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RESUMO

FERREIRA, Leandro Martins. Caracterizacao funcional do transportador de amoénio
OsAMT1.3 e seu efeito sobre a nutricao nitrogenada em plantas de arroz. 2013. 55 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Este trabalho teve por objetivo identificar a contribui¢ido do transportador OsAMT1.3 para o
sistema de alta afinidade de absor¢do de amodnio e caracterizar o seu papel nos mecanismos de
adaptacdo de plantas a ambientes com baixa disponibilidade de nitrogénio. O gene OSAMT1.3
foi superexpresso em plantas de arroz da variedade Nipponbare e sua localiza¢do tecido-
especifica também foi determinada. Foram realizados trés experimentos com o objetivo de
identificar os locais de atuacdo do OsAMT1.3 em plantas sob privacdo de N e quantificar o
nivel de atividade do promotor génico. A atividade do promotor do OsAMT1.3 foi fortemente
induzida na auséncia de N e ocorreu, principalmente, nas regides de emissao de raizes laterais,
pontas de raizes e na exoderme. Em outros dois experimentos foram determinados os
parametros cinéticos Vg € Ky, sob condigdes de alto e baixo suprimento de N-NH,", e
analisado o perfil de expressdo dos transportadores de NH;" (AMT1.1~1.3) e atividade da
Glutamina Sintetase (GS) em duas linhagens transformadas (L#2 e L#8) comparadas com a
tipo selvagem (WT). As linhagens transformadas apresentaram menor massa fresca quando
submetidas a altas concentracdes de amonio (2,0 mM), o que pode ser reflexo de uma maior
taxa de absor¢do de amodnio por essas plantas. A L#8 apresentou menor valor de Ky no
tratamento de 0,2 mM N-NH,* em solucdo. Estes resultados sugerem uma maior eficiéncia de
absor¢do de amonio que pode ter sido proporcionada pela superexpressao do transportador
OsAMT1.3.

Palavras-chave: Oryza sativa L. Superexpressao. Cinética de Absor¢cao. PCR em tempo real.
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ABSTRACT

FERREIRA, Leandro Martins. Functional characterization of the ammonium transporter
OsAMT1.3 and its effect on nitrogen nutrition in rice plants. 2013. 55p. Dissertation
(Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The main goal of this study was to identify the contribution of OsAMT1.3 transporter to the
ammonium high-affinity uptake system, and to characterize its role in the mechanisms of
plant adaptation to environments with low nitrogen availability. The OsAMTI1.3 gene was
overexpressed in rice plants of Nipponbare variety and its tissue-specific location was also
determined. Three experiments were carried out to identify the sites of OSAMT1.3 action in
plants deprived of N and to quantify the promoter gene activity. Promoter activity of
OsAMT 1.3 was strongly induced in the absence of N and it occurred, mainly, in the regions of
lateral roots emissions, root tips and in the exodermis. Other two experiments were designed
to determine the kinetic parameters V4 and Ky in plants supplied with high and low N-NH,"
conditions and to analyze the expression profile of NH4" transporters (AMTI1.1 ~ 1.3) and
Glutamine Synthetase (GS) activity in two transformed lines (L#2 and L#8) compared to the
wild type (WT). The transformed lines showed least fresh weight when subjected to high
concentrations of ammonium in solution (2.0 mM), which may reflect a higher rate of
ammonium uptake by these plants. The L#8 showed the lowest Ky value in the 0.2 mM N-
NH,4" treatment. These results suggest that an increase of uptake efficiency in the L#8 may
have been provided by the overexpression of OsSAMT1.3 ammonium transporter.

Key words: Oryza sativa L. Overexpression. Uptake kinetic. Real time PCR.
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ATP
DAG
EDTA
GS
GUS
HATS
Kwm
L#2 e L#8
LATS
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Vmax
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LISTA DE SIMBOLOS

Familia génica dos transportadores de NH4" de alta afinidade
(Ammonium transporter 1)

Familia génica dos transportadores de NH4" de baixa afinidade
(Ammonium transporter 2)

Adenosina trifosfato

Dias Apos a Germinacao

Acido etilenodiamino tetracético

Glutamina sintetase

Enzima B-glucuronidase

Sistema de Transporte de Alta Afinidade (“High Affinity Transport System’)
Constante de Michaelis-Menten

Linhagens transformadas superexpressando o gene OsAMT1.3

Sistema de Transporte de Baixa Afinidade (“Low Affinity Transport System”)
Pares de bases

Acido Ribonucléico mensageiro (“Ribonucleic Acid Messenger”)
2-(2-hidroxietil)amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol

Velocidade méxima de absorcao

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

O arroz é considerado um dos mais importantes cereais cultivados do mundo e a
alimentacdo bdasica de mais da metade da populacdo mundial, sendo considerada a terceira
maior cultura cerealifera do mundo, ultrapassada apenas pelo milho e pelo trigo (IBGE,
2012).

As altas produtividades alcancadas hoje na cultura de arroz se tornaram possiveis, em
parte, gracas ao uso intensivo de fertilizantes, sobretudo o nitrogenado. Dentre os elementos
essenciais requeridos pelas plantas, o nitrogénio € geralmente o que mais limita a
produtividade e os teores de proteina no grao. O nitrogénio estd envolvido na constru¢do dos
blocos fundamentais da vida, como: nucleotideos, aminoacidos, enzimas, hormOnios entre
outros (DECHORGNAT et al., 2011).

O nitrogénio molecular (N,) presente na atmosfera encontra-se indisponivel as plantas,
para isso ele precisa ser convertido na forma mineral representado pelo amodnio e nitrato
(CORDEIRO, 2008). As principais formas de entrada de N no solo podem ocorrer através de
descargas elétricas, atividades vulcanicas, deposi¢dao de matéria organica, fixacao bioldgica de
N e, em maior proporcao, a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados.

Para que seja rompida a ligacdo tripla entre os dois dtomos de nitrogénio na fixacao
industrial, sao necessdrias altas temperaturas (>400°C) e pressdes elevadas (>107 Pascal), que
sdo obtidas por meio de grande consumo de energia, como a de derivados de petrdleo
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002), sendo, portanto um processo altamente dispendioso. Dessa
forma, a utilizacio desses fertilizantes elevam os custos de producio e seu excesso ainda esté
associado a significativos danos ambientais como a contaminacdo de cursos d’dgua com
nitrato e produgdo de 6xido nitroso (N,O), gds com capacidade de aquecimento global muitas
vezes superior ao CO, (GOOD et al., 2004).

A producido de fertilizantes nitrogenados pelo processo de Haber-Bosch € considerada
uma das maiores invengdes do século XX, por ter permitido o aumento da producdo de
alimentos para quase metade da populagdo mundial (SMIL, 1999). Entretanto, como até 2025
acredita-se que a populacdo mundial deve chegar a 10 bilhdes, serd necessaria uma mudanca
para as proximas décadas com o intuito de acomodar as necessidades da populagdo em
expansdo com o desenvolvimento de uma agricultura altamente produtiva e com
responsabilidade socioambiental (DYSON, 1999).

A maior parte do nitrogénio total disponivel no solo (maior que 98%) estd na forma
organica, e ndo prontamente disponivel para as plantas. Apenas uma pequena fracdo desse N é
encontrado em formas inorganicas como amonio, nitrato e nitrito (DECHORGNAT et al.,
2011). A eficiéncia de uso do nitrogénio no campo ¢ em média de 33% e uma propor¢ao
substancial, em torno de 67%, € perdida por diversos processos de perda de N no solo, como
desnitrificacdo, volatilizacdo de NHj e lixiviagdo.

Na natureza, amonio e nitrato sdo raramente disponiveis em iguais proporcdes e suas
concentracdes no solo podem variar de micromolar a milimolar. Desse modo, as plantas tém
desenvolvido ao longo de milhares de anos mecanismos para conseguir absorver
eficientemente o amonio e o nitrato disponiveis em uma larga faixa de concentragdes por
meio de uma grande gama de transportadores (MARSCHNER, 1995).

O sequenciamento gendmico permitiu a identificagdo de trés transportadores de alta
afinidade para a absorcdo de amdnio (AMT1) em arroz (Oryza sativa), cinco em Arabidopsis
e seis em Populus trichocarpa. Genes AMTI sdo preferencialmente expressos em raizes e
muitos deles exibem uma expressdo estritamente especifica nesse 6rgao. Em muitos casos,
niveis de transcritos de AMT aumentaram durante a privacdo de N, consistente com uma



melhor fun¢do requerida em condi¢des de déficit de nitrogénio (PEARSON & STEWART,
1993; GAZZARINI et al.,, 1999; RAWAT et al., 1999; VON WIREN et al., 2000a;
COUTURIER et al., 2007).

No clima tropical, caracterizado por uma estacdo que corresponde a um periodo de
seca, seguida de outra com grande intensidade de chuvas, tem-se um fluxo sazonal de
nitrogénio. Assim, foi observado por diversos trabalhos do grupo de pesquisas em Nutri¢do
Mineral de Plantas da UFRRIJ, que algumas variedades locais de arroz do estado do Maranhdo
apresentam estratégias para aproveitamento maximo dessa disponibilidade diferencial de N
(FERRAZ et al., 1997; SOUZA et al., 1998; SOUZA et al., 1999; BAPTISTA et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2004; SANTOS et al., 2010). Dentre essas estratégias, foram observados
os parametros cinéticos mais favordveis, como maiores valores de velocidade de absorcdo de
N-NO3 e N-NH;" (Vmsx), bem como, menores valores de Ky e Cpn.

Associado aos menores valores de Ky, estes estudos revelaram elevada expressao de
um dos membros dos transportadores de N-NH,* de alta afinidade, o OsAMT1.3 (SOUZA,
2010). Este comportamento foi observado quando as plantas foram submetidas a um baixo
suprimento de N em solugdo.

Desta maneira, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a contribuicdo do
transportador OsAMT1.3 para o aumento da eficiéncia de absor¢cio de amoOnio em baixas
concentracodes e caracterizar o seu papel nos mecanismos de adaptagcao de plantas a ambientes
de baixa disponibilidade de nitrogénio. Constru¢des génicas para identificacdo dos tecidos
onde atua o OsAMTI.3, bem como, para elevar o nivel dos transcritos desse gene, foram
obtidas e usadas para transformar plantas de arroz (Nipponbare).



2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da Cultura do Arroz

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO
2012), a produ¢dao mundial de arroz esperada para safra 2012/2013 é de aproximadamente 464
milhdes de toneladas. O Brasil se destaca como um dos maiores produtores do Ocidente com
uma produgdo prevista de 11,5 milhdes de toneladas para 2012. Este valor ainda esta
relacionado a uma reduc¢@o na producdo devido as condi¢cdes ambientais adversas e de atraso
na semeadura (IBGE, 2012).

A producdo de arroz estd relacionada as espécies Oryza sativa e Oryza glaberrima. A
primeira se refere ao arroz asidtico, cultivado amplamente no mundo, mas distribuido
principalmente na Asia. A segunda refere-se ao arroz africano que tem sido substituido pela
espécie sativa e apenas pequenos produtores no continente Africano ainda produzem essa
espécie. Dentro da espécie sativa, encontram-se duas subespécies, indica e japonica, estima-
se que estas tenham divergido ha aproximadamente 10.000 anos atrds (MA & BENNETZEN,
2004; PANAUD, 2009).

O Brasil € o nono maior produtor mundial e a principal espécie de arroz cultivada € a
Oryza sativa. O Rio Grande do Sul se destaca como o maior produtor de arroz irrigado. J4 a
area plantada com arroz de sequeiro, em terras altas, fica concentrada na regido Centro-Oeste
(Mato Grosso e Goias); Nordeste (Piaui e Maranhdo) e Norte (Pard e Ronddnia) (MAPA,
2012).

Entre 1975 e 2005, o Brasil reduziu a drea de plantio em torno de 26% e, mesmo
assim, aumentou sua producdo de arroz em 69%, gracas ao aumento em 128% na
produtividade média, devido ao aumento na utilizacdo de fertilizantes NPK e de cultivares
melhoradas. O crescimento da produgdo permitiu ao paifs tornar-se autossuficiente em arroz na
safra 2003/2004. Em 2005, o Brasil chegou a exportar 272 mil toneladas de arroz. Hoje
apenas 5% da produgdo nacional € destinada a exportagcdo (MAPA, 2012).

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento bésico de diversos paises da América Latina e
constitui a fonte responsdvel pelo suprimento de 27% da energia e 20% da proteina alimentar
nos paises em desenvolvimento (FAQO, 2008).

No Brasil, o arroz € consumido por uma ampla parcela da populagdo, principalmente a
menos favorecida, que utiliza este cereal como alimentag@o basica e didria. A participacao do
arroz em grande proporcdo na dieta do brasileiro e o reduzido consumo de proteina "per
capita" no pafs justifica a procura por variedades de arroz com alto teor de proteina nos graos.

Dentre os elementos requeridos para o desenvolvimento das plantas cultivadas, o
nitrogénio (N) é o exigido em maior quantidade e frequentemente limita a produtividade
(GLASS et al., 2003).

A duplicagdo da producdao mundial agricola durante as ultimas quatro décadas tem
sido associada com um aumento de sete vezes no uso de fertilizantes nitrogenados. Como
consequéncia, a utilizagdo atual e a futura intensificagdo no uso de fertilizantes nitrogenados
na agricultura tém e continuardo tendo um grande impacto na diversidade e funcdo de micro-
organismos, animais e plantas (GOOD et al., 2004).

A maior parte desta producio é obtida com a utilizacdo cada vez maior de insumos
agricolas como fertilizantes nitrogenados. A producdo mundial desses fertilizantes estd
prevista para aumentar 1,4% até 2012, o que representa um aumento global de 7,3 milhdes de
toneladas. Aproximadamente 69% desse crescimento ird ocorrer na Asia (principal continente
produtor de arroz), seguido da América Latina e Leste Europeu (FAO, 2012). Foi estimado
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que 10" kg de N sdo aplicados como fertilizantes ao redor do mundo por ano, um valor vinte
vezes maior que hi 50 anos, com um custo de 50 bilhdes de délares (GLASS et al., 2003).
Além disso, dados experimentais apontam que por volta de 50 a 70% do nitrogénio aplicado
no solo € perdido do sistema solo-planta (PEOPLES et al., 1995).

O nitrogénio aplicado no solo na forma de amodnio pode ser perdido de diversas
formas, como: convertido a nitrato em condicdes aerdbias e, posteriormente desnitrificado em
condic¢des anaerdbias, volatilizado na forma de amonia em pH alcalino e volatilizado quando
na presen¢a da enzima urease. Os dois dltimos processos sdo 0s maiores responsaveis pelas
altas perdas de amonio no solo (XU et al., 2012).

2.2 Absorcio e Assimilacao de Amonio

O nitrogénio é um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento das plantas, o que fez
com que ao longo da evolucdo os vegetais desenvolvessem mecanismos para a maxima
eficiéncia no uso do mesmo como, por exemplo: a formacdo de sistemas de absorc¢do,
assimilac@o e mobilizacdo que evitam o desperdicio de N e energia (FERNANDES, 1978).

O nitrogénio representa aproximadamente 2% da massa seca da planta, sendo
componente de proteinas, dcidos nucleicos, coenzimas e numerosos produtos secunddrios.
Nos tecidos o nitrogénio € quantitativamente mais abundante do que outros elementos
minerais, sendo absorvido, principalmente, na forma de NO; ou NH," (MILLER &
CRAMER, 2004).

A absor¢do de NO3; e NH4" é mediada por protefnas transportadoras existentes na
membrana plasmdtica. A absorcao de nitrato € realizada por um mecanismo de simporte com
2H" contra um gradiente de potencial eletroquimico, enquanto a absor¢cio de amonio € feita
por um uniporte a favor do gradiente de potencial eletroquimico. Apds absorvido o nitrogénio
pode ser estocado no vacuolo, quando absorvido na forma de nitrato, ou ser assimilado por
meio da acdo das enzimas Glutamina Sintetase (GS) e Glutamato Sintase (GOGAT)
(MARSCHNER, 1995).

A utilizac@o de amonio pelas plantas tem maior efici€éncia energética que a de nitrato,
pois 0 amonio é prontamente assimilavel pelas enzimas GS/GOGAT, diferentemente do que
ocorre com o nitrato, que necessita passar por uma etapa de reducdo até NH4" com uso de
poder redutor na forma de NAD(P)H e ferredoxina pelas enzimas Nitrato Redutase (NR) e
Nitrito Redutase (NiR) respectivamente. Entretanto, quando absorvido, o amonio precisa ser
rapidamente assimilado a esqueletos de carbono na producdo de aminoécidos devido a sua
toxidez (BERNARD & HABASH, 2009), fato que pode ser prejudicial a sua absor¢cdo em
ambientes de baixa luminosidade e alta temperatura.

O processo de assimilacdo se inicia pela enzima GS, que apresenta alta afinidade pelo
substrato, atuando em baixas concentracdes do ion amonio em solu¢do. Em plantas, a GS
pertence a familia GSII, com duas isoformas principais: a GS1 citossolica e GS2 plastidial
(HIREL & GODAL, 1980; ISHIYAMA et al., 2004), que possuem fung¢des especificas na
assimilagdo e reciclagem de amoénio (LEA & IRELAND, 1999).

Apenas quatro diferentes genes codificam subunidades da proteina ativa da Glutamina
Sintetase e diferentes combinagdes dessas subunidades produzem diferentes isoenzimas
(IRELAND & LEA, 1999).

Em arroz, foram identificados trés genes que codificam para a glutamina sintetase
citossolica (GS1): OsGS1.1, OsGS1.2 e OsGS1.3. A OsGS1.1 apresentou expressdao em todos
os orgdos testados, ja OsGSI1.2 e OsGS1.3 foram expressos principalmente em raizes e
espiguetas, respectivamente (TABUCHI et al., 2005).

Em tecidos verdes com alta taxa fotossintética, a isoforma GS2 encontra-se em maior
proporcdo, além de ser responsdvel pela maior porcentagem da atividade total da GS,
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principalmente no limbo foliar. Estes resultados foram encontrados em milho (BECKER et
al., 2000), arroz (ZHAO et al., 2006) e trigo (HABASH et al., 2001), sendo esta enzima
responsavel, principalmente pela reassimilacdo de NH4" oriundo da fotorrespiragio. Por outro
lado, a GS1 apresenta-se em maior propor¢ao em tecidos com menor quantidade de clorofila,
como, por exemplo, em bainhas, tecidos jovens nao fotossintetizantes e no citossol de células
vasculares participando da assimilagdo de amonio resultante da redu¢@o do nitrato, atividade
proteolitica e do amonio absorvido do solo (HABASH et al., 2001).

A Glutamina Sintetase incorpora o NH4" ao glutamato formando glutamina, usando
energia fornecida pelo ATP. Da glutamina formada, o grupamento amino (-NH,) € transferido
para o a-cetoglutarato, proveniente do ciclo de Krebs, pela acdo da segunda enzima,
Glutamato sintase, com energia fornecida pela ferredoxina reduzida (Fd) na parte aérea ou
NADH na raiz, formando duas moléculas de glutamato (SOUZA & FERNANDES, 2006).
Uma dessas moléculas permanece para a manutencdo do ciclo, enquanto a outra podera ser
exportada para dar origem a outros aminodcidos por meio da ag¢do de aminotransferases
(TISCHNER, 2000).

A eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) pode ser definida como o rendimento de graos
por unidade de N disponivel no solo, sendo dividida em dois processos: eficiéncia na
absor¢do, que é a capacidade da planta em remover o N do solo normalmente presente nas
formas de NOs” e NH4"; e eficiéncia na utilizacdo, que é a capacidade da planta em transferir o
N para o grio, onde predominam as proteinas. Entretanto, as plantas cultivadas sdo capazes de
converter apenas de 30 a 40% do N aplicado ao solo na produgdo de graos (LEA &
AZEVEDO, 2006).

A melhoria na efici€éncia de absorc¢do e assimilacdo de nitrogé€nio tem sido o alvo de
programas de melhoramento e o sucesso depende largamente da descoberta de variacdes
alélicas dos genes envolvidos no metabolismo de N em arroz e no entendimento de seu
significado adaptativo.

GAUR et al. (2012b) estudando a expressdo dos genes transportadores de amonio e da
glutamina sintetase na parte aérea de plantas contrastantes quanto a eficiéncia de uso de
nitrogénio, observou uma regulacdo diferencial nas cultivares de acordo com a dose de N
aplicado. A cultivar adaptada ao baixo suprimento de N quando cultivada em altas doses de N
(maior que 120 kg.ha'l) apresentou repressdo na expressdo e atividade da GS1 e do
OsAMTI.1 que se correlacionou diretamente com a diminuicao do contetido de proteina nos
graos.

2.3 Transportadores de Amonio (AMT)

A absor¢do de amoénio pelas plantas na faixa de absorcao micromolar € realizada pela
familia de transporte de alta afinidade (AMT1) que faz parte de um grande grupo de
Permeases de transporte de amonio/ Permeases de Metilamonio/ Familia Rhesus
(AMT/MEP/Rh) (VON WIREN & MERRICK 2004).

As proteinas transportadoras de NH" sfo codificadas por uma familia multigénica e
apresenta ampla variacdo de padrdes de cinética de absorcdo, fato que demonstra a
plasticidade das plantas para a aquisi¢cdo de formas reduzidas de N abundantes durante um
grande periodo da evolugdo das plantas superiores (LEA & AZEVEDO, 2006). Contudo, da
mesma forma que acontece para a absor¢do de nitrato, a absorcdo de NH4" € feita por um
sistema bifésico. Quando os niveis de NH4" no meio externo (solugio nutritiva ou solucdo do
solo) estdo abaixo de 1 mM, opera um sistema de absorcao de alta afinidade (HATS), e acima
desta concentragdao opera o sistema de absor¢do de baixa afinidade (LATS) (WANG et al.,
1993).



Uma familia de cinco genes transportadores de amoénio (AMTI.1 a AMTIL.5) foi
originalmente identificada em Arabidopsis thaliana, por similaridade com transportadores de
amonio de cianobactéria, enquanto que em tomate somente trés genes AMTI foram
identificados. Em ambas as espécies, uma segunda seqiiéncia referente ao AMT2 mais
parecida aos transportadores isolados de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli foi
identificada (LOQUE & VON WIREN, 2004). Em arroz, 10 diferentes genes foram
identificados e podem ser divididos em quatro grupos (SUENAGA et al., 2003).

A proteina do AtAMT1.1 esta localizada na membrana plasmatica das células do
cortex radicular, periciclo, epiderme e pélos radiculares (MAYER e LUDEWIG, 2006).
Estudos com a técnica de inser¢do de T-DNA para o AMTI.1 produziu linhagens de A.
thaliana com apenas 30% de decréscimo na habilidade de absorver amonio pelo HATS,
indicando que ha uma sobreposic¢ao de fun¢des das diferentes proteinas AMT (KAISER et al.,
2002).

A expressdao dos genes que codificam transportadores de amoénio em arroz (OsAMTs)
apresenta distintos perfis. OsAMTI.1 é um gene constitutivo, expresso tanto na raiz quanto na
parte aérea, ja os genes OSAMTI.2 e OsAMTI.3 tem sua expressdo especifica em raizes,
sendo que o primeiro responde positivamente ao ressuprimento de amdnio enquanto o
segundo tem sua expressdo reprimida ao ressuprimento de amonio e nitrato (SONODA et al.,
2003a; TABUCHI et al., 2007).

SONODA et al. (2003b) sugerem que a regulagio dos transportadores de NH;" sdo
controlados pelos teores de glutamina no interior das raizes e nao pelos teores de amdnio em
solucdo. Isso demonstra um controle interno da absor¢do de amonio indicando uma adaptacao
das variedades de arroz a diferentes niveis de nitrogénio na solucao do solo. A expressao do
transportador OsAMT1.2 foi principalmente detectada no cilindro central das raizes, sugerindo
um papel importante desta proteina, como principal transportador de amdnio no interior da
planta. Sendo assim, o OsAMTI.2 esta envolvido em 2 funcdes distintas, agir como
transportador auxiliar do OsAMTI.1 na absor¢do de amodnio quando presente na solugdo do
solo, e na absorc¢ao e recuperagdo de amonio no sistema vascular.

Os transportadores OsAMTI1.1, OsAMT1.2 e OsAMT1.3 sao compostos de 499, 497 e
498 aminodcidos com massa molecular de 52,6; 52,2 e 53,1 kDa, respectivamente e, anélises
de sequéncias hidrofébicas de cadeias de aminodcidos indicam que os trés transportadores
OsAMT 1 provavelmente possuem 11 dominios transmembrana (SONODA et al., 2003a).

Estudando o comportamento dos transportadores através do promotor GUS, YAO et
al. (2008), verificaram que os transportadores OsAMTI.2 e OsAMTI.3 sdo expressos
exclusivamente em raizes durante vdrios estddios de desenvolvimento da planta, sob
suprimento e deficiéncia de nitrogénio, respectivamente. A expressao desses genes em raizes
sugere que ambos estdo envolvidos na absor¢do de nitrogénio. Os resultados encontrados
indicam que os transportadores realmente apresentam papéis distintos na absor¢do de
nitrogénio, o OsAMTI.3 parece atuar como um sensor da presenca de amonio, sendo
reprimido na sua presenga, € 0 OsAMTI1.2 aumenta a sua expressao na presenga de amonio. A
proposta de que o transportador OsAMT1.3 atue como sinalizador da presenga de nitrogénio
ficou evidenciada devido a repressdo ocorrer ndo sé na presenga de amonio, mas também na
presenca de nitrato.

A expressdo dos transportadores de amonio OsAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMT1I.3 foi
reprimida em plantas ressupridas com 2,0 mM de N-NH;" em solug¢fo, ja em condi¢do de
deficiéncia de amonio houve uma alta inducao do OsAMTI1.2 e OsAMTI1.3 (SPERANDIO et
al., 2011). A repressdo dos transportadores de NH;" € provocada provavelmente pelo alto
influxo e assimilacio de NH,", gerando altos teores de N-amino livre nas raizes
(principalmente na forma de glutamina) que reprimem a expressdo dos transportadores
responsaveis pela absorcdo de NH;" (SONODA et al., 2003b).



Estudo realizado recentemente com dois genétipos de arroz que respondem
diferencialmente ao suprimento de nitrogénio, demonstraram uma resposta antagdnica em
relacdo a atuacdo do OsAMTI.3. Plantas adaptadas a condi¢do de baixo suprimento de N
quando expostas a concentracdes crescentes de amonio em solugdo tiveram a atuacdo do
OsAMT1.3 reprimida, enquanto que plantas responsivas a altas doses de N aumentaram a
expressdo do OsAMT1.3 nessas mesmas condicdes (GAUR, 2012a).

HOQUE et al. (2006) obtiveram duas linhagens transgénicas de arroz com a
superexpressdo do cDNA do AMT1.1 sobre o controle do promotor da ubiquitina de milho.
Estes autores verificaram que as plantas transgé€nicas exibiram aumento nas taxas de absor¢ao
de amodnio comparado com as plantas selvagens, e que a biomassa da parte aérea e sistema
radicular foram menores durante a germinacdo e nos estdgios iniciais de crescimento das
plantas crescidas com alto suprimento de amonio (2,0 mM). Dessa forma, a superexpressdo de
genes AMTI1 aumenta a capacidade de absorcao de amonio pelas plantas, no entanto esse ion
causa um efeito toxico resultado da incapacidade da planta em assimilar o alto influxo de
amonio.

A sele¢do de variedades que promovam um melhor mecanismo na absor¢do do
nitrogénio em solos com baixas concentracdes desse nutriente ¢é essencial para a
sustentabilidade da agricultura mundial (GLASS et al., 2002), para isso € necessiario um
profundo entendimento das respostas moleculares e fisioldgicas, de plantas submetidas a
baixas concentragdes de nitrogénio. Alguns pesquisadores sugerem que o transportador
OsAMT1.3 pode funcionar como gene sinalizador da presenca de N no solo, bem como,
transportador potencialmente envolvido na absor¢do de N-NH4" sob niveis muito reduzidos
no solo (SONODA et al., 2003a).

Apesar dessas sugestdes, ainda ndo foram realizados estudos para identificar a real
contribuicao desse gene para absorcdo de amdnio ou seu envolvimento para adaptacdo das
plantas ao baixo suprimento de N, objetivo do presente trabalho.



3 MATERIAL E METODOS

Para viabilizar a caracterizacdo funcional do transportador de amdnio OsAMTI.3,
foram feitas duas construgdes génicas: a primeira foi desenvolvida com o objetivo de elevar
os niveis dos transcritos do OsAMTI1.3, colocando-o sobre o controle do promotor da
ubiquitina 1 de milho (UBIL:OsAMTI1.3:3xHA) para avaliar a contribui¢do dessa
superexpressdao para o sistema de alta afinidade de absorcdo de amodnio. Na segunda
constru¢do génica, o promotor do OsAMTI.3 foi fusionado as proteinas repérteres GFP e
GUS (Posamr1.3:GFP:GUS) com o objetivo de localizar e quantificar o nivel de atividade desse
promotor em diferentes regimes de nutricdo amoniacal.

3.1 Amplificacdo do Gene de Interesse

O gene OsAMTI.3 foi amplificado diretamente do genoma nuclear pelo fato de nao
apresentar introns (Figura 1). Para isso foram desenhados iniciadores (“primers”) especificos
para amplificacdo do gene inteiro com os sitios de recombinagdo necessarios para clonagem
nos vetores “Gateway” (Tabela 1).

cattgctcctcceccectcectectcectacagtectgtgttgagegecgegtcgaggecggecgaggatggcaacgtgecgeggat
accctcggcecceccgcectgcectgggcacggcggcggcgaacgcgacggactacctgtgcaaccagttcgecggacaccacyg
tcggccgtggactcgacgtacctgcectcttectecggegtacctegtgttcecgecatgcagetcggecttegecatgete
tgcgccgggtcecgtccgcgceccaagaacaccatgaacatcatgecttaccaacgtgectcgacgeccgecgecggcecgeyg
ctcttctactacctcttcggettcgecttcgecttcggggecgecgtccaacggecttcatcgggaagecacttectte
ggcctcaagcaggtcccacaggtcggcttcgactacagecttcecttectecttccagtgggecttecgeccatecgeecgece
gcgggcatcacgtccggctccatcgeccgagecggacccagttecgtggegtacctcatctacteccgecttectcace
ggcttcgtctacccggtggtgtcecccactggatctggtcecgeccgacgggtgggectcecggecttecccggacgtcgggyg
tcgctgctcecttecgggteccggegtcatcgacttecgecgggtcaggggttgtccacatggtgggecggegtggecgga
ctctggggcgccctcatcgagggcecccccecgcattgggecggttcgaccacgecggecgetcggtggegetgegecgge
cacagcgcgtcgctcecgtcecgtgcectcecggcagettcectgetgtggttecgggtggtacgggtttaacceccggectegtte
ctcaccatcctcaaatcctacggcecccgcecceccggtagcatccacgggcagtggtcggecggtgggacgcaccgecgtg
accaccaccctcgecggcagcacggcggcgctcacgacgctcecttecgggaagaggctccagacggggcactggaac
gtgatcgacgtctgcaacggcctcctcggecggcecttecgeggecgatcaccgeccggttgeteccgtecgtcgaccegtgyg
gccgcgatcatctgcecgggttcecgtctecggegtgggtgectcatcggectcaacgecgetggecggcgaggctcaagtte
gacgacccgctcgaggcggcgcagctgcacggcecgggtgeggegegtggggggtcatcttcacggegetgttecgeg
cgcaaggagtacgtggaccagatcttcggccagcccgggcgeccgtacgggectgttcatgggecggecggecggecgyg
ctgctcggggcgcacatagtggtcatcctggtcatcgecggecgtgggtgagecttcaccatggecgecgetgttectg
gtgctcaacaagctgggcttgctgcgcatctcggeccgaggacgagatggeccggcatggaccagacgcgccacggce
gggttcgcgtacgcgtaccacgacgacgacgcgagcggcaagccggaccgecagegtecggecgggttcatgetcaag
tcggcgcacggcacgcaggtcgeccgeccgagatgggaggccatgtctagtggaaccggaggagctgagectagtagt
acatacatgcagcataatcgatcgaacgaaatgcatataagcgtttttcaaggttgatctgatgctgcaagttte
gtgattgtataataagaagaaaaa

Figura 1. Sequéncia do gene OsAMTI.3. Acesso gblAF289479.11:1441-2928.
(http://www.NCBl.org/blast).

A reacdo de PCR foi realizada com uma DNA polimerase de alta fidelidade, a
Platinum Pfx, para uma maior fidelidade na amplificacdo. A reagdo foi realizada com a
solucdo “enhancer” PCRy (1X), tampdo de amplificacdo Pfx (1X), dNTP (0,3 mM) cada,
MgSO4 (1,0 mM), “primers” (0,3 uM), Pfx DNA polimerase 1U e 200 ng de DNA (var.
Nipponbare). Como o gene de interesse possui uma alta quantidade de CG, antes de iniciar a
reacdo de PCR, o mix de reacdo sem a “Platinum Pfx” passou por uma etapa de desnaturacao
a 94°C durante 10 minutos. Logo em seguida foi adicionada a Pfx e a reacdo de PCR



prosseguiu com a seguinte programacao: desnaturacido a 94°C por 2 min. e 45seg e 35 ciclos
de 15 seg. de desnaturagdo a 94°C, 30 seg. de anelamento a 57°C e 2 min. de extensdo a 68°C.

As construcdes génicas foram realizadas utilizando a tecnologia “MultiSite
Gateway” de clonagem desenvolvida pela Invitrogen. Depois da amplificacdo do gene foram
feitas mais duas reagdes de PCR com “primers” hibridos para a construcdo dos sitios de
recombinacdo attB1 e at#tB2 (Tabela 1). Na primeira reacao os “primers” anelam-se no inicio
e final do gene e levam metade do sitio de recombinacdo, e na segunda reacdo os “primers”
anelam-se na primeira metade dos sitios a#fB e levam a outra metade (Tabela 1). A primeira
reacao foi realizada com uma desnaturacao inicial de 2 min. e 45 seg. e 25 ciclos de 15 seg. de
desnaturagdo a 94°C, 30 seg. de anelamento a 58°C e 2 min. de extensdao a 68°C. A segunda
reacdo também foi realizada em 25 ciclos com a mesma programagao 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 1. Sequéncias dos “Primers” para amplificacdo do gene do transportador de amonio
OsAMT1.3 com os sitios de recombinacdo attB1 e attB2 em duas reagdes.

Gene Reacao “Primers” Sequéncia

OsAMT1I1.3attBl  5-AAAAAGCAGGCTGGATGGCAACGTGCGCGGA-3'
OsAMTI.3 1*

OsAMTI1.3attB2  5-AGAAAGCTGGGCTAGACATGGCCTCCCATCTC-3'

Adapt.aB1 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGG-3’
Adaptador 2*
Adapt.attB2 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG-3’

Nota: Sublinhado representa o cédon de iniciagdo

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

A tecnologia Gateway desenvolvida pela Invitrogen é baseada na reacdo de
recombinacdo sitio-especifica mediada pelo fago lambda (A) em E. coli, 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
lisogenizacao.

No estado lisogénico o genoma do fago pode ser transmitido para as células filhas
em muitas geracoes até que surjam condi¢cdes 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 2).



Tabela 2. Reacdes de recombinagao entre os sitios att do fago A em E. coli.

Rota Reacio Catalisada por...
Lisogénica attB x attP — attL x attR (Int e IHF) BP Clonase™ II
Litica attlL 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 attB, attP, attlL 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,
e Xis (Excisionase). Int e Xis sdo codificadas pelo genoma do fago A, enquanto IHF é uma
proteina de E. coli (Tabela 2).

O Kit para constru¢do 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
modificagcdes incluem alteragdes de sequéncias e comprimentos dos sitios att resultando na
criacdo de novos sitios aft que exibem aumento de especificidade e promovem a eficiéncia
requerida para a clonagem de multiplos produtos de PCR em uma tnica rea¢do. 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 geragao de trés tipos de clones de entrada
requerido para o “MultiSite Gateway®” (Tabela 3). Exemplo da reacdo BP é mostrada na
Figura 2.

Tabela 3. Vetores doadores e suas fungdes para a geracdo de trés tipos de clones de entrada.

Vetor doador Funcio
pDONR™ P4-P1R  Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios at/B4 e a#B1.
pDONR™ 221 Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios a#/B1 e atfB2.

pDONR™ P2R-P3 Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios a#fB2 e attB3.

Depois da obtengdo de todos os vetores de entrada nas reacdes BP, € necessario o uso
de um vetor de destino, ou seja, aquele que vai permitir a recombinagdo coordenada dos trés
vetores de entrada na rea¢do de recombina¢do multipla, também chamada de reacdo LR, pois
envolve a recombinacdo dos sitios attL. e attR entre os vetores doadores e o vetor de destino
(Figura 3). O vetor de destino utilizado foi o pH7m34GW, que leva como agente de selecdo, o
gene da higromicina fosfotransferase, conferindo as plantas transformadas, resisténcia a
higromicina.
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Figura 2. Esquema ilustrativo da reagdo de recombinacdo BP para criacdo dos vetores de
entrada, necessdrios para constru¢do do vetor para expressio do OsAMTI.3. Ori —
origem de replicacio; KAN®- gene de resisténcia a kanamicina; CM® — gene de resisténcia ao
cloranfenicol; attB, attP, attL. e attR — sitios de recombinagdo; ccdB — gene que codifica para
uma proteina que interfere na atividade da DNA girase de E. coli, impedindo o seu
crescimento; UBIL — Promotor que dirige a expressdo constitutiva em arroz; 3xHA — peptidio
de fusdo (adaptado de SANTOS, 2009).

[ori | [ KANF | ori | — ] KAN®
PENTR-UBIL PENTR-Tag HA
atiL4 UBIL | atR1 atR2 | 3xHA  [atn3
Vetores de T
entrada atll | OsAMT1.3 | ailL2
pENTR-Gene
i TKAN® |
ori KAN
atiRd ccaB —{ com | [atR3 |
Vetor de
destino pH7m34GW
[355] Hyg" (LB RB
atB4| UBIL |[atiB1| OsAMT1.3 |atiB2] 3xHA  [atiB3
Vetor de
expressio UBIL : OSAMT1.3 : 3xHA
RB
+
atiP4 | ccaB |— CM* | atiP3
Sub-produto
KANF | [atiP1] [KANF] —atiP2 | [ KAN7 |

Figura 3. Esquema ilustrativo da reacao LR tripla para obtenc¢do do vetor para superexpressao
do OsAMT1.3. Neste trabalho foi utilizado o promotor UBIL e um Tag-3XHA
fusionado ao gene. Ori — origem de replicacido; Hyg"- gene de resisténcia a higromicina;
attB, attP, attL. e attR — sitios de recombinagdo; LB — borda esquerda; RB — borda direita;
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UBIL — Promotor que dirige a expressdo constitutiva em arroz; 3xHA — peptidio de fusdo
(adaptado de SANTOS, 2009.)

3.2.1 Purificacao do gene com os sitios de recombinacio

z

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

Deve ser destacado que o protocolo padrdo para purificacdo de produtos de PCR
usando extragdo com fenol/cloroférmio seguido de precipitacio com isopropanol ou etanol
com acetato de so6dio ndo € recomendado para purificacdo destes produtos contento o sitio
attB. Este protocolo tem um limite de exclusdo de fragmentos menores que 100 pb e ndo
remove eficientemente os dimeros de “primers”. Dessa forma foi utilizado o PEG
8000/MgCl, para purificacdo, que pode remover fragmentos de até 300 pb.

A purificacdo foi feita com cerca de 90 pL de reacdo da PCR, para aumentar a
quantidade de produto de PCR recuperado. Aos 90 pL do produto amplificado contendo os
sitios attB foram adicionados 270 pL de Tris-Hcl-EDTA (TE) pH 8,0 e 180 uL de PEG
(8000) contendo MgCl, (30 mM). 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 formagao do
precipitado O precipitado foi dissolvido em 16 uL de TE pH 8,0 e a qualidade do produto
recuperado foi visualizada em gel de agarose (1%). Apds a verificacdo de que o produto
recuperado estava com boa pureza foram realizadas as reacdes de recombinagdo BP para criar
os vetores de entrada.

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

A reacdo BP foi realizada com o gene amplificado levando os sitios de recombinagdo
attB1 e attB2 e o vetor doador pDONR211 para criagdo do vetor de entrada pENTR-
OsAMT1.3 (Figura 4).

O pENTR-OsAMT1.3 participa na reacao de LR tripla para formacdo da construcao
génica usada na transformacao das plantas. Nesta mesma reacdo de LR tripla estdo também os
vetores de entrada levando o promotor UBIL e o tag de 3xHA (peptidio de fusdo com o gene).
As reagoes BP foram realizadas utilizando o kit “Gateway® BP Clonase Il Enzyme Mix”
(Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados: 5 uL do produto amplificado e
purificado (gene), contendo os sitios a#tB, 1 uL do vetor pDONR211, 2 uLL do tampao de
reacdo BP e 2 uLL do mix de enzimas BP clonase. A mistura da rea¢do foi homogeneizada
vagarosamente por pipetagem e a reagdo ocorreu a temperatura ambiente durante a noite.
Depois deste periodo a reacdo foi paralisada pelo tratamento com 1 puL de Proteinase K a
37°C durante 10 min.
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Asel (2032)

Figura 4. Vetor pENTR-OsAMTI1.3 usado na reacdo de recombinacdo LR tripla para
formacdo do clone de expressdo. KAN® — resisténcia ao antibitico canamicina; attL1
e attL2 — sitios de recombinacdo. Pstl, Sad, Asel — sitios de cortes por enzimas de
restri¢ao.

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

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. Uma coldnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB sélido e mantida sob agita¢do
constante a 150 rpm durante a noite. No dia seguinte, 3 mL da cultura fresca foram inoculados
em 300 mL de meio LB liquido acondicionado em erlenmeyer de 2 L e transferido para
agitador orbital constante a 200 rpm a 37°C até a cultura atingir uma DOg entre 0,5 a 0,8. De
3 e 4 horas de cultivo foram suficientes para alcangar uma DOgg entre esses valores. Depois
de atingida a DOg, aliquotas de 50 mL da solucao de células foram acondicionadas em seis
tubos falcon e mantidas em descanso no gelo por 30 min. Em seguida as células foram
precipitadas a 4.000 x g. por 15 min. a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram
cuidadosamente solubilizadas em 50 mL de 4gua destilada estéril gelada, para retirada do
excesso de sais. As células foram novamente precipitadas como descrito acima e solubilizadas
em 25 mL de 4gua destilada estéril gelada. As células foram entdo acondicionadas em trés
tubos falcon de 50 mL e novamente precipitadas como ja descrito. O precipitado de cada tubo
foi solubilizado em 2 mL de glicerol (10%) gelado e as células transferidas para um tnico
tubo. Finalmente, as células foram precipitadas e solubilizadas em 550 pL de glicerol (10%)
gelado. A suspensdo de células foi dividida em aliquotas de 50 pL, acondicionadas em
microtubos de 1,5 mL e mantidas em freezer -80°C para uso posterior.
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3.2.4 Reacoes de LR triplo para obtencao da construcao Pygy :OsAMT1.3:3xHA.

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

O Vetor de expressao Py :OsAMT1.3:3xHA ¢€ ilustrado na Figura 5.

A fim de caracterizar os clones obtidos foi realizada a transformacdo de E.coli como
descrito anteriormente para a reacdo BP. O volume total obtido apds transformacao e cultivo
foi plaqueado em meio LB contendo Espectinomicina (Sm) 50 ug. mL™ e Estreptomicina (Sp)
20 pug. mL" para selecio das células transformadas com o vetor levando a construgdo génica.
A confirmagdo da clonagem foi feita por digestdo dos plasmidios com a enzima de restricao
Pstl.

attB4
UBIL M13R
attB1 ( RB
OSAMTH. _— S
e r
Psil (9237) &
Gly4Ser-linker /
3xHA-tag__ |/
attB3; <+ UBIL:OsAMT1.3:3xHA
M13E 12034 bp
T358
Psil (8589)
Hyg
LB Sm/SpR

Figura 5. Vetor de expressao Pyp:OsAMT1.3:3xHA usado para a transformacdo das plantas
de arroz via Agrobacterium tumefaciens. Este vetor leva o gene da higromicina
fosfotransferase (hyg) que confere resisténcia a higromicina as plantas transformadas.
LB e RB — borda direita e borda esquerda; attB1, attB2, attB3 e attB4 — sitios de
recombinacdo; Pstl — sitios de corte por enzimas de restri¢cao.

3.2.5 Meio YEB para cultivo de Agrobacterium tumefaciens

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

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB
solido (item 3.2.5) contendo Rifamicina (Rf) 100 pg. mL"' e Gentamicina (Gm) 40 pg. mL™",
e incubado a 28°C por 24 horas. Com o auxilio de uma al¢a flambada apenas uma coldnia
isolada foi transferida para um tubo falcon de 50 mL contendo 3 mL de meio YEB (Rf/Gm)
que foi incubado a 28°C em agitador orbital a 150 rpm por 48 horas. Apenas 2 mL da cultura
fresca foram inoculados em 50 mL de meio YEB contendo Rf e Gm em erlenmeyer de 250
mL. A incubacdo foi realizada a 28°C sob agitacdo constante de 150 rpm, até atingir uma
DOgno de aproximadamente 0,6. A cultura foi entdo dividida em dois tubos falcon de 50mL e
incubada no gelo por 20 minutos. A seguir, as células foram precipitadas a 1.000 x g.. por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em 500 pL de uma
solucdo contendo CaCl, (20 mM) e glicerol (10%). As células foram divididas em aliquotas
de 100 pL acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas em freezer a -80°C
para uso posterior.

3.3 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Depois de confirmadas por restricio as construgcdes génicas foram inseridas em
Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 como descrito a seguir.

Foi adicionado 1 pg de plasmidio a 100 pL. de Agrobacterium competente (item
3.2.6), 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 € em
seguida incubada a 37°C em banho-maria por mais cinco minutos. Apds este tempo, foi
adicionado 1 mL de meio YEB, e as células foram mantidas a 28°C, em agitador orbital a 150
rpm durante duas horas. A transformacdo (1 mL) foi plaqueada em meio YEB sélido com os
antibidticos correspondentes a construgdo (Sp/Sm) mais Rifamicina (Rf) a 100 pug. mL" e
Gentamicina (Gm) a 40 pg. mL™". As placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento de
coldnias (dois a trés dias). A transformacao foi confirmada por reacao de PCR.

3.4 Transformacio de Arroz Mediada por Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo de plantas de arroz foi realizada com base no protocolo de TOKI et
al. (2006) com modificacdes. Foram descascadas e desinfestadas 300 sementes de arroz da
variedade Nipponbare. As sementes foram lavadas em 40 mL de etanol (70%), por um
minuto. Em seguida, foram realizadas duas lavagens de 15 min. cada, com hipoclorito de
s6dio (2,5%), onde a primeira recebeu Tween 20 (0,05%) e a segunda foi feita sem o
detergente. Entre as lavagens com hipoclorito de sddio, foi feita lavagem com dgua destilada
estéril por cinco vezes. Ao final da segunda lavagem com hipoclorito as sementes foram
lavadas com dgua estéril por seis vezes durante um minuto cada até a completa remocao 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 indu¢do de calos embriogénicos em
meio de cultivo N6D (ANEXO item 1) contendo 2,4D (2 mg. L'l) onde foram mantidas a
32°C por duas semanas para obtenc¢do dos calos.

Ap6s este periodo, foi realizada uma repicagem dos calos para novas placas contendo
meio de cultivo N6D por trés dias com o objetivo de aumentar a quantidade e a atividade dos
calos embriogénicos.

Ap6s o periodo de indugdo, os calos devem ser transferidos para o meio de co-cultivo
N6-As (ANEXO, item 2), onde calo e a Agrobacterium sao cultivados juntos. Trés dias antes
dos calos serem transferidos para esse novo meio, a Agrobacterium transformada contendo a
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constru¢do de interesse, foi colocada para crescer em meio AB (ANEXO, item 3). Uma
solucdo foi preparada a partir do cultivo recente de Agrobacterium tumefaciens, que foi
diluido em meio para solubilizagio AMM (ANEXO, item 4) até se obter uma densidade 6tica
de (DOggo) 0,1. Os calos foram entdo submersos na solucdo contendo Agrobacterium e
homogeneizados por inversdao durante 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 quatro 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 soluc¢ao contendo timentim (150 mg. L
") para eliminagdo da Agrobacterium. Apés essa etapa os calos foram transferidos para o meio
de sele¢io N6DH (ANEXO, item 5), onde permaneceram por duas semanas a 32°C com luz
continua. Além dos nutrientes, ao meio de selecdo foram adicionados o antibidtico timentim
(150 mg. L"), para a completa eliminacio da Agrobacterium e Higromicina (50 mg. L) para
eliminar os calos ndo transformados.

Os calos que permaneceram por duas semanas em meio de selecdo contendo agente
seletivo e apresentaram desenvolvimento vigoroso foram transferidos para meio de
regeneracao RE-III (ANEXO, item 6) por 14 dias, onde foi possivel obter plantulas
transformadas com poucas raizes. As plantulas com cerca de 3 cm. foram transferidas para
meio de inducgdo de raizes HF (ANEXO, item 7) onde permaneceram por mais duas semanas
antes de serem transferidas para potes contendo terra do horizonte A de um Chernossolo. As
plantas transformadas foram cultivadas em casa de vegetacdo até o final do ciclo para
obtencdo de sementes.

Cada plantula regenerada no cultivo in vitro representou uma linhagem independente
(L#1, L#2, L#3 e assim por diante), essas primeiras linhagens obtidas sdo denominadas
geracdo (T1). A geracdo T1 foi entdo cultivada em casa de vegetagdo para a obtengdo das
sementes. Ao final do ciclo de cultivo cada linhagem separadamente deu origem as sementes
da geracdo T2, que passaram por processo de confirmacdo da transformacgdo (selecdo pela
resisténcia a higromicina). As sementes foram secas em estufa a 37°C por sete dias e depois
conservadas em geladeira a aproximadamente 10°C.

Para estimar o nimero de cdpias da construcdo inserida no genoma das plantas
transformadas, foi realizada uma andlise da segregacdo. Sementes da geracdo T2 das
linhagens transformadas foram colocadas para germinar em placas de Petri com algodao
embebido em 4gua destilada. Apds a germinacdo essas plantulas foram transferidas para
novas placas contendo o antibiGtico higromicina (50 mg. L") por 14 dias. Depois desse
periodo foi realizada a contagem das plantas vivas e mortas e construida uma tabela de
segregacdo. As linhagens cujas plantas apresentaram uma segregacdo proxima a 3:1
possivelmente apresentam uma s6 cdpia do gene de interesse.

Devido ao curto tempo disponivel para o cultivo de mais um ciclo, foram utilizadas
para os experimentos, sementes obtidas na geracdo T2, e durante a conducdo do experimento
foi feita a identificacdo das plantas transformadas, com a aplica¢do de higromicina no limbo
foliar (100 mg. mL™"), com eliminagdo das plantas que apresentaram sintomas de necrose na
regido da aplicagdo. As duas linhagens selecionadas baseadas no teste de segregacdo e no
nivel de expressdo do OsAMT1].3 foram a L#2 e L#8.

Essas linhagens foram entdo utilizadas em dois experimentos, tendo o primeiro o
objetivo de determinar os parametros cinéticos de absor¢do (Vmsx € Ky) de absorcdo e o
segundo analisar o efeito da superexpressdo na expressdo dos transportadores de amonio
(OsAMTI.1-1.3) e metabolismo de N.
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3.5 Estudo da Regiao Promotora do Gene OsAMT1.3

Com o objetivo de avaliar como e quais fatores regulam a expressao do OsAMT1.3,
1500 pb upstream do sitio de iniciagao da tradugdo (incluso a regido 5'-UTR) foi amplificado
do genoma nuclear em duas reacdes de PCR subsequentes com primers hibridos para adi¢dao
dos sitios de recombinagdo attB1 e attB2 (Tabela 4). O fragmento do promotor com 0s sitios
de recombinagdo attB1 e attB2 foi clonado no vetor pDONR221 (Invitrogen) e depois, por
meio de uma reacdo LR o promotor foi clonado no vetor de destino pHFS7GW para fusao
com a GFP e GUS, dando origem a constru¢dao Posaur;3:GFP:GUS. Esse vetor foi
posteriormente inserido em Agrobacterium tumefaciens e utilizado para transformacao de
plantas de arroz variedade Nipponbare. As plantas Posayr; 3:GFP:GUS foram utilizadas para
os experimentos de localizacao tecido-especifica da atuagdo do OsAMT1.3 e quantificacdo da
atividade do promotor em diferentes regimes de N.

Tabela 4. Sequéncias dos “Primers” para amplificagdo do gene do promotor do transportador
de amonio OsAMT1.3 com os sitios de recombinacdo attB1 e attB2 em duas reacoes.

Gene Reacio “Primers” Sequéncia

OsAMTI.3 12 Posamri.3attB1 5-AAAAAGCAGGCTGGTTCAATTCGTAGCCCTGT-3'
S. .

Posamrr.3attB2  5-AGAAAGCTGGGTCGCTCAACACAGACTGTAGAG-3'

Adapt.aB1 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC-3’
Adaptador 2*
Adapt.attB2 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’

3.6 Ensaios para Localizaciao e Quantificaciao do Nivel de Atividade do Promotor do
OsAMT1.3

3.6.1 Ensaio colorimétrico para localizacdo tecido-especifica do promotor do
OsAMT1.3 em raizes de arroz

Com o objetivo de identificar em que tecido o transportador de amonio estaria
atuando, sementes da Linhagem 4 (L#4) transformadas com a constru¢do Pomri.3: GFP:
GUS foram inicialmente desinfestadas em solu¢do de hipoclorito de sédio (2%) durante 10
minutos e depois lavadas repetidas vezes em &agua destilada. Essas sementes foram entao
acondicionadas sobre gaze em potes de 700 mL e colocadas para germinar em dgua destilada
em camara de crescimento.

Cinco dias apds a germinacdo, as plantulas tiveram suas sementes destacadas e foram
transferidas para solucdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950) modificada a % de FI,
sem N, por 10 dias. Apds este periodo as plantas foram coletadas e seu sistema radicular foi
mergulhado na solucio de coloracio de GUS composta por 0,5 mg. mL"' de X-gluc (4cido
glucurdnico); tampao fosfato (50 mM) pH 7,2; ferrocianeto de potédssio (1 mM), ferricianeto
de potassio (1 mM), Triton X-100 (0,05%) e dgua ultrapura.

Ap6s infiltrar a solugdo a vacuo no tecido com o auxilio de uma seringa, as raizes
foram incubadas no escuro a 37°C por 3 horas. O material foi entdo retirado da estufa e
lavado com dgua destilada. A raiz foi cortada em fragmentos de 30 mm. compreendendo
regides nao completamente diferenciadas, bem como regides ja maduras e mergulhadas em
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solucdo fixadora de glutaraldeido onde permaneceram até a realizacdo do emblocamento para
obtencdo dos cortes histolégicos.

3.6.2 Quantificacao do nivel de atividade do promotor do OsAMT1.3 em condicao de
deficiéncia de N ao longo do tempo

Sementes de arroz da linhagem 4 (L#4) transformadas com a construcao
Posamr1.3:GFP:GUS foram inicialmente desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio (2%)
durante 10 minutos e depois lavadas repetidas vezes em dgua destilada. Essas sementes foram
entdo acondicionadas sobre gaze em potes de 1,7 L e colocadas para germinar em &agua
destilada na camara de crescimento. Cinco dias apds a germinacdo as plantas foram
transferidas para potes de 700 mL em sistema hidropdnico com solucio de HOAGLAND &
ARNON (1950) modificada a V4 for¢a idnica com os tratamentos de 2,0 mM de N (1,5 mM N-
NO; e 0,5 mM N-NH;"); 2,0 mM de N-NO; e 2,0 mM de N-NH;". Aos 10 dias apés a
germinacdo (DAG) as plantas que estavam em solucao com 2,0 mM de N-NOj e 2,0 mM de
N-NH,4" passaram para uma solugio nutritiva sem N (Deficiéncia) e o grupo de plantas que
estava em solu¢do contendo 1,5 mM N-NO3/0,5 mM N-NH,* permaneceram como controle.
Coletas foram realizadas 1, 3, 7 e 14 dias apds a transferéncia das plantas para o tratamento
constante e sem N (Figura 6).

Germinagao 10 DAG
i il Coletas: 1, 3, 7, 14d

Sol. ¥4 FI mod. (1,5mM N-NO;/0,5mM N-NH,*)

Sol. % FI 2,0 mM N-NO; Sol. ¥4 FI modificada sem N

Sol. % FI 2,0 mM N-NH,* Sol. Y4 FI modificada sem N

Figura 6. Ilustracdo do sistema de condugdo do experimento na camara de crescimento
utilizando plantas de arroz da linhagem 4 (L#4) transformadas com a construg¢do
Posamr1.3:GFP:GUS (L#4). As coletas foram realizadas 1, 3, 7 e 14 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos.

As plantas foram separadas em parte-aérea e raiz e congeladas em N liquido para
extracdo de proteina e quantificacio do nivel de atividade da B-glucuronidase (GUS).

O experimento foi conduzido em cimara de crescimento no Departamento de Solos da
UFRRJ. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. As
plantas foram submetidas a um fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) com aproximadamente
500 pmol m?> s de fétons fotossinteticamente ativo, umidade relativa do ar de 70% e
temperatura de 28°C/26°C (dia/noite).

3.6.3 Quantificacdo do nivel de atividade do promotor do OsAMT1.3 em condi¢cdo de
suprimento de N ao longo do tempo

Sementes de arroz da linhagem 4 (L#4) transformadas com a construcao
Posamr1.3:GFP:GUS foram inicialmente desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sédio (2%)
durante 10 minutos e depois lavadas repetidas vezes em dgua destilada. Essas sementes foram
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entdo acondicionadas sobre gaze em potes de 1,7 L e colocadas para germinar em 4gua
destilada na camara de crescimento. Cinco dias apds a germinacdo as plantas foram
transferidas para potes de 700 mL em sistema hidropdnico com solucio de HOAGLAND &
ARNON (1950) modificada a % forca idnica sem N. Aos 10 Dias Apds a Germinacdo (DAG),
as plantas foram separadas em trés grupos, o primeiro grupo foi mantido sem N até o final do
experimento como controle, o segundo recebeu solucao de Hoagland a ¥4 FI com 2,0 mM de
N-NH4" e o terceiro recebeu solucdo de Hoagland a % FI com 2,0 mM de N-NOj". As coletas
foram realizadas 1, 3, 7 e 14 dias ap6s a transferéncia das plantas para os tratamentos (Figura
7).

Germinacao 10 DAG
i i | Coletas: 1, 3, 7, 14d |
Sol. ¥ FI modificada sem N
Sol. Y4 FI sem N Sol. ¥4 FI 2,0 mM N-NH,*
Sol. ¥4 FI sem N Sol. ¥4 F1 2,0 mM N-NO;

Figura 7. Tlustracdo do sistema de conducdo do experimento na ciAmara de crescimento
utilizando plantas de arroz da linhagem 4 (L#4) transformadas com a construcio
Posamr3:GFP:GUS (L#4). As Coletas foram realizadas 1, 3, 7 e 14 dias apds a
aplicacao dos tratamentos.

As plantas foram separadas em parte-aérea e raiz e congeladas em N liquido para
extracdo de proteina e quantificacio do nivel de atividade B-glucuronidase (GUS).

O experimento foi conduzido camara de crescimento no Departamento de Solos da
UFRRJ nas mesmas condi¢des que o anterior.

3.6.4 Atividade da enzima B-glucuronidase (GUS)

O extrato proteico obtido de acordo com o item 3.8.5 foi solubilizado em tampao
fosfato (20 mM) pH 7.4 e  — mercaptoetanol (10 mM). A seguir foi adicionado o substrato da
enzima, o p-Nitrophenil-B-D-glucuronidio (PNPG) para disparar a reagdo. A quantificacao do
produto da reacdo foi determinado em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 405nm.
O célculo da atividade foi obtido pela diferenca da leitura final pela inicial por miligrama de
proteina por hora.

3.7 Avaliacdo dos Parametros Cinéticos Envolvidos na Absor¢iao de NH4*

As sementes de arroz das linhagens transformadas superexpressando o transportador
de amonio OsAMT1.3 (L#2 e L#8) e tipo selvagem (WT) foram inicialmente desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio (2%) durante 10 minutos e depois lavadas repetidas vezes em
agua destilada. Essas sementes foram entdo acondicionadas sobre gaze em potes de 1,7 L e
colocadas para germinar em dgua destilada na camara de crescimento. Cinco dias apds a
germinagdo as plantas foram transferidas para potes de 700 mL e conduzidas em sistema
hidrop6nico com solu¢do de HOAGLAND & ARNON (1950) modificada a Y2 FI com 0,5
mM de N-NOs'. Trocas de solucdo nutritiva foram realizadas a cada trés dias.

Aos 27 dias apos a germinacdo (DAG), as plantas foram submetidas a uma solucao
sem N por 72 horas e entdo divididas em dois grupos: onde o primeiro recebeu uma solucao
com 0,2 mM de N-NH," e o segundo 2,0 mM de N-NH,* contemplando os dois sistemas de
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absor¢ao de amonio (HATS e LATS, respectivamente) (Figura 8).

O experimento foi conduzido em cdmara de crescimento no Departamento de Solos da
UFRRJ. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. As
plantas foram submetidas a um fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) com aproximadamente
500 pmol m?> s de fétons fotossinteticamente ativo, umidade relativa do ar de 70% e
temperatura de 28°C/26°C (dia/noite).

Para a obtencdo dos pardmetros cinéticos, os niveis de N-NH;'na solucdo foram
monitorados em intervalos de 30 minutos para o tratamento de baixa concentragdo e em
intervalos de 1 hora para o tratamento de alta concentracio de N-NH,4" durante dois dias. As
amostras de solucdo nutritiva foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL e o contetddo de
amonio determinado pelo método proposto por FELKER (1977). Ao final do experimento o
volume final da solu¢do bem como a massa do sistema radicular foram determinados para o
calculo dos parametros cinéticos. Os valores de Vi € Ky foram estimados utilizando um
processo grafico-matematico proposto por RUIZ & FERNANDES FILHO (1992) com o
software cineticawinl.0 desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa e disponivel no site
(ftp://solos.ufv.br/cinetica).

Germinagdo 27 DAG
72 horas Coleta
J————
Sol. Hoagland %2 FI 0,5 mM NO; S/N Sol. %2 F1 0,2 mM N-NH,*
Sol. Hoagland %2 F1 0,5 mM NO; S/N Sol. ¥2 F1 2,0 mM N-NH,*

Figura 8. Ilustracdo do sistema de condu¢do do experimento na camara de crescimento
utilizando plantas de arroz das linhagens 2 e 8 (L#2 e L#8) transformadas com a
constru¢do UBIL: OsAMTI.3: 3xHA com diferentes niveis de expressao do
transportador OSAMT 1.3 e plantas tipo selvagem (WT) para obten¢do dos dados
utilizados nos cdlculos dos parametros cinéticos. As coletas iniciaram a partir de
30DAG depois de um periodo de privacao de N por 72h.

3.7.1 Determinacao dos parametros cinéticos (Vysx € Kyv) de absorcao

A determinacdo dos parametros cinéticos Vs € Ky foram efetuados pelo programa
cinética (RUIZ & FERNANDES FILHO, 1992). Foi verificada a fun¢do de melhor ajuste para
todos os tratamentos. Os teores de N-NH," foram determinados de acordo com 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, no programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.8 Analise do Efeito da Superexpressao do OsAMT1.3 no Metabolismo, Expressao dos
Transportadores de Amonio e Atividade da GS

Além dos efeitos sobre a absor¢ao de amodnio, a superexpressao do OsAMT1.3 pode
possivelmente afetar mecanismos de sinalizacdo provocados pelo NH," e portanto foram
alvos de avaliagoes.

As sementes de arroz das linhagens transformadas (L#2 e L#8) e tipo selvagem (WT)
foram inicialmente desinfestadas em soluc@o de hipoclorito de sédio (2%) durante 10 minutos
e depois lavadas repetidas vezes em dgua destilada. Essas sementes foram entdo
acondicionadas sobre gaze em potes de 1,7 L e colocadas para germinar em agua destilada na
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camara de crescimento. Cinco dias apds a germinacao as plantas foram transferidas para potes
de 700 mL e conduzidas em sistema hidroponico com solu¢cdo de HOAGLAND & ARNON
(1950) modificada a ¥2 FI com 1,0 mM de N-NOs'. As trocas de solucdo nutritiva foram
realizadas a cada trés dias. Aos 27 dias apds a germinacdo (DAG), 1/3 das plantas
permaneceu com o tratamento constante de 1,0 mM N-NO; enquanto os outros 2/3 das
plantas foram transferidos para uma solucao nutritiva sem N por 72 horas. Apds esse periodo
as plantas foram separadas em tratamento constante com 1,0 mM de N-NH," e ressuprimento
com 0,2 € 2,0 mM de N-NH," (Figura 9). Os tratamentos foram aplicados 3 horas ap6s o
inicio do periodo luminoso e as coletas realizadas 2 e 6 horas apds a aplicacdo dos
tratamentos. Amostras de raizes foram armazenadas em nitrogénio liquido para estudo da
expressao génica de transportadores de amonio e atividade de GS.

Germinacao 27 DAG 2h 6h
l 72 horas l, l
[———

Sol. Hoagland %2 FI 1,0 mM N-NO; |Sol. 2 FI 1,0 mM N-NH,*
Sol. Hoagland ¥ FI 1,0 mM N-NO;- | S/N | Sol. ¥2F1 0,2 mM N-NH,*
Sol. Hoagland Y2 FI 1,0 mM N-NO; " S/N || Sol. 2 FI 2,0 mM N-NH,*

Figura 9. llustracdo do sistema de condu¢do do experimento na camara de crescimento
utilizando plantas de arroz das linhagens 2 e 8 (L#2 e L#8) transformadas com a
constru¢do UBIL: OsAMTI.3: 3xHA com diferentes niveis de expressdao do
transportador OSAMT 1.3 e plantas tipo selvagem (WT). As coletas foram realizadas 2
e 6h apds a adicdo dos tratamentos em plantas de 30DAG para andlise de expressao
génica e metabolismo de N.

3.8.1 Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA
(25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes foram maceradas em N-
liquido e homogeneizadas por 10 minutos em vortex numa mistura contendo 800 pL de
tampao NTES e 600 uL de solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. O homogenato foi
centrifugado a 18.000 x g. por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo
tubo e novamente centrifugado por 20 minutos com 500 puL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico. Apds o procedimento, o RNA total foi precipitado pela adi¢do de 1/10 volume de
acetato de sodio 3M (NaOAcpgpc) pH 4,8 (70 uL) e 1 volume de isopropanol puro (700 uL).
A seguir a mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacdo a 18.000 x g. por
20 min. a 4°C. Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpgpc (70%) e
centrifugado a 18.000 x g. por 10 minutos. O precipitado foi solubilizado em 600 uL. H,Opgpc
e novamente precipitado com 600 puL de cloreto de litio 4M (LiClpgpc) pH 4,8 durante 16
horas a 4°C. Decorrido esse periodo a solugdo foi centrifugada a 18.000 x g. por 20 minutos a
4°C e o precipitado foi novamente solubilizado em 450 pL H;Opgpc. Apds a completa
dissolucdo foi adicionado acetato de s6édio 3M (NaOAc pgpc) pH 4,8 (50 uL) e etanol
absoluto (1000 puL). A mistura foi mantida por 45 minutos a -80°C e centrifugada a 18.000 x
g. por 20 min a 4°C. O precipitado foi lavado com etanol (70%) e apds a secagem do
solubilizado com H;Opgpc (50 puL), para armazenamento a -80°C.
O RNA total foi quantificado com uso de fluoréforo especifico para RNA no
fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Apds a quantificacdo, foram corridas amostras de cada
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extracdo em gel de agarose (1%) com brometo de etidio, para detec¢do de possiveis sinais de
degradacdo do RNA.

3.8.2 Tratamento com DNase I, sintese do cDNA e PCR em tempo real

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNase (“DNase [
Amplification Grade — Invitrogen™”) seguindo as instrucdes do fabricante. Inicialmente foi
preparada uma solucio estoque de 30 L com concentracdo de 0,125 ug. pL', para aumentar
a aliquota a ser pipetada. Quatro microlitros de solu¢@o representado 0,5 ug de RNA foram
misturados com 0,5 pL do tampao de reacdo da DNase I (10X), 0,5 uL da DNase 1. A
incubagéo da reagédo foi conduzida a 25°C por 15 min., seguida da adi¢do de 0,5 uL de EDTA
(25 mM) e posterior inativa¢gdo da DNase I a 70°C por 10 minutos. A rea¢do de sintese do
cDNA foi realizada com o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies) seguindo
as instrucdes do fabricante.

O gene do fator de alongamento 1-a de arroz (eEFI-a) foi utilizado como controle
endogeno para normalizacdo da expressdo génica (JAIN, 2009). As reagdes foram feitas no
aparelho “StepOne Plus Real-Time PCR System” (“Applied Biosystems”) utilizando o “kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as recomendacgdes
do fabricante. Todas as rea¢des foram feitas em duplicata. A reacdo foi montada em placas de
PCR da seguinte maneira: 6 uLL do tampao “Power SYBR Green PCR Master Mix” (2X), 3 uL
de uma solugdo de “primers” (3,6 uM) cada e 3 uL do cDNA diluido, com volume final de
12 uL. A placa foi selada com filme 6tico apropriado, agitada por trés minutos em vortex
préprio 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 amplificacdo com 95°C por 15 segundos e
60°C por um minuto. Uma curva de dissociacdo (“melting”) foi adicionada a programacgao
para identificar possiveis amplificacdes inespecificas.

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

Foram utilizados “primers” desenhados por DUAN et al. (2007) para os
transportadores de amonio OsAMTI.1, OsAMTI1.2 e OsAMTI.3 (Tabela 5). A especificidade
dos “primers” foi analisada por alinhamento das sequéncias 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.

Tabela 5. Sequéncias dos “primers” para os genes dos transportadores de amonio
(OsAMTI1.1, OsAMTI.2 e OsAMT1I.3) e o fator de alongamento 1-a (eEFI-a) como
gene controle endégeno usados nas reagdes de PCR em tempo real.

Gene Forward Primer Reverse Primer
OsAMTI.1 5’-GGTCATCTTCGGGTGGGTCA-3’ 5°-CGTGCCGTGTCAGGTCCAT-3’
OsAMT1.2 5’-GAAGCACATGCCGCAGACA-3’ 5°-GACGCCCGACTTGAACAGC-3’
OsAMT1.3 5’-GCGAACGCGACGGACTA-3’ 5’-GACCTGTGGGACCTGCTTG-3’
eEFI-a 5_TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3  5’-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3’

3.8.4 Analise de metabolitos solaveis

Amostras de folhas, raizes e bainhas do experimento 3.8 foram homogeneizadas em
etanol (80%), e apos particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984) a fracdo solivel em
agua foi utilizada para determinacdo dos teores de acticares soliveis de acordo com YEMM &
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WILLIS (1954), e das fracdes nitrogenadas, N-NOs;~ (MIRANDA et al., 2001), N-NH,*
(FELKER, 1977) e N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955).

3.8.5 Extracao de proteina

As amostras obtidas no experimento do item 3.8 foram maceradas em N-liquido e
homogeneizadas em tampao de extracdo na propor¢do 3:1 (tamp@o: amostra). O tampao de
extragdo foi composto por Tris-HCI (50 mM) pH 8,0; EDTA (1,0 mM),
polivinilpolipirrolidona (PVPP) (1,5%), dithiothreitol (DTT) (10 mM), glicerol (30%) e
phenilmethilsulfonil fluoridio (PMSF) (1 mM). O homogenato foi centrifugado a 14.000 x g.
durante 30 min. e o sobrenadante (extrato proteico) armazenado no freezer - 80°C para
posterior uso. O conteido de proteina foi determinado como descrito por BRADFORD
(1976), usando albumina de soro bovino como padrao.

3.8.6 Atividade da glutamina sintetase

A atividade da Glutamina Sintetase (GS) foi realizada como descrito por FARDEN e
ROBERTSEN (1980). A atividade foi determinada em 500 puL. de uma solu¢do contendo
Imidazol-HC1 (50 mM) pH 7.5; hidroxilamina neutralizada com Tris (5 mM), MgCl, (20
mM), L-glutamato (25 mM), B-mercaptoetanol (5 mM) e ATP (5 mM). O controle da reagcao
foi realizado sem a adi¢do de ATP no meio de reagcdo. A reacao foi iniciada pela adicao de 50
ug de proteina jd inclusa nos 500 uL da reacdo e conduzida a 30°C durante 30 min. A rea¢io
foi paralizada pela adi¢do de 350 uLL de uma solu¢do composta por éacido tricloroacético (4%)
p/v e cloreto férrico anidro (3,2%) p/v preparada em 0,5 N de HCI. O produto da reagdo foi
colorimetricamente determinado em A=540 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacao de Plantas para Superexpressao do Gene OsAMT1.3.

A transformacdo génica mediada por Agrobacterium tumefaciens apresenta indmeras
vantagens em relacdo aos outros meios de transformacdo utilizados, dentre as principais pode-
se citar 1) a integracdo do gene no genoma do hospedeiro de maneira mais precisa e intacta;
2) possibilidade de inser¢do de T-DNA relativamente grandes; 3) inser¢do de um pequeno
numero de copias do gene; 4) e alta eficiéncia de transformac¢ado com maior nivel de expressao
do transgene (HIEI et al., 1997; VEGA et al., 2008).

Para aumentar o rendimento de calos, o tempo de indugao foi aumentado para 14 dias.
Houve pouca formacdo de calos embriogénicos nos primeiros cinco dias. Apds esse periodo
de indugdo, uma repicagem para o meio N6D, contendo o dobro da dose recomendada de
ferro, por trés dias foi realizada, a fim de aumentar a atividade de divisdo dos calos (Figura
10b), condi¢ao considerada muito importante para uma eficiente transformag¢ao mediada pela
Agrobacterium.

Trabalhos realizados por HIEI et al. (1994, 1997), verificaram que calos com 2 a 3
semanas em meio de inducdo estdo competentes para transformacdo mediada por
Agrobacterium. Com este periodo de indug¢do longo também foi possivel obter plantas
transgénicas morfologicamente normais e férteis apds o processo de transformacao in vitro.

Os calos embriogénicos utilizados para dar prosseguimento ao processo de
transformacgdo foram aqueles que apresentaram a caracteristica de se soltarem com facilidade
quando tocados (fridveis) e de coloragdo amarelo-claro. Estes calos foram os selecionados
para repicagem em novo meio de indugdo por mais trés dias (Figura 10c, d).

A Agrobacterium tumefaciens, estirpe LBA4404, contendo as construcdes génicas de
interesse foram crescidas por trés dias a 28°C em meio AAM com os antibidticos de sele¢do
para as construgoes.

Ap6s um periodo de quatro dias em co-cultivo (N6D-As) foram realizadas lavagens
dos calos com solucdo de timentim (150 mg L") para eliminar a Agrobacterium, ndo mais
necessdria a partir desse ponto. Os calos transferidos para o meio de selecio e que
apresentaram resisténcia ao antibidtico higromicina aumentaram em tamanho e quantidade
apo6s duas semanas nessa condicao.

Cada planta regenerada a partir de um calo isolado foi considerada uma linhagem.
Foram obtidas cerca de 10 linhagens, das quais sete foram selecionadas por apresentar
fenétipo parecido com a tipo selvagem e transferidas para a casa de vegetacdo para a
producdo de sementes da segunda geracao (T2) (Figura 11).
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Figura 10. a) Sementes de arroz da variedade Nipponbare em meio nutritivo (N6D)
contendo auxina (24D a 2mg L") como regulador para inducio de calos
embriogénicos; b e ¢) Calos em estddio de desenvolvimento apds 14 dias em meio
nutritivo, sendo os mais fridveis (indicado pela seta) utilizados para dar
prosseguimento ao protocolo de transformagdo; d) Calos transferidos para meio
nutritivo (N6D) por mais trés dias para aumentar o rendimento.

Figura 11. a) Detalhe de calo de arroz com pontuagdes verdes apés 1 semana no meio de
regeneracdo (RE III); b) Plantula apés 2 semanas com cerca de 3cm no meio de
regeneracdo; c¢) Linhagens transferidas para o meio de formagdo de raizes apds
duas semanas; d) Linhagens na casa de vegetacdo do Departamento de Solos
produzindo sementes.
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O processo de transformacdo genética de arroz utilizado tem duracdo média de 2
meses. Periodos prolongados de cultivo in vitro podem trazer consequéncias para as plantas
regeneradas como variagdes somaclonais e problemas na fertilizacdo (HIEI & KOMARI,
2008).

A primeira geracdo de plantas regeneradas apresentou alto perfilhamento e emissdo de
paniculas, mas baixa quantidade de sementes cheias. Este fato pode ser atribuido ao cultivo do
arroz em condi¢do de fotoperiodo curto, condicdo que estimula a macho esterilidade (LU et
al., 2005). Diante desse fato, foi necessario cultivar as sementes da primeira geracao por mais
um ciclo a fim de obter as sementes da segunda geracdo para realizacdo dos testes de
segregacdo e montagem dos experimentos.

4.2 Testes de Segregacao

As sementes de arroz das diferentes linhagens com as construgdes
Pusi:OsAMT1.3:3xHA e Posamr13:GFP:GUS foram utilizadas para a realizacdo de testes de
segregacdo a fim de identificar possiveis homozigotas entre as plantas obtidas.

A relacdo entre plantas vivas e mortas (segregacdo) desejada deve ficar em torno de
3:1, o que indica a inser¢do de apenas uma cépia do gene no genoma vegetal. Isso significa
que de cada 4 plantas colocadas para germinar na higromicina, apenas uma ndo deve
apresentar resisténcia a higromicina, seguindo a segregacdo mendeliana esperada para a
segunda geracdo. As plantas consideradas mortas apresentaram, principalmente, necrose na
regido de emissdo da parte aérea (Figura 12).

Figura 12. Plantulas de arroz ap6s 14 dias no teste de segregacdo em placa de Petri contendo
higromicina (50 pg mL™).

Dentre as 7 linhagens obtidas transformadas com a constru¢do Pypn.:OsAMTI.3:3xHA
foram selecionadas a L#2 (homozigota) e a L#8 (heterozigota) que possivelmente recebeu
mais de uma cépia do gene de interesse, devido as altas taxas de segregacdo encontradas em
sua progénie (Tabela 6).

Na L#3 foram encontradas em sua progénie (L#3.1, L#3.2 e L#3.5) plantas que nio
sobreviveram quando em contato com a higromicina (Tabela 6). Pelo fato dessas plantas
serem sementes da segunda geracdo, espera-se uma relacdo de 3 plantas vivas para 1 planta
morta. As plantas que ndo sobreviveram ndo levam mais o gene de interesse que confere
resisténcia a higromicina, portanto foram utilizadas como tipo selvagem (WT).
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Tabela 6. Segregacao das linhagens superexpressando o transportador de amoénio OsAMT1.3
na 2° gerag@o (PypiL:OsAMTI.3:3xHA).

Linhagens Tl  Linhagens T2 Vivas Mortas Segregacao X*
L#1 L#1.1 73 16 4,56 2,34
L#1.2 52 29 1,79 5,04
L#2.1 53 38 1,39 13,63
L#2.2 35 13 2,69 0,11
L#2 L#2.3 48 20 2,40 0,71
L#2.4 52 23 2,26 1,28
L#2.5 37 0 0,00 12,33
L#3.1 0 90 0,00 270,00
L#3.2 0 110 0,00 330,00
L#3.3 24 9 2,67 0,09
L#3.4 53 15 3,53 0,31
L#3 L#3.5 0 20 0,00 60,00
L#3.6 52 30 1,73 5,87
L#3.7 50 23 2,17 1,65
L#3.8 55 12 4,58 1,80
L#3.9 51 10 5,10 2,41
L#3.10 67 22 3,05 0,00
L#6.1 27 13 2,08 1,20
L#6 L#6.2 72 17 4,24 1,65
L#6.4 61 11 5,55 3,63
L#6.5 42 18 2,33 0,80
L#8.1 30 4 7,50 3,18
L3 L#8.2 79 6 13,17 14,59
L#8.3 65 11 5,91 4,49
L#8.4 57 17 3,35 0,16
L#9 L#9.1 39 3 13,00 7,14
L#10.1 28 12 2,33 0,53
L#10 L#10.2 61 21 2,90 0,02

Nota: Valor de X” tabelado a 5% de significancia igual a 3,841.

A primeira geracao de plantas transformadas com a constru¢do Posanrr.3:GFP:GUS foi
multiplicada na Casa de vegetacdo e a segunda geracdo foi utilizada para realizacdo dos testes
de segregacdo e experimentos de localizagdo e quantificacdo do nivel de expressdo do
promotor do OsAMT1.3. As duas linhagens obtidas apds o processo de transformacgdo (L#3 e
L#4) apresentaram uma alta taxa de segregacdo na segunda geracdo o que pode indicar que
estas plantas receberam mais de cépia do gene (Tabela 7).
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Tabela 7. Segregacao das linhagens na 2* geragio transformadas com a constru¢ao Posanry.s:

GFP: GUS.
Linhagens T1 Linhagens T2 Vivas Mortas Segregacdo X2
L#3.1 12 4 3,00 0,00
L#3.2 28 0 0,00 9,33
L3 L#3.3 23 0 0,00 7,67
L#3.4 71 10 7,10 6,92
L#3.5 47 0 0,00 15,67
L#3.6 19 0 0,00 6,33
L#4.1 25 6 4,17 0,53
L#4.2 6 0 0,00 2,00
L#4.3 33 4 8,25 3,97
L4 L#4.4 50 8 6,25 3,89
L#4.5 20 0 0,00 6,67
L#4.6 18 5 3,60 0,13
L#4.7 11 0 0,00 3,67

Nota: Valor de X" tabelado a 5% de significancia igual a 3,841.

4.3 Localizacao Tecido-Especifica da Atuacdo do Transportador de Amonio
OsAMT1.3 em Arroz

Com o objetivo de identificar os locais de atuacdo do transportador OsAMT1.3 e seu
possivel envolvimento na sinaliza¢do para emissao de raizes laterais quando em deficiéncia de
N, sementes de arroz da linhagem L#4 para a construcdo Pogamrs3:GFP:GUS foram
cultivadas durante 14 dias em solu¢do nutritiva sem N (Item 3.6). Apds a coleta essas plantas
foram infiltradas em solu¢@o de coloracdo contendo o substrato da B-glucuronidase (X-gluc) e
mantidas a 37°C no escuro até o aparecimento da coloragao.

Nota-se que as raizes coram de azul devido a atividade do promotor do OsAMT1.3,
principalmente na metade inferior das raizes (Figura 13). Isso ocorreu principalmente nas
regides de crescimento se estendendo até o inicio da zona de maturacdo Para uma melhor
percep¢ao dos locais de atuagdo desse transportador, as raizes intactas foram utilizadas para
visualizagdo em microscopio 6tico no campo claro e no campo escuro excitando a proteina
GFP (Figura 14).
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Figura 13. Raizes de arroz apds processo de infiltracdo em solugdo de coloragdo contendo
dcido glucurdnico (X-gluc) substrato da B-glucuronidase. O periodo de incubagao foi
de cerca de trés horas até o aparecimento da coloragdo.

Figura 14. Detalhe da regido de emissdo de uma raiz lateral nas plantas de arroz
transformadas Posumr3:GFP:GUS. a e ¢) Imagem capturada em microscépio Otico
com lente de aumento de 20 vezes no campo claro corada de azul devido a atividade

da B-glucuronidase; b e d) Imagem capturada no campo escuro excitando a proteina
GFP.

A atividade do promotor foi mais forte nos pontos de emissdo de raizes laterais e
proximo a epiderme. Também foi verificado que o sinal permanecia forte nas pontas das
raizes laterais ja formadas (Figura 14). Foi necessdrio a realizacdo de cortes histolégicos
transversais e longitudinais nas regides nao diferenciadas (sem a formacdo de aerénquimas) e
diferenciadas do sistema radicular para uma localiza¢do mais precisa do tecido celular em que
0 OsAMT1.3 estava sendo mais atuante (Figura 15).
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Figura 15. Cortes anatomicos de raizes de arroz na L#4 transformadas com a construcdo do
Posamr13:GFP:GUS, a), c, e) Cortes transversais e g) Corte longitudinal. Setas
indicam os locais de atividade do promotor do OsAMT]I.3. Imagens capturadas em
microscopio Otico coradas de azul devido a atividade da [-glucuronidase em
diferentes estddios de desenvolvimento da raiz. b, d, f, e g) Imagens capturadas no
campo escuro excitando a proteina GFP. Barra em (a) representa 50 um.

A atividade do promotor do OsAMT 1.3 apresentou diferencas nos locais de atuagdo de
acordo com o grau de maturidade do tecido analisado (Figura 15). Cortes transversais de
raizes pouco ou ainda ndo diferenciadas (sem a formac¢do de aerénquimas e raizes laterais)
apresentaram forte coloracdo no coértex (Figura 15a, b). Raizes em estddio inicial de
diferenciagdo também apresentaram coloragdo no cortex € numa fina camada de células
abaixo da epiderme que de acordo com HOSHIKAWA, (1975) apud GUIMARAES et al.
(2002), pode ser considerada a exoderme (Figura 15¢, d). Cortes realizados em regides mais
diferenciadas possuiam colorac@o principalmente nas regides de emissdo de raizes laterais e
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na exoderme (Figura 15e, f). Cortes longitudinais também confirmaram essa maior coloragao
na regido do cilindro central em pontos de emissdo de raizes laterais € na exoderme em raizes
ja diferenciadas.

YAO et al. (2008), observaram que a expressao do gene do OsAMT1.3 € reprimido na
presenca de nitrogénio e aumentada em condi¢des de deficiéncia deste nutriente. Estes autores
estudaram os locais de atuagdo desse transportador de amonio em condicdo de deficiéncia de
N, ja que em plantas crescendo em solu¢do contendo baixos niveis de N, nenhuma coloracdo
foi observada. A presenca do OsAMTI.3 na regido do cortex indica o envolvimento desse
transportador no processo de absorc¢do/transporte de amodnio, enquanto que o seu
aparecimento em regidoes de emissao de raizes laterais indica uma participacio dessa proteina
de transporte na sinalizacdo para emissao de raizes laterais sob condicdes de deficiéncia de N
(Figura 15e, f). Algumas proteinas de membrana sdo capazes de transportar determinado
nutriente e também funcionam como verdadeiros sensores desse nutriente no solo, levando a
grandes alteracdes no metabolismo vegetal através da ativacdo de vias de transdugdo de
sinais. Essas proteinas sdo conhecidas como "transceptors" (GOJON et al., 2011). O
aparecimento do OsAMT1.3 em regides de emissao de raizes laterais indica uma outra fun¢do
dessa proteina além da absorcao do amonio.

Detalhe aproximado de uma raiz lateral em processo inicial de diferenciagdo mostra a
forte presenca da coloracdo em células corticais, j4 em raizes diferenciadas a coloracdo
permanece apenas na regido da exoderme que comeca a se tornar funcional a medida que a
epiderme € perdida (Figura 16).

Figura 16. Cortes anatomicos aproximados de raizes de arroz na L#4 transformadas com a
constru¢do do Pyt 3:GFP:GUS, a) Detalhe da regido de alongamento e b) Regido
de diferenciacdo de uma raiz lateral em lente de aumento de 100 vezes. Barra
representa 50 pm.

Até o momento ndo foi feita a caracterizagdo dos locais de atuacdo do OsAMT1.3 em
outros trabalhos. SONODA et al. (2003a), verificaram por meio de hibridizacao in situ que o
transportador de amo6nio OsAMT1.2 é expresso em células corticais da raiz podendo estar
envolvido na absor¢io e assimilacio do NH;* em conjunto com a NADH-GOGAT e no
cilindro central, sugerindo um papel na absor¢cdo e recuperacdo do amoéOnio do sistema
vascular.

Trabalho realizado com plantas de Arabidopsis silenciando quatro transportadores de
amonio (AtAMT1.1, AtAMT1.2, AtAMT1.3 e AtAMT 2.1) demonstrou que o surgimento de
raizes laterais foi ausente nessas linhagens e significativamente baixo em um mutante
silenciando apenas o gene AtfAMT1.3 em condi¢ao de baixo suprimento de N na forma nitrica
e amoniacal (LIMA et al.,, 2010). Esses autores sugerem um envolvimento particular do
AtAMT1.3 no desencadeamento da formacao de raizes laterais em Arabidopsis.

O transportador de amonio AtAMTI1.3 ndo possui similaridade genética com o
OsAMTI1.3 (BAO-ZHEN, 2009), mas é possivel que esse transportador também possa estar
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atuando como sinalizador na emissao de raizes laterais em condi¢do de deficiéncia de N em
arroz como mostrado na Figura 19e.

Diante dessa perspectiva a superexpressao de membros da familia AMT1 pode ser ttil
para melhorar a aquisicdo de N em solos com baixas concentracdes de amonio. No entanto,
deve ser notado que alguns membros da familia AMT1 (ex, OsAMTI.3) podem nao estar
envolvidos diretamente na aquisicdo de amonio da solugdo externa, e sim, com um sensor do
estatus intracelular de amo6nio (HOQUE et al., 2006).

Raizes laterais em formacgdo apresentaram forte coloracio azul, devido a atividade do
promotor do OsAMT1I1.3 nessa regido, acredita-se que em situacdes de déficit de nitrogénio
este transportador estaria sinalizando para o aumento da emissdo de raizes laterais a fim de
aumentar a area de captacdo de nutrientes. Corte longitudinal da zona de alongamento celular
de uma raiz lateral evidencia uma alta atividade do promotor do OsAMT1.3 (Figura 17).

Figura 17. Cortes anatdmicos aproximados de raizes de arroz na L#4 transformadas com a
constru¢dao do Posanr.3:GFP:GUS, a) Corte transversal evidenciando a alta atividade
do pOsAMT1I.3 na regido de emissdo de raizes laterais de plantas de arroz; b) Corte
longitudinal com detalhe para a ponta da raiz lateral com alta atividade do
pOsAMTI.3. Cortes capturados na lente de aumento de 40 vezes. Barra representa 50
um.

4.4 Atividade do Promotor do Gene do OsAMT1.3 em Arroz

A atividade do promotor do OsAMTI1.3 sofreu alteragdes de acordo com a nutricao
nitrogenada a que essas plantas foram expostas. Plantas que permaneceram em uma solucdo
sem nitrogénio por 3 dias apresentaram alta atividade de GUS (Figura 18). Essa forte
atividade ainda foi verificada 7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos com um decréscimo aos
14 dias. Nao houve alteragdes nos niveis de atividade da B-Glucuronidase nas plantas que
foram mantidas sob suprimento constante de N (2,0 mM N-NO; ou NH,"). Estes resultados
indicam que o transportador de amdnio OsAMT1.3 foi fortemente induzido pela deficiéncia
de N em solucdo, sendo reprimido em condi¢do de suprimento de N na forma nitrica ou
amoniacal (Figura 22). Dados semelhantes foram encontrados por SONODA et al. (2003a),
onde plantulas de arroz foram cultivadas em solu¢do nutritiva sem N por trés semanas e apos
serem transferidas para os tratamentos sem N, 0,15 mM de (NH4),SO4 ou 0,3 mM de KNO3
verificou-se que a expressao do OsAMT1.3 era induzida no tratamento sem N e reprimida nos
tratamentos em que foram adicionadas fontes nitrogenadas.

Dados recentes mostram que a repressao do OsAMT1.3 com o aumento do suprimento
de nitrogénio pode ndo ser um mecanismo universal, mas sim dependente do genétipo e do
nivel de nitrogénio requerido por esta (GAUR et al., 2012a). Esses autores mostraram que a
cultivar de arroz Kalanamak 3119 apresentou repressdao do OsAMT1.3 em doses crescentes de
amoOnio em solucdo até 1,0 mM, enquanto que a cultivar Pusa Basmati apresentou
comportamento oposto aumentando a expressdo do OsAMT].3 nas maiores doses de N-NH,".
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Interessantemente, o gendtipo de arroz Nipponbare, utilizado nesse trabalho, requer baixo
suprimento de N e também apresenta esse comportamento de alta expressdo do OsAMT1I.3
apenas em defici€ncia e baixas doses de N (Figura 22).

Desse modo acredita-se que a atuacdo do OsAMTI1.3 pode ser utilizada como um
biomarcador para determinar doses 6timas de nitrogénio em variedades de arroz adaptadas ao
baixo e alto suprimento de N (GAUR et al., 2012a). Essas diferencas na inducdo de genes de
AMT de alta afinidade podem ser devido a diferengas na percepg¢ao e sinalizagao do N.
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Figura 18. Atividade do promotor do transportador de amdnio OsAMT1.3 em plantas de
arroz  da variedade Nipponbare transformadas com a construgdo do
Posamr13:GFP:GUS, quando submetidas ao tratamento de deficiéncia de N e
suprimento constante com 2,0 mM N-NOj™ ou 2,0 mM N-NH,". Barras representam o
erro padrdao das médias de 4 repeti¢des.

Em outro experimento, quando as plantas foram mantidas sob suprimento constante de
N ndo houve alteragdes nos padrdes de atividade de GUS ao longo dos tempos de coleta.
Plantas que passaram por um periodo de suprimento de N (2,0 mM de N-NO; ou NHy") e,
depois transferidas para solu¢des sem N (Deficiéncia) apresentaram um leve aumento na
atividade do promotor do OsAMT1.3 (Figura 19). Esse aumento foi menos significativo do
que quando as plantas foram mantidas sem N durante 14 dias, como mostrado no primeiro
ensaio (Figura 22). A nutri¢do nitrogenada fornecida a essas plantas durante o periodo inicial
do experimento pode ter sido capaz de manter alto os niveis de N-amino no citosol, em
especial a glutamina, regulando negativamente a atuacdo do OsAMTI1.3 (SONODA et al.,
2003b).
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Figura 19. Atividade do promotor do transportador de amonio OsAMTI1.3 em plantas de
arroz  da variedade Nipponbare transformadas com a construgdo do
Posamr1.3:GFP:GUS quando submetidas ao tratamento constante com N (1,5 mM de N-
NO; e 0,5 mM de N-NH,") e deficiéncia apés um periodo de 7 dias de suplementagio
com 2,0 mM N-NO; ou 2,0 mM N-NH,*. Barras representam o erro padrdo das
médias de 4 repeticdes.

Atividade da 3 - glucuronidase
ADOyp5 mg_1 proteina. h!
e e
b 3

L
—
1

4.5  Efeito da Superexpressao do Gene OsAMTI1.3 Sobre os Parametros Cinéticos da
Absorciao de NH;*

Plantas transformadas para expressdao do OsAMTI.3 sob controle do promotor da
ubiquitina 1 de milho (Pypy.:OsAMT1.3:3xHA) foram obtidas para avaliar o efeito de maiores
niveis de expressdo do OsAMT].3 sobre a absor¢do de N-NH,".

Dentre as varias linhagens Pypi:OsAMT1.3:3xHA obtidas, apenas as linhagens L#2 e
L#8 foram selecionadas para a condugdo dos experimentos por apresentarem niveis elevados
de expressao do OsAMTI.3 e se aproximarem fenotipicamente da tipo selvagem (WT) (dados
nio mostrados). No tratamento de 0,2 mM N-NH,4", ndo houve grandes variacdes na biomassa
total e parte aérea entre as linhagens transformadas e plantas ndo transformadas (Tabela 8).
Entretanto, quando sob alto suprimento de N, as plantas WT apresentaram maior biomassa em
todas as partes analisadas. O menor crescimento vegetativo das linhagens transformadas pode
ser devido ao maior influxo de N-NH;" nessas plantas, o que resulta em desvio de energia
para assimilacdo do NH," absorvido e por consequéncia hd menor crescimento vegetativo.
Apesar da menor biomassa das plantas transformadas no tratamento com maior dose de N-
NH,", ndo houve alteragdes significativas na razio raiz:parte aérea (Tabela 8).
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Tabela 8. Massa fresca (g planta™) e razdo raiz: parte aérea (R/PA) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amoénio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento de
N-NH4" (0,2 € 2,0 mM) apés 72 horas de privagio de N.

WT L#2 L#8 WT L#2 L#8
Tratamento Massa fresca total Massa fresca Parte aérea
(g. planta’l) (g. planta'l)
0,2 mM 6,71a* 5,80a 7,45a 3,43a 3,10a 3,75a
2,0 mM 7,73a 5,08b 6,04ab 4,16a 2,67b 3,20ab
Massa fresca_ 1Raliz Razio R/PA
(g. planta™)
0,2 mM 3,28a 2,71a 3,70a 0,95a 0,88a 1,00a
2,0 mM 3,57a 2,40b 2,83ab 0,86a 0,89a 0,88a

*Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

A Vix representa a maxima capacidade de transporte de determinado nutriente pelo
sistema de transporte atuante no momento, ou seja, € o maximo de transporte possivel, quando
todos os sitios encontram-se preenchidos. Dessa maneira, plantas que apresentam maior valor
de Vnix possuem maior capacidade de transporte de nutrientes em um determinado tempo.

Para V4, as linhagens transformadas apresentam comportamento distinto comparado
as plantas WT. A L#8 apresentou maior valor de V4 no tratamento com 0,2 mM de N-NH,*
e valores levemente menores no tratamento com maior dose de N-NH,* (Tabela 9). A L#2
apresentou V5 menor no tratamento com 0,2 mM de N-NH,", ja no tratamento com 2,0 mM
de N-NH,4* houve um aumento na velocidade de absorc¢io.

Sistemas de transporte de alta afinidade e de baixa afinidade s@o distintos pelos seus
valores de Ky aparente. Como Ky representa a concentraciao de substrato na qual o processo
de transporte atingiu a metade da velocidade médxima, a afinidade pelo substrato é o parametro
mais relevante na descric@o dos sistemas de transporte (FERNANDES & SOUZA, 2006).

As linhagens transformadas apresentam valores de Ky marcadamente inferiores
comparadas as plantas WT quando submetidas a 0,2 mM de N-NH4*, indicando que a
expressao do OsAMT1.3 pode reduzir o Ky do sistema de alta afinidade para eficiéncia de
absorcdo de N-NH,".

Em Arabidopsis thaliana foi verificado que os transportadores de amonio da familia
de alta afinidade apresentam valor de Ky distintos. AtAMT1.2 e 1.3 possuem Ky variando
entre 25 e 40 uM, enquanto que o Ky do AtAMT1.1 foi menor que 0,5 uM (GAZZARRINI et
al., 1999). E possivel que os OsAMTs também apresentem um perfil distinto de Ky atuando
em diferentes concentracdes de amonio na faixa micromolar. Dessa forma, a superexpressao
do OsAMT1.3 pode ter contribuido, principalmente, para a maior eficiéncia na absorc¢do da
L#8 no tratamento de 0,2 mM N-NH,".

Trabalhos pioneiros utilizando "*"NH4* em pinus determinaram os pardmetros cinéticos
para o sistema de alta afinidade em plantas privadas de N por trés semanas. A V4 variou de
1,9-2,4 pmol.g'lh'1 e 0 Ky de 20-40 uM (KRONZUCKER et al., 1996). Este valor de Ky esta
de acordo com o encontrado neste trabalho, no entanto deve se levar em consideracido que a
espécie vegetal € diferente e o delineamento experimental utilizado manteve as plantas
privadas de N apenas por um periodo de trés dias (Tabela 9).
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Além de apresentar os menores valores de Ky, a L#8 se destacou por apresentar maior
producdo de raizes, indicando que o OsAMT]I.3 pode contribuir para o aumento da emissao
de raizes laterais nessas plantas como ja apontado no experimento anterior de localiza¢do do
transportador (Figura 14 e Figura 17) .

SANTOS et al. (2011) demonstraram que plantas de arroz tradicionalmente cultivadas
no Maranhdo e adaptadas a condi¢cdo de baixo suprimento de nitrogé€nio apresentam a
combinacdo de maior V5 € menor Ky, 0 que resultaria em maior eficiéncia de absor¢ao. Foi
verificado no presente estudo, que sob baixo suprimento de N, ndo houve grandes altera¢des
de Vnix, mas fortes alteracdes de Ky, em beneficio das linhagens transformadas (Tabela 9).

Resultado semelhante foi encontrado por BAPTISTA et al. (2000), onde plantas de
arroz adaptadas a baixo suprimento de N, apresentavam menores valores de Ky e Cy,
indicando influxo de amdnio mesmo em baixissimas concentragdes deste cdtion na solugdo.

Trabalho realizado por SOUZA (2010) demonstrou que plantas da variedade Manteiga
conduzidas em uma solucdo contendo 0,2 mM N-NH," apresentaram menor valor de Cp;, €
alta expressao do transportador OsAMT1.3, sugerindo que este gene poderia estar envolvido
no aumento da capacidade da planta para absorver o amdnio em baixissimas concentragoes.
Esse mesmo autor verificou que a variedade Manteiga apresentava sistema radicular mais
fasciculado comparado as outras variedades estudadas, e atribui o menor valor do Cy,;, em
parte também a arquitetura do sistema radicular.

Tabela 9. ParAmetros cinéticos (Vs € Ky) da absor¢do de N-NH4" de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amoénio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento de
N-NH4* (0,2 e 2,0 mM) ap6s 72 horas de privagio de N.

WT L#2 L#8 WT L#2 L#8
Tratamento Vo Kyt
(umol g'1 ) (umol L™
0,2 mM 9,28ab*  7,68b 9,39a 24.52a 18,04ab 11,68b
2,0 mM 27,14ab  35,60a 20,17b 1385,11a 1397,45a 1063,05b

* Médias seguidas da mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Uma vez obtida a concentrac@o do nutriente em solu¢@o a cada tempo de coleta, foram
construidas curvas de deplecdo para os tratamentos estudados (0,2 e 2,0 mM de N-NH;")
(Figura 20Figura 21). Deve ser ressaltado que as curvas de deple¢do ndo tém reflexo direto
nos parametros cinéticos, pois nao considera a biomassa do sistema radicular e outras
varidveis utilizadas nos cdlculos dos pardmetros cinéticos.

A curva de deplecdo no tratamento de 0,2 mM de N-NH4" demonstra que a absor¢io
se deu de forma continua do inicio ao final do experimento (Figura 20). As menores taxas de
decréscimo na concentracio de N-NH," em solu¢io observados para a L#2 & reflexo da menor
biomassa das plantas dessa linhagem (Tabela 8).

Para o tratamento de 2,0 mM de N-NH," é observada uma queda inicial da
concentragio de N-NH;" em solucdo nas primeiras 10h do ensaio, uma estabiliza¢do a partir
de entdo até as 26 h e novamente uma queda até o final do ensaio (Figura 21). No tratamento
com 2,0 mM de N-NH,4" deve haver uma forte repressio dos transportadores de amdnio pelos
produtos de sua assimilacdo no inicio do ensaio, o que explica essa estabilizacdo das
concentragdes de N-NH," em solugio entre 10 h e 26 h. A retomada da absorcdo a partir das
26 h ocorre provavelmente devido a queda nos teores dos produtos da assimilacdo do N,
principalmente glutamina. Teores elevados de glutamina nas raizes reprimem a expressao dos
transportadores de amonio (SONODA et al., 2003b).
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Novamente, as menores taxas de decréscimo na concentracio de N-NH," para a L#2

no tratamento com 2,0 mM de N-NH;" pode ser decorrente da menor biomassa dessa
linhagem (Tabela 8).
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Figura 20. Deplecdo de N-NH," na solu¢do nutritiva com o cultivo de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento

com 0,2 mM de N-NH," ap6s 72 horas de privacdo de N. Barras representam o desvio
padrao das médias.
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Figura 21. Deplecio de N-NH," na solucdo nutritiva com o cultivo de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amoénio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento
com 2,0 mM de N-NH4" apés 72 horas de privacio de N. Barras representam o
desvio padrao das médias.

O pH da solug¢ao nutritiva foi monitorado a partir do momento em que foram aplicados
os tratamentos.

As plantas absorvem o NH;" em um processo dependente de energia. As bombas de
prétons PM-H*-ATPases, hidrolisam o ATP bombeando H' para fora da célula, o que cria um
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ambiente eletrogénico no interior das células necessario para absor¢ao de cdtions via canal
iénico e transportadores. A medida que a planta absorve o amdnio, de forma passiva, a favor
do seu gradiente de potencial eletroquimico, uma quantidade proporcional de prétons sofrem
extrusdo pelas bombas de prétons para manutencao do equilibrio de cargas, fazendo com que
haja decréscimo do pH na solu¢do nutritiva (FERNANDES & SOUZA, 2006).

Dessa forma, espera-se que a queda no valor de pH seja proporcional ao influxo de N-
NH,". De fato foi o que ocorreu, onde apenas uma leve queda de pH foi observado no
tratamento com 0,2 mM de N-NH,", e quedas mais acentuadas no tratamento com 2,0 mM de
N-NH,4" (Figura 22), acompanhando o mesmo comportamento da deple¢io de N-NH," (Figura
20 e Figura 21).
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Figura 22. Valor de pH na solu¢do nutritiva de cultivo de plantas de arroz da variedade
Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMT1.3 linhagens L#2 e
L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento de 0,2 e 2,0 mM de
N-NH4" apés 72 horas de privacdo de N. Barras representam o desvio padrdo das
médias.

4.6 Efeito da Superexpressao do Gene OsAMTI1.3 na Expressao dos Transportadores
de Amoénio, Metabolismo de N e Atividade da GS.

Como ja esperado, as plantas UBIL:OsAMT]1.3:3xHA apresentaram maiores niveis de
expressao do OsAMTI.3 em condi¢des de cultivo constante com N (Figura 23e, f), entretanto,
mesmo sob controle de um promotor forte e constitutivo, como o promotor da ubiquitina 1 de
milho (UBIL), a expressdao do OsAMTI1.3 nas linhagens transformadas sofreram alteracdes
nos ressuprimentos com 0,2 e 2,0 mM de N-NH," e nos tempos de 2 e 6 h (Figura 23e, f). E
importante ressaltar que o valor de expressao observado para o gene OsAMTI.3 nas linhagens
transformadas € reflexo da expressao sobre o controle do promotor UBIL, somado a
expressdo natural, que estd sujeita a muita regulacio. E possivel também, que a expressdo
constitutiva do OsAMT1.3 nas linhagens transformadas resulte em alteracdes no metabolismo
de N que sabidamente refletird na expressao dos genes da familia AMT]1, inclusive do préprio
OsAMTI1.3. Dessa forma, para efeito comparativo entre a expressdo das plantas
UBIL:OsAMT1.3:3xHA com as plantas WT, deve-se considerar o tratamento com suprimento
constante, onde as plantas WT estardo sujeitas a uma regulagdo negativa para a expressao do
OsAMT1.3, enquanto nas linhagens transformadas haverd influéncia da inducdo da expressao
do OsAMT1.3 pelo promotor UBIL.
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OsAMTI.1 é um gene constitutivo, expresso tanto na raiz quanto na parte aérea. As
linhagens UBIL:0sAMTI.3:3xHA, ndo sofreram alteracdes nos niveis de expressio do
OsAMT1.1 nos diferentes tratamentos as 2h (Figura 23a), entretanto, as 6h, a L#8 apresentou
niveis mais elevados de expressdo do OsAMTI.l no suprimento constante com N e no
ressuprimento com 2,0 mM de N-NH," (Figura 23b). De maneira geral, nio é evidente um
efeito do OsAMT1.3 sobre a expressdo do OsAMT1I.1, refor¢cando o seu cardter constitutivo
(GLASS et al., 2002).

A expressdo do OsAMTI.2 € especifica nas raizes e responde positivamente ao
suprimento de amonio (TABUCHI et al., 2007). Nos tratamentos com suprimento constante
com N-NO3;/N-NH," e ressuprimento com 0,2 mM de N-NH,", a expressio do OsAMTI.2
seguiu 0 mesmo padrdo de expressao do OsAMTI.3, indicando um possivel efeito do
OsAMTI1.3 sobre a expressdo do OsAMTI.2 nesses tratamentos (Figura 23c-e). Para o
tratamento onde houve ressuprimento com 2,0 mM N-NH,", ndo se observa essa relagcdo entre
a expressdo do OsAMTI1.3 e OsAMTI1.2 (Figura 23c-e). Nota-se também que os niveis de
expressao do OsAMT]1.2 as 2h foi superior em todos os tratamentos aos niveis de expressao as
6h, indicando um efeito repressor do amonio sobre a expressao do OsAMT1.2 em todas as
plantas (Figura 23c-d). A expressdo do OsAMT]I.2 pode ser induzido pela adi¢do de N-NH,4"
em pequenas quantidades (SONODA et al., 2003a), mas logo observa-se uma repressao que
ocorre devido aos produtos da assimilacdo do amonio (SONODA et al., 2003b), corroborando
com os dados apresentados nesse trabalho.

Em todas as partes das plantas os teores de N-NO; encontrados foram muito baixos
(Figura 24) comparados aos teores de nitrato encontrados em plantas de arroz com a mesma
idade crescendo sob nutri¢do nitrica regular, que gira em torno de 20 a 30 pmol N-NO5™ ¢! de
massa fresca (SILVA, 2012). Isso se deve ao fato dessas plantas terem sido cultivadas com
uma solucdo com baixa concentracdo de N-NO; (1,0 mM) e/ou serem submetidas a um
periodo de privacao de N de trés dias.

De maneira ndo esperada, os teores de N-NH;" nas raizes das plantas
UBIL:0OsAMT1.3:3xHA no tratamento com ressuprimento de 0,2 mM de N-NH;" foram
menores que nas plantas WT (Figura 25¢). E provavel que esse resultado seja devido a uma
maior assimila¢do do N-NH4" nas plantas transformadas comparado com as plantas WT, uma
vez que no ressuprimento com 2,0 mM os teores de N-NH," nas linhagens transformadas
foram significativamente mais elevados que nas plantas WT (Figura 25c¢).

O amonio ndo deve ser acumulado no tecido vegetal, pois € responsdvel por sintomas
de toxidez, que se expressam principalmente pelo baixo crescimento (BRITO et al., 2001),
dessa forma esse ion precisa ser rapidamente assimilado em esqueletos de carbono sendo
transportado na forma de aminodcidos, predominantemente na forma de glutamina, para a
parte aérea da planta, principalmente, para as folhas, onde atua como matéria prima para a
sintese de outros aminodcidos e outras moléculas como proteinas, enzimas e dcidos nucleicos.
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Figura 23. Expressdo relativa de trés transportadores de NHy" (OsAMTI.1, OsAMTI1.2 ¢
OsAMT1.3) na raiz de plantas de arroz da variedade Nipponbare superexpressando o
transportador de amonio OsAMT 1.3 (linhagens L#2 e L#8) e a planta do tipo selvagem
(WT), sob suprimento constante com 1,0 mM de N-NOs;/N-NH,4" e ressuprimento de
N-NH4" (0,2 € 2,0 mM) ap6s 72 horas sem N. Foram efetuadas coletas as 2 e 6 horas apés
a aplicacdo dos tratamentos. A linhagem WT no tratamento constante com 1,0 mM de N-NOj
/N-NH," foi utilizada como de referéncia. Barras representam o erro padrio das médias de
quatro repeticoes.

Deste modo foi observado um leve aumento nos teores de N-amino encontrados nas
folhas das linhagens transformadas no ressuprimento com baixa concentracio de N-NH,"

(Figura 26).

No ressuprimento com alta concentragdo de amodnio, a taxa de assimilacdo desse
nutriente tem um reflexo menos significativo sobre o teor de N-NH," que se encontra no
tecido, fruto da absor¢do. No ressuprimento com 2,0 mM de amodnio, as plantas
UBIL:OsAMT1.3:3xHA apresentaram teores de N-NH4" mais elevados em todos os tecidos
comparado as plantas WT (Figura 25c).
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Figura 24. Teores de N-NO; em folha (a), colmo (b) e raiz (c) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a tratamento
constante com 1,0 mM de N-NH," e ressuprimento de N-NH;* (0,2 mM e 2,0 mM)
apds 72 horas sem N. A coleta foi realizada 6 horas apds a aplicacdo dos tratamentos.
As barras representam erro padrao das médias de trés repeticoes.
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Figura 25. Teores de N-NH4" em folha (a), colmo (b) e raiz (c) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a tratamento
constante com 1,0 mM de N-NH," e ressuprimento de N-NH;* (0,2 mM e 2,0 mM)
ap0Os 72 horas sem N. A coleta foi realizada 6 horas apds a aplicacdo dos tratamentos.
As barras representam erro padrao das médias de trés repeticoes.

Os teores de acucares soluveis nos vegetais sdo indicadores de energia prontamente
disponivel para o metabolismo celular (SOUZA et al., 1999). Além de fonte de energia, os
acucares soluveis sdo fontes de esqueletos de carbono utilizados na sintese de dacidos
organicos para assimilacao do nitrogénio absorvido (BUCHER, 2007).

No tratamento com suprimento constante com N (N-NO;/N-NH;") as plantas
UBIL:0OsAMT1.3:3xHA apresentaram teores de agtcares soliveis sempre um pouco inferiores
comparado com as plantas WT (Figura 27). No tratamento constante, as plantas ndo passaram
por privagdo de N, periodo em que geralmente as plantas acumulam agucares soldveis,
portanto, apds a troca de suprimento nitrico para amoniacal, € possivel que as plantas
UBIL:OsAMT1.3:3xHA apresentaram maior influxo de N-NH;" e consequentemente menores
teores de agucares soluveis (Figura 27).

Nos ressuprimentos com 0,2 e 2,0 mM de N-NH;* ndo foi observado uma clara
relacdo inversa entre os teores de N-amino e acucares soltveis (Figura 26 e Figura 27).
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Figura 26. Teores de N-amino em folha (a), colmo (b) e raiz (c) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a tratamento
constante com 1,0 mM de N-NH," e ressuprimento de N-NH;* (0,2 mM e 2,0 mM)
apoOs 72 horas sem N. A coleta foi realizada 6 horas apds a aplicacdo dos tratamentos.
As barras representam erro padrao das médias de trés repeticoes.

1,2

(a) WT Folha || (b) Colmo || (c) Raiz

1,0 = [ #2

0,8 1
0,6

0,4 1

% agiicares soliiveis g1 MF

0,2 1

0,0 -

Const 0,2mM 2,0 mM Const 0,2mM 2,0 mM Const 0,2mM 2,0 mM

Figura 27. Teores de agucares soliiveis em folha (a), colmo (b) e raiz (c) de plantas de arroz
da variedade Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMTI.3
linhagens L#2 e L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas tratamento constante
com 1,0 mM de N-NH,4" e ressuprimento de N-NH4* (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72
horas sem N. A coleta foi realizada 6 horas apds a aplicacdo dos tratamentos. As
barras representam erro padrdo das médias de trés repeti¢des.

A Glutamina sintetase é a enzima responsavel por incorporar o NH;" ao glutamato,
usando energia fornecida pelo ATP para formar glutamina.

Como pode ser observado na Figura 28 as plantas selvagens WT apresentam aumento
da atividade da GS com o ressuprimento, em relagdo ao tratamento constante, no tempo 2h, ja
que na coleta feita as 6h, o comportamento € inverso. O mesmo foi observado para as
linhagens transformadas as 6h.
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Figura 28. Atividade da Glutamina Sintetase na raiz de plantas de arroz da variedade
Nipponbare superexpressando o transportador de amonio OsAMT1.3 linhagens L#2 e
L#8 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas tratamento constante com 1,0 mM de
N-NH4" e ressuprimento de N-NH,4" (0,2 mM e 2,0 mM) apés 72 horas sem N. Foram
efetuadas coletas as 2 e 6 horas ap6s a aplicacao dos tratamentos. Barras representam o
erro padrao das médias.

Por outro lado as L#2 e L#8 sofreram diminuicdo da atividade da GS as 2h apds o
ressuprimento com 0,2 mM em comparacdo com a WT. Os resultados indicam que o
incremento no influxo de amdnio resultante da superexpressao do OsAMT1.3 alterou o padrao
de atividade da GS das linhagens transformadas, de modo antagénico, em relacdio a WT,
apenas no tempo 2h, no tratamento constante e apds o ressuprimento com baixo teor de N
(0,2 mM). Comparando as figuras Figura 26, Figura 27 e Figura 28 pode-se observar que o
reflexo da maior atividade da GS nas raizes das linhagens transformadas, na coleta das 2h,
com tratamento constante, pode ser relacionado aos maiores teores de N-amino e menores de
acucares, indicando o consumo de energia para a atividade da GS incorporando o amonio.

O conjunto de dados obtidos nos leva a crer que o0 OsAMT 1.3 de fato esta envolvido na
sinalizacdo quando em deficiéncia de N, o que pode contribuir para o aumento da drea
radicular e, consequentemente, a area de captacdo de nutrientes. A superexpressio do
OsAMTI.3 pode alterar os padrdes de absor¢do nas linhagens transformadas, aumentando a
eficiéncia de absor¢do de N em condi¢do de baixo suprimento de amodnio e regular a
expressdo do OsAMTI.2. As alteragdes encontradas nos teores de amonio e N-amino mostram
que a superexpressao do OsAMTI.3 pode ter aumentado o influxo de amdnio nas linhagens
transformadas.
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5 CONCLUSOES

A atividade do promotor do OsAMTI.3 ¢é induzida na auséncia de N e ocorre,
principalmente nas regides meristematicas das raizes, indicando seu envolvimento no controle
da arquitetura do sistema radicular e emissao de raizes laterais. O aparecimento de coloragao
na exoderme radicular também indica um possivel envolvimento do OsAMT1.3 na absor¢do
de N-NH,".

As linhagens transformadas superexpressando o transportador de amoénio OsAMT1.3
apresentaram menor massa fresca quando submetida a altas concentragdes de amodnio em
solucdo, o que pode ser reflexo de uma maior taxa de absor¢cao de amonio por essas plantas.

As linhagens transformadas apresentaram menor valor de Ky quando sob baixo
suprimento de nitrogénio. Este pardmetro indica uma maior eficiéncia de absor¢cdo que pode
ter sido proporcionada pela superexpressao do transportador de amonio OsAMT1.3.

A superexpressao do transportador de amodnio OsAMTI1.3 afetou a regulagao do

OsAMTI.2 o que pode ter contribuido para o maior influxo de amoénio, principalmente na
L#8, uma vez que esse gene estd envolvido diretamente na absorcao.
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6 PERSPECTIVAS

Ainda sdo necessdrios outros estudos para determinar a contribui¢ao do OsAMTI1.3 na
absorcdo de N-NH4" e na sinalizacdo para emissdo de raizes laterais quando em deficiéncia de
N. Plantas de arroz silenciando o gene do OsAMTI.3 podem ser de fundamental importancia
para esclarecer a real contribui¢do desse transportador para o sistema de alta afinidade de
absor¢do de amonio.

Entre os objetivos desse trabalho, serd proposta a localizagdo subcelular do
transportador de amonio OsAMT1.3 em plantas de arroz transformadas com esse gene
fusionado a GFP, a fim de identificar de forma inequivoca os locais de atuacdo dessa proteina
e uma avaliacdo dos componentes de produtividade nas linhagens transformadas para
superexpressao desse gene em casa de vegetacdo.
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8 ANEXOS

Meios de cultivo utilizados para transformacao de arroz de acordo com o protocolo de
Toki et al. (2006) modificado.

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

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
e 1 gGlicose
3 g Bacto-Agar
10 mL de Sais AB (20X)
10 mL de Tampao AB (20X)
Avolumar para 200 mL com H,O destilada
Autoclavar a 121 °C por 15 min
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Apés autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar os antibidticos referentes a construgio
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 amino4cidos (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 IM
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 timentim (conc. final 150 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

Ajustar pH para 5,8 com KOH
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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 L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02 mg L), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 mg 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 50 mg L™).
Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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