas. Pela manha do dia seguinte, 2mL da cultura
fresca foi inoculada em 50mL de meio YEB contendo Rf e Gm em erlenmeyer de 250mL. A
incubacdo foi realizada a 28°C sob agitacdo constante de 150rpm) até atingir uma DOggy de
aproximadamente 0,6. A cultura foi entdo dividida em dois tubos falcon de S0mL e incubada
no gelo por 20 minutos. A seguir, as células foram precipitadas a 1.000g por 5 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em 500uL de uma solugdo
contendo CaCl, 20mM e glicerol 10%. As células foram divididas em aliquotas de 100uL
acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5mL e mantidas em freezer -80°C.

3.3.2 Meio YEB para cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para cultivo de Agrobacterium tumefaciens foi usado o meio YEB contendo 5g L!
de extrato de carne, 1g L de extrato de levedura, 1g L' de peptona, 5g L de sacarose,
0,002¢g L' de MgSO4, pH 7,4. Para meios sélidos, 1,5% de agar foi adicionado ao meio de
cultura.

3.4  Transformacao de Arroz Mediada por Agrobacterium tumefaciens

O método para transformacdo de arroz se baseou na producdo de calos
embriogénicos provenientes da regido do escutelo de sementes de arroz germinadas em meio
nutritivo contendo 2,4-D (acido 2,4—diclorofenoxiacético). Os calos foram entdo infectados
por Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor com a constru¢do génica desejada
(UBIL:0SDof25:3xHA) e entdo uma nova planta de arroz foi regenerada a partir do calos
transformado em meio contendo antibidtico de selecao (TOKI et al., 2006).
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Foram descascadas e desinfestadas 300 sementes de arroz variedade Nipponbare. As
sementes foram lavadas em 40mL de etanol 70%, por inversdo durante um minuto. Em
seguida, foram realizadas duas lavagens de 15min cada, com hipoclorito de sédio a 2,5%,
onde a primeira recebeu Tween 20 a 0,05% e a segunda foi feita sem o detergente. Entre as
lavagens com hipoclorito de sédio, foi feita lavagem com dgua destilada estéril por cinco
vezes. Ao final da segunda lavagem com hipoclorito as sementes foram lavadas com 4gua
estéril por seis vezes, em minuto, cada até a completa remog¢ao do hipoclorito.

As sementes foram distribuidas em 12 placas de Petri com 25 sementes cada. Na
primeira etapa as sementes passaram por um processo de inducdo de calos embriogénicos em
meio de cultivo N6D (Anexo 1) contendo 2,4D na concentragio de 2mg L' onde foram
mantidas a 32°C por duas semanas para inducao dos calos.

Ap6s o periodo de indugdo, os calos foram transferidos para o meio de Co-cultivo
N6-As (Anexo 2) sem a presenga de agente seletivo, onde permaneceram por trés dias, na
auséncia de luz a 25°C. Trés dias antes dos calos serem transferidos para o meio de Co-
cultivo, a Agrobacterium transformada contendo a construcdo de interesse, foi colocada para
crescer em meio AB (Anexo 3). Uma solugcdo de Agrobacterium foi preparada a partir do
cultivo recente de Agrobacterium tumefaciens, que foi diluido em meio para ressuspensao
AMM (Anexo 4) até se obter uma densidade 6tica de (DOggp) 0,1. Os calos foram entdo
submersos na solucdo contendo Agrobacterium e homogeneizados por trés minutos. Apds o
contato com a Agrobacterium os calos foram colocados sobre papel filtro para drenagem do
excesso de bactéria, depois foram dispostos sobre o meio de Co-cultivo contendo papel filtro
+ 0,5 mL de meio AMM, onde permaneceram por trés dias no escuro a 25°C.

Os calos foram retirados do meio de co-cultivo e lavados com 4gua destilada estéril
por aproximadamente cinco vezes, para retirada do excesso de Agrobacterium e
posteriormente lavados por mais trés vezes com uma solu¢do contendo 500mg L' de
carbenicilina para eliminacdo da Agrobacterium. ApGs essa etapa os calos foram transferidos
para o meio de selegio N6DH (Anexo 5), onde permaneceram por duas semanas a 32°C com
luz continua. Além dos nutrientes, ao meio de selecdo foram adicionados o antibidtico
carbenicilina (400 mg L"), para a completa eliminacio da Agrobacterium e Higromicina (50
mg L") para eliminar os calos que ndo possufam o gene resistente.

Os calos que permaneceram por duas semanas em meio de selecdo contendo agente
seletivo e apresentaram desenvolvimento foram transferidos para meio de regeneracao RE-III
(Anexo 6) por 14 dias, onde se regenerou a parte aérea das novas plantas. As plantulas com
cerca de 3cm foram transferidas para meio de indug¢do de raizes HF (Anexo 7) onde
permaneceram por mais duas semanas antes de serem transferidas para potes contendo solo,
onde foram cultivadas até o final do ciclo para obten¢do de sementes. As sementes foram
secas em estufa a 34 °C por sete dias e depois armazenadas em geladeira a aproximadamente
10 °C para posterior confirmacdo da transformagio e cultivo do préximo ciclo.

Cada plantula regenerada no cultivo in vitro representou uma linhagem independente
(L1, L2, L3 e L4), sendo que as linhagens obtidas representavam a geracao (T1). As linhagens
regeneradas foram cultivadas em casa de vegetacdo para a obtencdo das sementes. Ao final do
ciclo de cultivo cada linhagem separadamente deu origem as sementes da geracdo T2, que
passaram por processo de confirmacio da transformacao.

A confirmagdo foi feita a partir da transferéncia de 40 plantulas de cada linhagem
para uma solugdo nutritiva contendo higromicina (50mg L) por sete dias. A partir dai, foi
verificada a propor¢do de plantas que sobreviveram, aquelas que possuiam o gene (hyg) de
resisténcia ao antibidtico e as que morreram. As linhagens cujas plantas sobreviveram e
apresentaram segregacao 3:1, ou seja, a cada quatro plantas trés sobreviveram e uma morreu,
possivelmente apresentavam uma tnica copia da construcio. Entre dez e quinze plantas de
cada linhagem, representando a geracdo T2 foram cultivadas separadamente.
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Devido ao curto tempo disponivel para o cultivo de mais um ciclo, foram utilizadas
para a montagem dos experimentos, sementes obtidas na geragdo T2, e durante a conducdo do
experimento foi feita a identificacdo das plantas transformadas, com a aplicacdo de
higromicina no limbo foliar (400mg. L"), com eliminacdo das plantas que apresentaram
sintomas de necrose na regido da aplicacdo. As duas linhagens selecionadas foram L1 e L4.

As linhagens obtidas durante o processo de transformacdo, denominadas L1 e L4
foram utilizadas em dois experimentos, no primeiro com o objetivo de determinar os
parametros cinéticos (Vmix € Ky), € em um segundo experimento para anélise da expressao
génica dos transportadores de nitrato e amonio de alta afinidade que mais contribuem para a
absor¢do de N em arroz.

3.5 Avaliacio dos ParAmetros Cinéticos Envolvidos na Absorcio de NH;* e NO3” em
Arroz

O primeiro experimento teve como objetivo avaliar parametros cinéticos envolvidos
na absor¢do de NHy" e NO; em plantas de arroz da variedade Nipponbare: na planta nio
transformada (tipo selvagem, WT) e sua respectivas linhagens transformadas (L1 e L4),
expressando o fator de transcricdo OsDof25.

Os parametros cinéticos usados para avaliar a absorcdo de nutrientes nas plantas
foram V4 (umol g . h'l), ou seja, velocidade maxima ou influxo miximo de absorcao,
quando todos os transportadores estdo carregados e Ky (umol L aparente, que representa a
concentracdo do substrato em que o processo de absorcdo atinge a metade da sua velocidade
maxima. Quanto menor o valor de Ky (constante de Michaelis -Menten) maior a afinidade do
transportador pelo {on a ser transportado. Contudo a combinagdo entre alto valor de V4 €/0u
baixo valor para Ky sdo caracteristicas desejaveis, pois podem significar maior eficiéncia de
absor¢ao.

As plantas foram cultivadas em camera de crescimento no Departamento de Solos da
UFRRJ onde foram submetidas a fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com luminosidade de
500pumol m?2.s’! (fluxo de foétons fotossintéticos), umidade relativa do ar de 50% e
temperatura 28°C/26°C (diurna/noturna).

Primeiramente foi feita a desinfestacdo das sementes de arroz em solugdo de
hipoclorito de sédio 2,5%, por 10 minutos, e posteriormente lavadas com 4gua destilada para
a retirada do hipoclorito. Dez dias apds germinagdo, as plantas foram transferidas para vasos
com capacidade de 0,7L (quatro plantas por vaso). Parte dos vasos recebeu solucdo de
Hoagland modificada com % da for¢a ionica total com 1,5mM de N-NOs e outra parte com
1,5mM de N-NH,". Trés dias depois as plantas passaram a ser cultivadas em solucdo de
Hoagland modificada a Y2 for¢a idnica total, com troca de solucdo a cada trés dias. Vinte e um
dias apds a germinacgdo, todos os vasos receberam solucdo de Hoagland modificada
desprovida de nitrogénio por 72 horas, quando entdao foram aplicados os ressuprimentos com
baixa e alta dose de N-NOj3 (0,2mM e 2,0mM) aos vasos anteriormente com NOj3 e nos
demais vasos o ressuprimento com baixa e alta dose de N-NH," (0,2mM e 2,0mM).

Durante um periodo de nove horas, foram feitas coletas a cada 30 minutos nos
tratamentos de 0,2mM de NOs e 0,2mM de NH,4", nos tratamentos de maior concentracdo 2,0
mM de NOs3 e 2,0mM de NHy4" as coletas foram efetuadas a cada hora (Figura 6). A cada
coleta foi retirada uma aliquota de ImL de solu¢do com a finalidade de obter as curvas de
deplecdo do fon amodnio e nitrato ao longo do periodo analisado. Decorrido o tempo de
amostragem da solugdo nutritiva, as plantas foram coletas em (folha, bainha e raiz) para
posterior andlise das fracdes nitrogenadas e agucares soluveis.
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Figura 6. Modelo do experimento I usando plantas de arroz da variedade Nipponbare (duas
linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 e a planta do tipo selvagem =ndo
transformada) para andlise dos parametros cinéticos (Vysx € Ky) relativos a absorcao de
NO; e NH,;". Dias Ap6s a Germinagio (DAG).

3.5.1 Determinacao dos parametros cinéticos (Vmsx € Ky)

A determinacdo dos parametros cinéticos Vs € Ky foram efetuados pelo programa
cinética (RUIZ & FERNANDES FILHO, 1992). Utilizou-se o modelo potencial para todos os
tratamentos em funcdo do melhor ajuste. A absor¢do liquida foi determinada
proporcionalmente ao peso fresco de raiz, sendo expressa em pmoles de N absorvido por
grama de peso fresco por hora. Os teores de N-NO; foram determinados de acordo com
CATALDO et al. (1975) e N-NH,4" por FELKER (1977).

Os resultados de Vpix, Km € massa fresca das plantas transformadas e ndo
transformadas foram submetidos a andlise de varidncia, e os valores médios comparados pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa SAEG versao 5.0.

3.6 Anadlise do Efeito dos Fatores de Transcricao OsDof25 sobre a Expressao dos
Transportadores de NO; e NH;* e Proteinas NAR

As plantas foram cultivadas conforme descrito no primeiro experimento, com algumas
modificagdes (Figura 7). Vinte e oito DAG as plantas foram transferidas para solucdo sem
nitrogénio e 72 horas depois foram aplicados os tratamentos: (i) suprimento constante com
1,5mM de N-NO;3 ou N-NH,", (ii) deficiéncia de N por trés dias, (iii) ressuprimento com 2,0
mM de N-NO;3 ou N-NH," apés trés dias de deficiéncia de N, (iv) ressuprimento com 0,2
mM de N-NO; ou N-NH,*. As coletas foram feitas nos tempos 3 € 9 h ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Decorrido os tempos estipulados as plantas foram coletadas, divididas em folha,
bainha e raiz e congeladas em nitrogénio para posterior extracdo de RNA total e andlise da
expressao génica.
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o 28 DAG 31 DAG
Germinacsio 3h 9h

1,5 mM NOs 1,5 mM NO3- 1,5 mM NOs
Sem N Sem N
Sem N 2 mM NOs
Sem N 0,2 mM NOs-

1,5 mM NHg* 1,5 mM NH4* 1,5 mM NHy*
Sem N Sem N
Sem N 2 mM NHy+
Sem N 0,2 mM NH4*

Figura 7. Modelo do experimento II usando plantas de arroz da variedade Nipponbare (duas
linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 e a planta nao transformada =tipo
selvagem) para andlise da expressdo dos transportadores de NOs” e NH,". Dias Apés a
Germinagao (DAG).

3.6.1 Analise de metabolitos solaveis

Amostras de folhas, raizes e bainhas, foram homogeneizadas em etanol 80%, e
posteriormente feita a particio com cloroférmio (FERNANDES, 1984). O extrato obtido foi
utilizado para determinacdo dos teores de agucares soliveis de acordo com YEMM &
WILLIS, 1954, e das fragdes nitrogenadas, N-NO;  (CATALDO et al.,1975), N-NH,"
(FELKER, 1997) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955).

3.6.2 Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (0,2M Tris-Cl pH 8,0; 25mM
EDTA pHS; 0,3M NaCl; 2% SDS). Amostras de folha e raiz foram maceradas em N; e
homogeneizadas em uma mistura contendo 600uL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico e 800uL de tampdao NTES por 10 minutos em vortéx. Apos centrifugacdo a
18.000x g por 20 minutos a 4°C o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
novamente centrifugado por 20 minutos com 500uL de fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico.
Ap6s o procedimento, o RNA total foi precipitado pela adicdo de 1/10 volume de acetato de
sodio 3M (NaOAcpgpc) pH 4,8 (70uLl) e 1 volume de isopropanol puro (700uL). A seguir a
mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacdo a 18.000 x g por 20 min.
Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpgpc 70% e centrifugado a
18.000x g por 10 minutos. O precipitado foi solubilizado em 600uL H;Opgpc € novamente
precipitado com 600uL de cloreto de litio 4M (LiClpgpc) pH 4,8 durante 16 horas a 4°C.
Decorrido esse periodo a solugdo foi centrifugada a 18.000x g por 20 minutos e o precipitado
foi novamente solubilizado em 450uL. H,Opgpc. Apds a completa dissolugdo foi adicionado
acetato de s6dio 3M (NaOAc pgpc) pH 4,8 (50uL) e etanol absoluto (1000uL). A mistura foi
mantida por 45 minutos a -80°C e centrifugada a 18.000x g por 20 min. O precipitado foi
lavado com etanol 70% e apds a secagem do solubilizado com H;Opgpc (50uL), para
armazenamento a -80°C.

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop 2000c e apds a
quantificagdo, foram corridas amostras de cada extracdo em gel de agarose (1%) com brometo
de etidio, para deteccdo de possiveis sinais de degradag¢do e contaminacdo com DNA.
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3.6.3 Tratamento com DNase I e sintese do cDNA e PCR em tempo real

Amostras de 0,5ug de RNA total foram tratadas com DNase (“DNase I Amplification
Grade — Invitrogen™”) seguindo as instru¢des do fabricante. Inicialmente foi preparada uma
solucdo estoque de 30uLL com concentragdo de 0,125ug/ uL, para aumentar a aliquota a ser
pipetada. Quatro microlitros de solucdo representado 0,5ug de RNA foram misturados com
0,5uL. do tampao de reacdo da DNase I 10X, 0,5uL. da DNase I. A incubacdo da reacdo foi
conduzida a 25°C por 15 min, seguida da adi¢do de 0,5 uL. de EDTA 25mM e posterior
inativa¢do da DNase I a 70°C por 10 minutos. A reacdo de sintese do cDNA foi realizada com
o kit “TagMan® Reverse Transcription Reagents” (Applied Biosystem) seguindo as
instrucdes do fabricante.

O gene da actina foi utilizado como padrdo interno nas reacdes de PCR. As reacdes
foram feitas no aparelho “StepOne Real-Time PCR System” (“Applied Biosystems”)
utilizando o “kit Power SYBR® Green PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Todas as reacdes foram feitas em duplicata. A reagdo foi
montada em placas de PCR da seguinte maneira: 6uL. do tampao “Power SYBR Green PCR
Master Mix” 2X, 3uLL de uma solucdo de “primers” 3,6uM cada e 3uL. do cDNA diluido,
com volume final de 12uL. A placa foi selada com filme 6tico apropriado, agitada por trés
minutos em vortex proprio e centrifugada a 3.000g por 3 min a 25°C. Cada reagdo foi
realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos de amplificagdo com 95°C
por 15 segundos e 60°C por um minuto. Uma curva de dissociacdo (“melting”) foi adicionada
a programacao para identificar possiveis amplifica¢des inespecificas.

3.6.4 Desenho dos iniciadores (‘“primers’’) para os estudos de expressao génica

Tabela 5. Sequéncias dos “primers” (“forward e reverse”) usados nas reacdes de PCR em
tempo real para os genes dos transportadores de nitrato (OsNRT2.1, OsNRT22.1 e
OsNAR2.1), transportadores de amonio (OsAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMT1.3) e actina
(OsActll) de arroz, e respectivos acessos nos bancos de dados TIGR e NCBI.

Gene Primer Forward Primer Reverse N’ acesso
OsDof25 5’-ACTCGTTCACGGACCTCCT-3’ 5’-CTTGGTGATGGACGGGTAGT-3’ LOC_0s08g38220.1
OsNRT2.1 5- GCGACCGAGACCAGCAATAC-3'  5- TTCATCACCGTTTGCAACAAG-3' NM_001052193.1
OsNRT2.2  5- GCCGGAGCACGCCTAAT-3' g AAACGGTAACAAAACGTTCAACAG- 4\t 001052194.1
OsNAR2.1  5- ATCCACGCCTCCCTCAAG-3' 5'- ACTTGTCCTTCTTGCGCTTC-3' NM_001053852.2
OsAMTI.1 5 -GGTCATCTTCGGGTGGGTCA-3’ 5’-CGTGCCGTGTCAGGTCCAT-3’ AF289477
OsAMTI.2 5-GAAGCACATGCCGCAGACA-3’ 5’-GACGCCCGACTTGAACAGC-3’ AF289478
OsAMTI.3 5-GCGAACGCGACGGACTA-3’ 5’-GACCTGTGGGACCTGCTTG-3’ AF289479
OsActin 5’ -TTATGGTTGGGATGGGACA-3’ 5’-AGCACGGCTTGAATAGCG-3’ NM_197297

Foram desenhados “primers” para os seguintes genes: transportadores de nitrato de
alta afinidade que mais contribuem para a absorcdo de N-NOsz™ (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
proteina OsNAR2.1). Para os genes que codificam os transportadores OsAMTI.1, OsAMT1I.2 e
OsAMTI1.3 foram utilizados os “primers” desenhados por DUAN et al. (2007). A
especificidade dos “primers” foi analisada por alinhamento das seqiiéncias nos bancos de
dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e experimentalmente ao fim da reacdo de PCR
durante a “curva de melting”. Todos os “primers” apresentaram especificidade para cada gene
analisado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformaciao Genética de Arroz Mediada por Agrobacterim tumefaciens.

A formacdo de calos embriogénicos nas sementes de arroz colocadas em meio de
inducdo com o regulador 2,4D teve inicio apds cinco dias de cultivo. Aos quatorze dias houve
a formacdo de uma massa celular de coloracdo amarelo claro e estruturas globulares na
superficie do calo, nesta época os calos ja estavam aptos para serem transformados através de
Agrobacterim tumefaciens (Figura 8).

Figura 8. a) Sementes de arroz da variedade Nipponbare em meio nutritivo (N6D) contendo
auxina (2,4D a 100mg L") como regulador para indugio de calos embriogénicos; b), c)
e d) Calos em estadio de desenvolvimento apds 14 dias em meio nutritivo, alguns com
caracteristica fridvel que ao toque se desagregam facilmente.

O método de cultura de tecidos facilita o processo de transformacdo de plantas via
Agrobacterium tumefaciens, propiciando a obtencdo de gendtipos transformados de arroz. A
embriogénese somdtica € um dos métodos de cultivo de tecidos para a obten¢do de embrides
onde se utiliza células somdticas (ndo reprodutivas) obtidas de tecido vegetal que ao passar
por processo de diferenciagdo ddo origem a células totipotentes (reprodutivas). HIEI et al.
(1994) foram os primeiros autores a demonstrar a eficiéncia da Agrobacterium na
transformacgdo de arroz. Esses autores conseguiram um grande nimero de plantas de arroz
transgénico morfologicamente normais e férteis por co-cultivo de tecidos de arroz com
Agrobacterium. Em particular, observaram que os calos induzidos a partir do escutelo de

21



sementes de frutos maduros obteve melhores resultados em comparacdo com os diferentes
tecidos que foram utilizados.

Ap6s o periodo de inducdo os calos formados e postos em meio liquido na presenca
de Agrobacterium foram posteriormente colocados sobre papel filtro para drenagem do
excesso de bactéria onde permaneceram em periodo de incubacdo por trés dias (Figura 9).

Figura 9. a) Calos embriogénicos oriundos de semente de arroz, colocados sobre papel filtro
para drenagem do excesso de solu¢do incubadora contendo Agrobacterium; b) Calos
inoculados com Agrobacterium dispostos em meio de Co-cultivo, onde permaneceram
por trés dias no escuro a 25 °C.

A transformacdo génica de monocotiledoneas e dicotiledoneas mediada por
Agrobacterium apresenta inlimeras vantagens sobre outros métodos de transformacdo: 1) pela
integracdo do gene no genoma do hospedeiro ser mais precisa e intacta; 2) a possibilidade de
integracdo de segmentos relativamente grandes de T-DNA nos cromossomos da planta com a
ocorréncia de rearranjos minimos; 3) inser¢do de um pequeno nimero de cépias do gene; 4) e
alta eficiéncia de transformac¢do com maior nivel de expressdo do transgene (HIEI et al.,
1997; VEGA et al., 2008).

Os calos retirados do meio de Co-cultivo e lavados com dgua destilada estéril e
solucdo contendo carbenicilina para eliminacdo da Agrobacterium foram transferidos para
meio de selecdo contendo higromicina para eliminar os calos que ndo possuiam a constru¢iao
génica (Figura 10). Em geral aqueles que apresentaram um escurecimento celular com aspecto
marrom claro ndo apresentavam a constru¢do em estudo.

Figura 10. a) Lavagem dos calos em dgua destilada estéril contendo o antibidtico
carbenicillina (500 mg L) para eliminacio da Agrobacterium apés o periodo de
incubacgdo; b) Calos em meio de selecio N6D, contendo carbenicilina (400 mg LY, para a
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completa eliminagdo da Agrobacterium e higromicina (50 mg L") para eliminar os calos
que ndo possuiam o gene resistente ao antibidtico.

Os calos que permaneceram por duas semanas em meio de selecdo contendo agente
seletivo e apresentaram desenvolvimento e coloracdo mais clara foram transferidos para um
meio de regeneragdo por aproximadamente duas semanas, onde alguns apresentaram
regeneragdo de parte aérea. As plantulas com parte aérea regenerada foram transferidas para o
meio de inducdo de raizes. Apds a completa regeneragdo (raiz e parte aérea) as plantas foram
cultivadas em casa de vegetacao até o final do ciclo (Figura 11).

Figura 11. a) Plantulas de arroz expressando o fator de transcri¢do OsDof25, regeneradas a
partir de calos embriogénicos cultivados em meio de regeneracdo de parte aérea (RE-
II); b) Planta de arroz completamente regenerada em meio de inducdo de raizes.

Todas as linhagens transgénicas obtidas passaram por uma avaliacdo para identificar
aquelas que apresentarem segregacdo 3:1 na geracdo T2 e possivelmente tinha uma cépia do
gene. As plantas que passaram pelo procedimento de transformagdo foram chamadas de T1, e
as sementes das linhagens T1 deram origem a geracdo T2 onde ja foi possivel observar a
segregacdo e separar as plantas homozigotas. Devido ao curto periodo disponivel para o
cultivo de mais um ciclo da geracdo T3, foram utilizadas para montagem dos experimentos,
sementes obtidas da geracdo T2, e durante a condugdo do experimento foi feita a identificagdo
das plantas transformadas a partir do teste com o antibi6tico higromicina.

4.2  Analise da Expressao do OsDof25 em Plantas de Arroz da Variedade Nipponbare
Transformadas e Nao Transformadas.

Com a finalidade de verificar o nivel de expressdo do fator de transcricio OsDof25
nas plantas transformadas e ndo transformadas, foram realizadas andlises nas plantas
submetidas ao suprimento constante de N-NO;™ ou N-NH,". Considerando que o promotor da
Ubiquitina de milho utilizado na construcdo génica se caracteriza como um promotor forte e
constitutivo, ou seja, possui alta afinidade de ligacdo dos fatores de transcri¢do a sequéncia
promotora e direciona a expressdo para todos os tecidos da planta durante os vérios estadios
de desenvolvimento, espera-se que o nivel da expressdao do gene, sob controle desse promotor,
ndo sofra grandes varia¢des em func¢do do tratamento aplicado.

As andlises de expressdo génica mostraram que a L1 apresentou maior expressao,
tanto na raiz quanto na parte aérea das plantas nutridas com N-NH4" ou N-NOs™ (Figura 12).
Na parte aérea, o aumento da expressdo na L1 se alterou em funcdo do tempo de coleta,
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mostrando maior expressdo as 9 horas. Ja no tecido da raiz a maior expressdo do fator de
transcri¢do ocorreu as 3 horas com posterior diminui¢do as 9 horas (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do suprimento constante de 1,5 mM de N-NO; ou N-NH," sobre a
expressao relativa do fator de transcricdo OsDof25 na parte aérea (P.A) e na raiz de
plantas de arroz da variedade Nipponbare: transformadas (L1 e [.4) e ndo transformada
(tipo selvagem, WT), coletadas as 3 e 9h apds a aplicacdo do tratamento. O gene da
Actina foi utilizado como padrao interno nas reagdes de PCR. Barras representam erro
padrdao da média.

4.3 Avaliacio dos PariAmetros Cinéticos Envolvidos na Absorcio de NH;* e NO3” em
Arroz

Independente da fonte de N utilizada, as plantas ndo transformadas se desenvolveram
melhor que as linhagens transformadas (L1 e L4) e consequentemente apresentaram maior
massa fresca total em ambos os tratamentos com N-NOsz ou N-NH,* (Tabela 6). A linhagem
ndo transformada se desenvolveu melhor quanto a massa fresca de parte aérea e raiz, porém as
linhagens transformadas se diferem quanto a massa de parte aérea e ndo quanto a raiz o que
resultou em diferencas na razdo raiz:parte aérea (Tabela 6). Com isso, a L1 mostrou maior
razao raiz:parte aérea comparada a L4 (Tabela 6).

No ressuprimento com 0,2mM de N-NH," as plantas da linhagem L1 apresentaram
menor massa fresca total e menor massa da parte aérea, porém em massa fresca de raiz foi
semelhante a L4. Com isso, L1 mesmo com menor desenvolvimento apresentou maior razao
raiz:parte (Tabela 6). As linhagens transformadas sob ressuprimento com 2,0mM de N-NH,"
ndo diferiram quanto a massa fresca total, parte aérea e raiz, apenas na razao raiz:parte aérea
onde L1 foi maior que L4 (Tabela 6).
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Tabela 6. Massa fresca (g planta'l) de raiz e parte aérea de duas linhagens transformadas de
arroz (L1 e L4), expressando o fator de transcricio OsDof25, comparadas ao tipo
selvagem (WT) da variedade Nipponbare, submetidas ao ressuprimento de N-NO3™ e N-
NH4" (0,2 ¢ 2,0 mmoles.L'l) apo6s 72 horas de privacao de N.

Plantas cultivadas com N-NO;’

Linhagem
Tratamento WT L1 L4 WT L1 L4
Massa fresca total (g planta™) Parte aérea (g planta™)
Ress. 0,2 mM 5,20a 2,92b 3,86b 3,18a 1,76¢ 2,44b
Ress. 2,0 mM 5,25a 3,65b 4,11b 3,22a 2,18c 2,66b
Raiz (g planta™) Razao raiz:Parte aérea
Ress. 0,2 mM 2,02a 1,16 b 1,42b 0,64ab 0,66a 0,58b
Ress. 2,0 mM 2,03 a 1,47b 1,45b 0,63a 0,67a 0,55b

Plantas cultivadas com N-NH,*

Tratamento WT L1 L4 WT L1 L4
Massa fresca total (g planta™) Parte aérea (g planta™)
Ress. 0, 2mM 8,14a 4,46¢ 6,29b 5,07a 2,66¢ 4,06b
Ress. 2,0 mM 7,95a 5,99b 6,44b 491a 3,59b 4,18ab
Raiz (g planta™) Razdo raiz:Parte aérea
Ress. 0,2 mM 3,07a 1,80 b 223b 0,61b 0,68a 0,55b
Ress. 2,0 mM 3,04a 2,40b 2,26 b 0,62a 0,67a 0,54b

Meédias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significincia.

As propriedades cinéticas do sistema de transporte na planta sdo altamente varidveis,
e afetadas por fatores ambientais como luz, temperatura e disponibilidade do nutriente
(WIREN et al., 2000). Em diversas espécies de plantas, a variacio nos pardmetros cinéticos é
ampla e estd relacionada a morfologia, fisiologia e desenvolvimento do sistema radicular em
resposta a diferencas genotipicas de adaptacdo as condicdes do ambiente (BAPTISTA et al.,
2000).

De acordo com CRAWFORD & GLASS (1998), os valores de Vi € Ky para a
absor¢ao de N-NOj pelo sistema de alta afinidade induzivel GHATS) varia em torno de 3-8
umol g h™' e 20-100 umol L™, respectivamente. Os resultados mostrados na Tabela 7, estdo
dentro da faixa de valores indicada por estes autores.

Os valores de V5 ndo diferiram entre as plantas transformadas e nio transformadas
no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;™ (Tabela 7). A L4 apresentou menor valor de Ky,
seguida da L1 e das plantas ndo transformadas, entretanto as duas dltimas nao diferiram entre
si (Tabela 7). Estudos realizados na variedade de arroz Piaui, tradicionalmente cultivada no
Estado do Maranhdo e adaptada a baixo suprimento de nitrogénio mostrou a combinagdo de
maior Vs € menor Ky quando comparado a variedade IAC (melhorada) sob ressuprimento
com 0,2 mM de N-NO;, o que resulta em maior eficiéncia de absor¢do da variedade
tradicional (SANTOS et al, 2011). Nos resultados mostrados aqui, as linhagens
transformadas e ndo transformadas ndo diferiram quanto a Vs quando submetidas ao baixo
ressuprimento de N-NO3™ e o Ky foi menor apenas na L4 (Tabela 7). Com isso ndo € possivel
afirmar uma possivel melhor eficiéncia de absorcao entre as linhagens L1 e L4.
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A determinagdo dos parametros cinéticos das plantas cultivadas no tratamento com
2,0 mM de N-NOj ndo foi possivel, pois o tempo de coleta da solu¢do nutritiva ndo foi
suficiente para ocorrer uma queda acentuada na concentra¢ido do fon, necessdria para estimar
a velocidade mdxima de absorcao.

Como pode ser observado na Tabela 7 houve diferengas nos parametros cinéticos
Vmix € Ky entre as linhagens transformadas e o tipo selvagem com o ressuprimento de 0,2
mM de N-NH,". Os valores de V4, para L4 foram maiores, enquanto a L1 e tipo selvagem
nao diferiram entre si (Tabela 7). A linhagem ndo transformada mostrou maior Ky; em relacdo
a Ll e L4, pérem as linhagens transformadas foram semelhantes entre si (Tabela 7).

No sistema de absor¢do de baixa afinidade de NH;" (2,0 mM) os parimetros
cinéticos analisados ndo apresentaram diferencas entre as plantas transformadas e nao
transformadas (Tabela 7). Em condi¢des de cultivo semelhante, BAPTISTA et al. (2000)
observaram em duas variedade de arroz (Agulha e Bico Ganga) sob ressuprimento com 20 mg
L' de N-NH,", valores de Vg, de 16,27 ¢ 22,1 umol L' h™ e Ky de 513 e 577 umol L™,
respectivamente.

Tabela 7. Parimetros cinéticos (Vmsx € Ky) da absorcio de N-NO; e N-NH," de duas
linhagens transformadas de arroz (L1 e L4), expressando o fator de transcricdo
OsDof25, comparadas ao tipo selvagem (WT) da variedade Nipponbare, submetidas ao
ressuprimento de NO; e NH;* (0,2 € 2,0 mmoles.L") apods 72 horas de privacao de N.

Plantas cultivadas com N-NOjy’

Linhagem
WT L1 L4 WT L1 L4
Vmax KM
Tratamento (umol g'l h'l) (umol L’l)
Ress. 0,2 mM 6,17a 7,03a 6,57a 44.,14a 40,27ab 37,17b
Ress. 2,0 mM * * * * * *
Plantas cultivadas com N-NH,*
Vmax KM
Tratamento (umol g'l h'l) (umol L’l)
Ress. 0,2 mM 5,9b 6,98b 8,29a 42,76ab 30,67 b 43,53a
Ress. 2,0 mM 9,95a 10,04a 10,61a 742,99a 842,83a 796,50a

Meédias seguidas da mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.*Tempo de
amostragem da solucao nutritiva foi insuficiente para determinar os pardmetros cinéticos.

Devido ao tempo necessario para indugdo do transporte de alta afinidade iHATS),
somente duas horas apés o inicio do tratamento com 0,2 mM de N-NO; houve uma queda
acentuada deste fon na solu¢@o, com o aumento de influxo de N-NOj;™ principalmente nas
plantas tipo selvagem (Figura 13). Isso se deve em parte aos valores de massa fresca de raiz e
parte aérea serem significativamente maiores nas plantas ndo transformadas comparado as
linhagens transformadas (L1 e L4) (Tabela 6). O esgotamento do nitrato na solucdo de 0,2
mM ocorreu cerca de 8 e 9 horas apdés o inicio do tratamento para as plantas ndo
transformadas e linhagens transformadas respectivamente.
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Figura 13. Deplecdo de N-NOs™ na solugd@o nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3
depois de 72 horas de privagcao de N. Barras representam o desvio padrao das médias.

Quando se observa a deplecdo do N-NOs;™ na solugdo com o cultivo das plantas
transformadas e a tipo selvagem no tratamento com 2,0 mM de N-NOs’, percebe-se que ao
decorrer do tempo de coleta nao houve uma queda acentuada na concentracdo desse elemento
na solucdo (Figura 14).
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Figura 14. Deplecdo de N-NO; na solugdo nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT),submetidas ao ressuprimento com 2,0 mM de N-NOs
depois de 72 horas de privacdo de N. Barras representam o desvio padrdo das médias.

A queda acentuada demonstrada na curva de deple¢do de NH;" pode ser atribuida a
baixa concentra¢do desse ion na solucdo, que em pequenas quantidades pode ser facilmente
absorvido e assimilado (Figura 15). O comportamento de absor¢do da linhagem L4 e da planta
ndo transformada foi similar, enquanto que a absorcdo da L1 foi um pouco mais lenta, entre
trés e cinco horas, mas igualando ao final do periodo de avaliagdo (Tabela 6). Isso pode ser
devido ao menor desenvolvimento da L1.
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Figura 15. Deple¢io de N-NH4" na solucdo nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 0,2 mM de N-NH,*
depois de 72 horas de privagcao de N. Barras representam o desvio padrdo das médias.
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Figura 16. Deplecio de N-NH," na solucdo nutritiva com o cultivo de variedades de arroz
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento com 2,0 mM de N-NH4"
depois 72 horas de privacao de N. Barras representam o desvio padrdao das médias.

A curva de deple¢io de N-NH," das linhagens para o tratamento com 2,0 mM
apresentou pequenas oscilagdes na concentracdo ao longo dos tempos de coleta (Figura 16).
Isso pode ser decorrente do efluxo de NH," pelas raizes, como um mecanismo de defesa para
evitar a toxidez em altas concentragdes desse ion no meio externo, resultando em um ciclo
futil com gasto de energia, ou seja, 0 NH," transportado para fora da célula tende a voltar ao
interior em funcdo de um potencial de membrana mais eletronegativo proporcionado pelas
bombas idnicas de extrusdo de prétons (BRITTO et al., 2001; BRITTO & KRONZUCKER,
2006). De acordo com esses autores, o arroz ao contrario de outras plantas mostra um
eficiente sistema de controle do potencial da membrana (potencial menos negativo), e
consequentemente acumula menos NH," no citossol, fazendo com que o gasto de energia no
ciclo futil seja menor.
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4.4  Efeito do OsDof25 na Expressdao dos Transportadores de NHy*, NO;™ e Proteinas
NAR em Resposta a Nutricao Nitrica e Amoniacal

A massa fresca total das plantas nao transformadas foi significativamente maior em
todos os tratamentos aplicados (Tabela 8). Ao longo do experimento foi observado maior
crescimento das plantas nao transformadas quando comparadas as linhagens transformadas
(L1 e L4), tanto da raiz quanto da parte aérea.

A L1 apresentou menor massa fresca da parte aérea quando submetida ao suprimento
constante com ambas as fontes de N (NOs” e NH;") e na raiz quando recebeu tratamento
constante com 1,5 mM de N-NH," em relacdo as demais linhagens (Tabela 8). Na razdo raiz
parte aérea as plantas da L1 cultivadas com N-NOs™ foi semelhante a planta selvagem, mesmo
ao apresentar menor massa fresca total, porém quando comparada a L4, mostrou maior razao
raiz:parte aérea nos tratamentos de deficiéncia de N e ressuprimento com 2,0 mM de N-NOs
(Tabela 8). Quando cultivadas com N-NHy4" as linhagens transformadas foram diferentes das
ndo transformadas na razdo raiz parte aérea em todos os tratamentos, com excec¢do da L1 no
ressuprimento com 2,0 mM de N-NH," onde ela nio diferiu da tipo selvagem (Tabela 8).

Em termos de massa fresca a expressdo do OsDof25 afetou o crescimento das plantas
transformadas. Entretanto, houve uma resposta positiva da transformacdo na linhagem L1
como pode ser observado nos tratamentos com deficiéncia e ressuprimento com alta e baixa
concentracdo de N, em todos os parametros avaliados quando comparados a linhagem L4 e a
planta ndo transformada (Tabela 8).

As raizes das plantas transformadas e ndo transformadas mostraram diferencas
morfoldgicas quando supridas com N-NO; ou N-NH,". As plantas ndo transformadas
cultivadas com N-NO;  apresentaram maior propor¢cdo de raizes grossas em relagdo as
linhagens transformadas. Em ambas as fontes de N, a L1 foi a linhagem com menor massa de
raiz em relacdo a L4 e a planta ndo transformada. Quando submetidas ao tratamento constante
com 1,5 mM de N-NH,", as plantas nfio transformadas também apresentaram maior propor¢ao
de raizes grossas e o mesmo se refletiu na massa fresca de raiz (Tabela 8).

Foi avaliada por PCR em tempo real, a expressao dos principais transportadores
envolvidos na absor¢do de NO3; em baixas concentragdes, o0 OsNRT2.1, OsNRT2.2 e também
a proteina reguladora OsNAR2.1 Para o transporte de NH,", foi avaliada a expressdo das
isoformas OsAMT1I1.1, OsAMTI1.2 e OsAMTI1.3 Esses genes foram estudados devido a sua
importincia na absor¢do de NO; e NH4" em plantas de arroz (ARAKI & HASEGAWA,
2006; SONODA, 2003).

As linhagens transformadas apresentaram na raiz baixo nivel de expressdo do
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.] comparadas a planta ndo transformada, quando
submetidas ao suprimento constante de N-NOs, principalmente no tempo de 3 horas (Figura
17). No entanto, como pode ser observado na Figura 12, a diferenca no nivel de expressao do
fator de transcricdo OsDof25 entre as linhagens transformadas, parece nao ter influenciado a
expressao dos transportadores nas raizes das plantas sob tratamento constante com 1,5 mM de
N-NOj (Figura 17).
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Tabela 8. Massa fresca (g planta™) de raiz e parte aérea de plantas de arroz da variedade
Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1 e L4) e a
planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NO;™ e N-
NH,", deficiéncia de N-NO; ou N-NH;" (sem N), ressuprimento de N-NO;3  ou NH,"
(0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N.

Plantas cultivadas com N-NOjy’

Linhagem
Tratamento WT L1 L4 WT L1 L4
Massa fresca total (g planta™) Parte aérea (g planta™)
Constante 5,64Aa 2,27Ab 3,01Ab 3,00Aa 1,39Ac 1,92Ab
Deficiéncia 5,11Aa 2,93Ab 3,14Ab 2,79Aa 1,55Ab 1,85Ab
Ress. 0,2 mM 5,07Aa 2,93Ab 3,33Ab 2,68Aa 1,63Ab 1,93Ab
Ress. 2,0 mM 4,84Aa 3,05Ab 2,75Ab 2,59Aa 1,58Ab 1,68 Ab
Raiz (g planta™) Razdo raiz:Parte Aérea
Constante 2,64Aa 0,88Ab 1,09Ab 0,88Aa 0,63Ba 0,56Aa
Deficiéncia 2,32Aa 1,39Ab 1,29Ab 0,84Aa 0,91Aa 0,70Ab
Ress. 0,2 mM 2,39Aa 1,30Ab 1,40Ab 0,90Aa 0,78ABa 0,73Aa
Ress. 2,0 mM 2,25Aa 1,47Ab 1,06Ab 0,87Aa 0,92Aa 0,63Ab

Plantas cultivadas com N-NH,*

Tratamento WT L1 L4 WT L1 L4
Massa fresca total (g planta™) Parte aérea (g planta™)
Constante 6,00ABa 3,07Bc 4,56Ab 3,48Aa 1,90Ac 2,86Ab
Deficiéncia 6,35Aa 3,31ABb 3,85Ab 3,30ABa 1,89Ab 2,23Bb
Ress. 0,2 mM  5,56ABa 4,04Ab 4,54Aab 2,80ABa 2,23Ab 2,54ABb
Ress. 2,0 mM 5,50Ba 3,73ABb 3,55Bb 2,85Ba 1,99Ab 2,06Bb
Raiz (g planta™) Razdo raiz:Parte Aérea
Constante 2,52Ba 1,17Bc 1,69ABb 0,72Ba 0,61Cb 0,59Bb
Deficiéncia 3,05Aa 1,42ABb 1,62ABb 0,93Aa 0,75Bb 0,73Ab
Ress. 0,2 mM  2,76ABa 1,80Ab 2,00Ab 0,99Aa 0,82ABb 0,80Ab
Ress. 2,0 mM  2,65ABa 1,74Ab 1,49Bb 0,93Aa 0,88Aa 0,72Ab

Meédias seguidas de mesma letra maidsculas na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

No tratamento sob deficiéncia de N-NO; as linhagens transformadas e nao
transformadas mostraram baixa expressdo dos transportadores tanto na raiz quanto na parte
aérea das plantas (Figura 17 e Figura 18). Estudos ja mostraram que as proteinas envolvidas
na absorcao de NOj™ pelo sistema de alta afinidade em plantas superiores sdo rapidamente
induzidas pela presenga externa de nitrato (CRAWFORD & GLASS, 1998; ZHOU et al.,
2000). Os genes OsNRT2.1 e OsNRT2.2 sao ambos induziveis na presenca de NO;3™ tanto na
raiz quanto na parte aérea (OKAMOTO et al., 2003). Contudo a expressdao do OsNAR2.1
parece ser simultinea a expressdo do transportador OsNRT2.1 (ARAKI & HASEGAWA,
2006; OKAMOTO et al., 2006). De acordo com os dados citados, pode ser observado na
Figura 17 (a,c,e) que os transportadores de nitrato: OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1
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mostraram aumento da expressao com o ressuprimento de N-NOj™ (0,2 mM e 2,0 mM) na raiz
as 3 horas ap6s aplicacao dos tratamentos.
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Figura 17. Expressdo relativa de trés transportadores de NOs; (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1) na raiz de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e 1L4) e a planta do tipo selvagem
(WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs', deficiéncia de N-NOj3™ (sem
N), ressuprimento de N-NO; (0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N. Foram
efetuadas coletas nos tempos 3 € 9 horas apds a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem
WT no tratamento constante com 1,5 mM de N-NOj™ foi assumida como tratamento de

referéncia. Barras representam o erro padrio das médias.

No suprimento constante com N-NOs', a expressdao dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2
e OsNAR2.1 nas plantas superexpressando o OsDof25, € bem inferior ao das plantas nao
transformadas (Figura 17). Entretanto, no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ a expressao
desses genes ¢ maior nas linhagens transformadas, L1 e L4 (Figura 17). Aparentemente, o
suprimento constante de N-NOs™ nas plantas transformadas cria uma condi¢do para repressao
desses transportadores. Sabe-se que os genes desses transportadores de alta afinidade para
nitrato sofrem regulacdo negativa pelos produtos da reducdo do NO3™ (NAZOA et al., 2003).
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Assim, é provavel que esse fator de transcricio possa estar envolvido primariamente no
controle das enzimas do metabolismo de nitrogénio e/ou carbono. Além disso, € importante
também, que os trabalhos futuros com esse fator de transcricdo, incluam o estudo dos
transportadores de NO;3™ de baixa afinidade, pois é sabido hoje que transportadores de baixa
afinidade para nitrato apresentam efeito regulatério sobre os transportadores de alta afinidade
deste nutriente (HO et al., 2009).

Nao houve correlacao positiva entre os niveis de expressao dos NRT2 e o acimulo de
NOj5 nas plantas submetidas ao suprimento constante com N-NOs™ (Figura 17 e Figura 19 e,f).
Neste tratamento, as linhagens expressando o OsDof25 acumularam mais NOj3™ que as plantas
ndo transformadas, entretanto, apresentaram expressao dos NRT2 bem inferior (Figura 17 e
Figura 19). O acimulo de NOs™ nas plantas transformadas se deu predominantemente nas
raizes e bainhas (Figura 19 ab.,e,f). Entretanto, ainda ndo estd claro se o aumento da
absor¢do de NOjs ™ pelo sistema de alta afinidade em Arabidopsis é predominantemente devido
ao aumento da transcricdio do ArNRT2.1 (GOJON et al., 2009). H4 evidéncias de que os
transportadores NRT2 sdo também regulados pds-transcricionalmente em varias espécies de
plantas (FRAISIER et al., 2000; WIRTH et al., 2007). Em Arabidopsis foi verificado que o
aumento de RNAm de NRT2.1 ndo resulta em aumento proporcional na quantidade de
proteinas transportadoras na membrana plasmética (LEJAY, 2011).

No tratamento com baixo ressuprimento de N-NO; (0,2 mM) ocorreu maior
expressdao dos NRTs nas linhagens transformadas (L1 e L4) em relacdo a planta ndo
transformada no tempo de 3 horas (Figura 17 a,c,e). No entanto, semelhante ao relatado no
pardgrafo anterior, no tratamento com ressuprimento de 0,2 mM de N-NOs3  também nao
houve correlagdo positiva da expressao dos transportadores de nitrato com os teores de NOs'.
As plantas transformadas mostraram alta expressdo dos NRTs e baixo actimulo de nitrato
(Figura 17 e Figura 19 e,f).

Quando as plantas da L4 receberam ressuprimento com 2,0 mM de N-NOs
apresentaram o dobro de expressdo do OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 em comparagdo
com L1 e a planta ndo transformada (Figura 17 a,c,e), porém isto também nao resultou em
maior teor de NO3™ na raiz (Figura 19). As 9 horas apés a aplicacdo dos tratamentos, ocorreu
reduc@o na expressao dos transportadores NRT2 e NAR2.1 nas linhagens transformadas e ndo
transformadas (Figura 17 b,d,f).

A expressao dos NRT2 nas plantas sob deficiéncia de N-NOs’ foi baixo nas linhagens
transformadas e ndo transformada tanto na raiz quanto na parte aérea (Figura 17 e Figura 18).

Quanto a expressao do NRT2.1 e NAR2.1 na parte aérea, verificamos comportamento
oposto entre as linhagens expressando o OsDof25 comparado as plantas ndo transformadas.
Tomando como referéncia as plantas ndo transformadas, apds 3h e 9h do ressuprimento com
0,2 ou 2 mM de N-NOs', a linhagem L1 apresentou menores niveis de expressao do NRT2.1 e
NAR2.1, enquanto a L4 niveis bem maiores (Figura 18). Sob suprimento constante e
deficiéncia de N-NOs™ os niveis de expressdo dos NRT2 e NAR2.1 foram bastante reduzidos
para todas as plantas (Figura 18).

O OsNRT?2.1 mostrou pequeno incremento na expressdo em ambos 0s tratamentos
com ressuprimento de N-NOj3 (0,2 e 2,0 mM), onde o nivel de expressdo das plantas
transformadas e ndo transformadas foram semelhante, exceto pela menor expressao de L1 no
tratamento de baixo ressuprimento de N-NOs'.

O comportamento distinto entre as linhagens transformadas, pode ser devido a
diferencas nos niveis de expressao do OsDof25 (Figura 12) ou outro fator desconhecido. Uma
melhor caracterizagdo dessas linhagens, incluindo a deteccdo da proteina OsDof25 seré
realizada para elucidacdo deste comportamento.
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Figura 18. Expressdo relativa de trés transportadores de NOs; (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1) na parte aérea de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e 1L4) e a planta do tipo selvagem
(WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs’, deficiéncia de N-NOj3™ (sem
N), ressuprimento de N-NO; (0,2 mM e 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N. Foram
efetuadas coletas nos tempos 3 € 9 horas apds a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem
WT no tratamento constante com 1,5 mM de N-NOj™ foi assumida como tratamento de
referéncia. Barras representam o erro padrio das médias.

De modo geral, as linhagens transformadas apresentaram teores similares de NOj3

nos tecidos da folha, bainha e raiz em todos os tratamentos, exceto no suprimento de N
constante (Figura 19). Nas plantas cultivadas constantemente com 1,5 mM de N-NO;™ as
linhagens L1 e L4 apresentaram maiores teores de NOs™ nas trés partes da planta, em ambos
tempos de coleta, comparadas a planta ndo transformada, exceto na folha as 9 horas (Figura
19b). Contudo para o mesmo tratamento, a linhagem L1 acumulou mais NO3;™ em relacdo a L4
e a planta ndo transformada na folha e bainha as 3horas (Figura 19 a,c). Por outro lado, a L4
mostrou maior teor de N-NO3™ na raiz e bainha as 3 e 9 horas, respectivamente (Figura 19d,e).
Nos tratamentos com deficiéncia e ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs, as
linhagens transformadas ndo diferiram de forma significativa quanto aos teores de N-NOs’,
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para todos os tecidos em ambos os tempos de coleta (Figura 19). Nas bainhas as 3h e nas
raizes as 3h e 9h, as linhagens transformadas mostram maiores acimulos de NO3™ comparado
as plantas nao transformadas (Figura 21). O acimulo também foi menor nestes tratamentos,
pois na auséncia ou em baixas concentracdes do fon a planta utiliza o pouco N disponivel para
a manutencdo do metabolismo. O tecido da raiz nas trés linhagens analisadas acumulou mais
NOj3™ no tratamento com ressuprimento a 2,0 mM de N-NOs', em relacdo as demais partes da
planta, nas coletas as 3 e 9 horas (Figura 19 e,f). Apenas nesse tratamento, o maior teor de N-
NOjs  foi o das plantas ndo transformadas em relagdo a L1 e L4 (Figura 19 e, f).

Em geral, sobretudo em suprimento constante com N-NOs', as plantas transformadas
apresentaram maiores acimulos de N. O acimulo de NOj3™ durante o periodo vegetativo como
observado € uma importante caracteristica para a eficiéncia de uso de N, pois pode ser
remobilizado nos periodos de deficiéncia de N e amenizar os efeitos negativos da falta desse
nutriente (SOUZA et al., 1998). A linhagem L1 quando submetida a altas concentracdes de N-
NOs’ (suprimento constante e ressuprimento de 2,0 mM) apresentou maior teor de NH;" nas
folhas as 3 horas do inicio do tratamento (Figura 20a). Indicando maior redu¢do de NOj3™ no
tecido da folha desta linhagem comparada a L4 e a planta selvagem. Nos tratamentos sob
deficiéncia e ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;s as plantas transformadas e nao
transformadas mantiveram niveis semelhantes de NH,4" na folha, bainha e raiz (Figura 20).

Como pode ser observado na Figura 20, os teores de NH," foram similares entre os
diferentes tratamentos, possivelmente por causa da habilidade das plantas em armazenar o
excesso de NOj3, evitando que esse nutriente fosse rapidamente reduzido a NH," e tivesse que
ser assimilado com gasto excessivo de energia e esqueletos de carbono. De modo geral os
teores de N-amino (Figura 21) seguem o mesma padrio do teores de N-NH," (Figura 20).
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Figura 19. Teores de N-NOs™ em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1
e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-
NOys’, deficiéncia de N-NO3™ (sem N), ressuprimento de N-NO; (0,2 mM e 2,0 mM)
ap6s 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo dos

tratamentos. As barras representam erro padrido das medias de trés repeti¢des. * Indica diferenga entre
as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.
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Figura 20. Teores de N-NH,* ~em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1
e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-
NOys’, deficiéncia de N-NO3™ (sem N), ressuprimento de N-NO; (0,2 mM e 2,0 mM)
ap6s 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo dos

tratamentos. As barras representam erro padrdo das medias de trés repeti¢des. * Indica diferenca entre
as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.

Os teores de N-amino livre nas linhagens transformadas e ndo transformadas foram
similares dentro de cada tratamento, diferindo apenas na folha das plantas cultivadas com o
fornecimento constante as 9 horas apds a aplicacdo do tratamento, quando a planta selvagem
apresentou maiores teores de N-amino em relacdio a L1 e L4 (Figura 21b). A elevada
concentracdo de 2,0mM de N-NOs™ na solugdo nutritiva a que as plantas foram submetidas,
contribuiu para o aumento do fluxo interno deste nutriente no interior da planta, que a partir
da acdo de enzimas de assimilagdo de N elevou os teores de N-amino livre em relacdo aos
demais tratamentos em ambos os tempos de coleta (Figura 21 a, b, c, d).

Nas bainhas das plantas sob deficiéncia, os teores de N-amino ndo reduziram como
nas folhas e raizes, indicando que as plantas deviam estar remobilizando o NOs3™ acumulado
nos vacuolos, para manter a homeostase metabdlica (Figura 21 c, d). Na raiz, ao contrario do
observado para nitrato, os teores de N-amino foram baixos, indicando que o NO;™ absorvido
ao invés da pronta redugdo e assimilacdo foi armazenado no vacuolo deste tecido e também
enviado a outras partes da planta para reducio e posterior incorporacao €/ou armazenamento
(Figura 21 e, f). O acimulo de nitrato nas raizes ocorre principalmente nas linhagens
transformadas sob suprimento constante (Figura 19 e, f), tratamento onde ndo ha diferenca
nos teores de N-amino entre as plantas transformadas e nao transformadas (Figura 21 e, f).

A reducdo dos teores de acuicares soltiveis principalmente na bainha e raiz de plantas
cultivadas sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NOj evidenciado na Figura 22,
ocorrre a0 mesmo tempo em que aumenta os teores de NO;3 nestes tecidos (Figura 19),
possivelmente esta ocorrendo maior reducao de NO;3™ decorrente da maior concentragdo. Na
raiz das plantas submetidas ao suprimento constante com 1,5 mM de N-NOs e ressuprimento
com 2,0 mM N-NOj pode se observar redugao nos teores de acucares soliveis (Figura 22),
ao mesmo tempo em que hd aumento dos teores de N-amino (Figura 19). Esse resultado se
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deve, em parte, a utilizacdo destes actcares como fonte de esqueletos de carbono e energia
para assimila¢do de N (FERNANDES, 1990).
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Figura 21. Teores de N-amino livre em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de
arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricao
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com
1,5 mM de N-NOj, deficiéncia de N-NOj3™ (sem N), ressuprimento de N-NO;3 (0,2
mM e 2,0 mM) apds 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas

apds a aplicagdo dos tratamentos. As barras representam erro padrio das medias de trés
repeticdes. * Indica diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de
significancia.

Diferentes padrdes de expressdao foram encontrados entre as isoformas de AMT1 em
funcdo da concentracdo de N a que as plantas foram submetidas. A isoforma OsAMTI.I
mostrou-se constitutiva na raiz e parte aérea, enquanto a OsAMT1.2 especifica de raiz é
induzida por amodnio, e a OsAMT]1.3 também especifica de raiz é reprimida na presencga do ion
(SONODA et al., 2003). No entanto, KUMAR et al. (2003) ao transferir plantas de arroz
cultivadas em 10 mM para uma solucdo de 10 uM de N-NH," verificou o aumento de
expressao dos trés AMT].

As linhagens transformadas (L1 e L4), no geral mostraram diferencas na expressao dos
AMTs dentro dos tratamentos analisados, tanto na raiz quanto na parte aérea (Figura 23 e
Figura 24). Na raiz das plantas cultivadas constantemente com 1,5 mM de N-NH,', a
linhagem L1 apresentou menor expressio dos AMTI quando comparada a L4 e a planta
selvagem (Figura 23 a, c, e).

A expressao do OsAMTI.1 ndo foi influenciada pelo tratamento com privacdo de N-
NH,", mas em ambos os ressuprimentos com N-NH4" ocorreu aumento na expressio deste
transportador nas duas linhagens (L1 e L4) e na planta nao transformada, sendo que na maior
concentragio de N-NH4" (2 mM) a L4 apresentou maior expressio (Figura 23 ¢).
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Figura 22. Teores de acticares em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1
e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-
NOys', deficiéncia de N-NOs™ (sem N), ressuprimento de N-NO;™ (0,2 mM e 2,0 mM)
ap6s 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo dos

tratamentos. As barras representam erro padrdao das medias de trés repeti¢des. * Indica diferenca entre
as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.

SPERANDIO et al. (2011) avaliando plantas de arroz da variedade Nipponbare,
verificou que nas raizes, todos os AMTI apresentaram repressio no tratamento com
ressuprimento de 2,0 mM N-NH," e alta induc@o sob deficiéncia deste fon, sendo OsAMT1.2 e
OsAMT1.3 os mais induzidos na deficiéncia (cerca de 32 e 15 vezes, respectivamente). Os
resultados aqui demonstrados em parte, coincidem com os do trabalho citado, pois os niveis
de expressdo de OsAMT1.2 e OsAMT].3 foram baixos no tratamento de ressuprimento com 2
mM de N-NH,", porém na deficiéncia apenas OsAMTI1.2 mostrou aumento de expressdo nas
linhagens transformadas e nao transformadas (Figura 23 c, e).

Quando submetidas ao tratamento com ressuprimento a 0,2 mM de N-NH;" as
plantas apresentaram pequeno aumento na expressio de OsAMTI.2 e OsAMTI.3, com
excecdo da planta ndo transformada que teve alta expressao do OsAMT1.2 quando submetida
ao ressuprimento (Figura 23 c.e).

Como ja mencionado, o OsAMTI.3 ¢ um gene especifico de raiz e altamente
induzido na deficiéncia de N-NH,", no entanto, ao contrdrio do que se esperava o nivel de
expressao deste transportador na raiz foi bem reduzido nas plantas submetidas a deficiéncia de
N-NH," (Figura 23 e,f). Isso pode ter ocorrido devido ao curto periodo de privacio de N, uma
vez que ha relatos consistentes de que periodos prolongados de deficiéncia de N provocam
inducdo do OsAMT]I.3.
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Figura 23. Expressio relativa de trés transportadores de NH," (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e
OsAMTI1.3) na raiz de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem
(WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH;" (sem
N), ressuprimento de N-NH," (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72 horas sem N. Foram
efetuadas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagdo dos tratamentos. A linhagem
WT no tratamento constante com 1,5 mM de N-NOj™ foi assumida como tratamento de
referéncia. Barras representam o erro padrio das médias.

A expressdo dos AMT1 na parte aérea foi similar nas plantas submetidas ao suprimento
constante de N-NH;" no tempo de 3 horas (Figura 24 a, c, e¢). Quando submetidas a
deficiéncia de N-NH,4" as plantas tranformadas e ndo transformadas apresentaram aumento
acentuado na expressdao do OsAMTI.1, com posterior reducdo as 9 horas apds o inicio do
tratamento (Figura 24 a,b). Contudo para o0 OSAMT].3 este aumento ocorreu apenas no tempo
de 9 horas apés a aplicacio do tratamento (Figura 24 f). De acordo com LOQUE & WIREN,
(2004) a expressao de alguns genes AMT aumenta rapidamente logo no inicio da deficiéncia
de N, enquanto outros podem aumentar sé apdés uma deficiéncia muito prolongada, em
particular o AtAMT1.3.

Na parte aérea o OsAMTI1.2 se manteve sem grandes alteracdes ao longo dos tempos
de coleta em todas as plantas, independente dos tratamentos aplicados, com exce¢do da L1
que mostrou menor nivel de expressao as 3 horas (Figura 24 c,d). De acordo com os dados de
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SPERANDIO et al. (2011), na parte aérea nido ocorreram mudancas de expressdo dos
OsAMTI.l e OsAMTI.2 entre os diferentes tratamentos utilizados (constante a 2,0 mM,
deficiéncia e ressuprimento a 2,0 mM de N-NH,"), sendo que a expressdo do OsAMTI.3 nio
foi detectada na parte aérea.

Nas plantas cultivadas sob ressuprimento de N-NH," houve aumento diferenciado na
expressao do OsAMTI.1 e OsAMTI.3. Quando submetidas ao ressuprimento de baixa
concentracdo as plantas mostraram similar expressao do OsAMT1I.1, ja o OsAMT]1.3 foi mais
expresso na linhagem L4 para o mesmo tratamento (Figura 24 a,e). No ressuprimento com 2,0
mM de N-NH,4" a L4 apresentou aumento na expressdo do OsAMTI.1 e OsAMT]I.3. Os teores
de NH," tanto na raiz quanto na parte aérea ndo mostraram relagio com a expressdo dos
transportadores de NH;" nas linhagens transformadas e ndo transformadas (Figura 25).
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Figura 24. Expressio relativa de trés transportadores de NHy" (OsAMTI.1, OsAMTI.2 e
OsAMT1.3) na parte aérea de plantas de arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens
expressando o fator de transcricio OsDof25 (L1 e 1L4) e a planta do tipo selvagem
(WT). Os tratamentos consistiram em suprimento constante com 1,5 mM de NH4",
deficiéncia, e ressuprimento de NH;" (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72 horas na auséncia de
N. A linhagem WT no tratamento controle com 1,5 mM de NH,"* constante foi assumido
como tratamento de referéncia. Barras representam o erro padrio das médias.
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Nao houve grande altera¢do dos teores de N-NH,4" entre as linhagens transformadas e
ndo transformadas dentro dos tratamentos com fornecimento constante, na deficiéncia e
ressuprimento com 0,2 mM N-NH4" (Figura 25). Por outro lado, nas plantas com
ressuprimento de 2,0 mM N-NH4" a L1 mostrou maior acimulo de NH,* nas folhas e bainha
no tempo de 3 horas quando comparada a [.4 e a planta selvagem (Figura 25 a, c, ). Nota-se
que na raiz mesmo com teores elevados de N-NH," nas plantas cultivadas com fornecimento
constante de 1,5 mM e ressuprimento com 2,0 mM de N-NH,", as concentracdes de N-amino
nao seguem a mesma tendéncia (Figura 25 e,f e Figura 26).

| Experimento com N-NH "

_________ -
% (a) Folha- 3h | [(©) Bainha- 3h | [(©) Raiz- 3h
6 - — WT ,
'—I‘ = L1 a ?
+°° — L4 a a
5" 4 a afa atfi 2 b
a
Z' 2 ab a aa a4
8 2 a d g a ala
g | ﬂ
0 '
z _® Folha- 9h | (d) Bainha- 9h | |(0) Raiz- %h
=6 | a I
'en
t4 4 a
Z af
Z.
8 2 afa  aa,
2 Ij
0 - '
Const Defic Res 0,2 Res 2 Const Defic Res 0,2 Res 2 Const Defic Res 0,2 Res 2

Figura 25. Teores de N-NH," ~em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 (L1
e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com 1,5 mM de N-
NH,", deficiéncia de N-NH;" (sem N), ressuprimento de N-NH4* (0,2 mM e 2,0 mM)
ap6s 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a aplicagao dos

tratamentos. As barras representam erro padrao das medias de trés repeti¢des. * Indica diferenca entre
as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.

As plantas cultivadas em alta concentra¢io de N-NH,* acumularam maiores teores
de N-amino livre (Figura 26). Este processo indica uma intensa mobilizacdo de esqueletos de
carbono, para que a planta possa evitar os efeitos téxicos do NH;" (FERNANDES, 1990). Isto
fica evidente no tratamento constante com 1,5 mM e no ressuprimento com 2,0 mM de N-
NH,", quando L1, L4 e a planta selvagem apresentaram aumento nos teores de N-amino nas
folhas, bainha e raiz (Figura 26).

Nos tratamentos com maior concentra¢do de N-NH," (constante e ressuprimento com

2,0 mM), as plantas tranformadas mostraram maiores teores de N-amino na bainha e raiz as 3
horas (Figura 26).
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Figura 26. Teores de N-amino livre em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de
arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com
1,5 mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH,4" (sem N), ressuprimento de N-NH4" (0,2 mM
e 2,0 mM) apds 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apds a

aplicac@o dos tratamentos. As barras representam erro padrio das medias de trés repeti¢des. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.
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Figura 27. Teores de agucares soliveis em folha (a, b), bainha (c, d) e raiz (e, f) de plantas de
arroz da variedade Nipponbare: duas linhagens expressando o fator de transcri¢do
OsDof25 (L1 e L4) e a planta do tipo selvagem (WT), sob suprimento constante com
1,5 mM de N-NH,", deficiéncia de N-NH,4" (sem N), ressuprimento de N-NH," (0,2 mM
e 2,0 mM) apds 72 horas sem N. Foram feitas coletas nos tempos 3 e 9 horas apos a

aplicacdo dos tratamentos. As barras representam erro padrio das medias de trés repeti¢des. * Indica
diferenca entre as linhagens dentro de cada tratamento, Tukey a 5% de significancia.
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Como pode ser observado na Figura 27 quando as plantas foram submetidas ao
suprimento constante de N-NH,", os teores de agticares soliveis na raiz e bainha as 3 horas
ap6és a aplicagdo do tratamento foram similares entre as linhagens transformadas e nao
trasnformadas, porém na coleta das 9 horas houve redu¢do dos teores de actcares nas plantas
transformadas em relacdo a planta selvagem. No ressuprimento com 2,0 mM de N-NH,", os
teores de acucares soliveis também foram maiores nas linhagens transformadas na coleta feita
as 3 horas tanto nas folhas, como na bainha e raiz.
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5 CONCLUSOES

As plantas expressando o OsDof25 apresentaram menor crescimento em relagdo as
plantas ndo transformadas, entretanto, nas linhagens transformadas houve maior incremento
de biomassa sob condi¢des de estresse nutricional (deficiéncia ou ressuprimento de N), sendo
o efeito mais acentuado na L1.

As plantas transformadas para expressdo do OsDof25 quando submetidas a
ressuprimento com baixos teores de nitrato e amonio apresentaram melhor resposta dos
parametros Vméx e Ky em relacdo as plantas ndo transformadas.

Nas plantas transformadas expressando o OsDof25, o ressuprimento com nitrato em
baixa concentracdo resultou em maior expressdo dos transportadores OsNTR2.1~2.2 e da
proteina OsNAR2.1 e o tratamento com suprimento constante proporcionou maior acimulo de
nitrato nestas plantas.

Os resultados tanto dos parametros cinéticos quanto do acimulo de matéria fresca
sugerem que as plantas transformadas para expressio do OsDof25 apresentam maior
tolerancia ao estresse nutricional.
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7 ANEXOS

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

Toki et al. (2006) modificado.

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

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

10 mL Fe-EDTA (100X)

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

10 mL de 2,4D a 100 mg L™

0,15 g Casaminoécidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

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

Autoclavar a 121 °C por 15min

Obs.: 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 a 100 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

Ap6s 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'l).
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 Tampao AB (20X)
Avolumar para 200 mL com H,O destilada
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e Autoclavar a 121 °C por 15 min

Apés autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar os antibidticos referentes a construgo
génica e verter 40 mL de meio por placa.

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

4-Meio AAM para Ressuspensao da Agrobacterium — 200 mL
e 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 Casaminodcidos

13,7 g Sacarose

7,2 g Glicose

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

Apés 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'l).

5-Meio de Seleciao dos Calos - N6D- 500 mL
e 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 H,O destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Apés autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc.
final de 50 mg L'l), ImL de carbenicilina 500X (conc. final 400 mg L'l).
Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

6-Meio de Regeneracao de parte aérea (RE-III) — 500 mL
e 50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado

1,0 g Casaminodcidos

15g Sacarose

15 g Sorbitol
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Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apés autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 2 mg LY, 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02 mg L'l), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50ug L™).

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

7-Meio de Regeneracao de raiz (HF) — 500 mL

50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado

15g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2g de gelrite

Apés autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc.
final de 50ug L.
Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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