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RESUMO

BUCHER, Carlos Alberto. Expressao de genes relacionados a absorc¢io e metabolismo de
nitrogénio em arroz sob alto e baixo suprimento de nitrato. 2011. 83f. Tese (Doutorado
em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O nitrogénio € um dos elementos minerais que mais limita o desenvolvimento das plantas.
Assim, aumentar a eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) é um fator € essencial para uma
agricultura sustentdvel, levando a um aumento da producdo de alimentos com menor uso de
insumos e menos impactos ao ambiente. A EUN envolve a eficiéncia de absor¢do e actimulo e
a eficiéncia de utilizacdo de N para producdo. Compreender os mecanismos envolvidos nesses
processos e como eles sdo controlados € fundamental para a melhoria da EUN nas plantas
cultivadas. Para isso, € essencial entender a resposta e comportamento das plantas a diferentes
regimes de N, principalmente a limitacdo de N. O uso de plantas ou variedades com
diferencas na EUN € outro fator importante para verificar os principais mecanismos
envolvidos. Este trabalho teve por objetivo desse trabalho foi verificar o metabolismo e a
expressdo de genes envolvidos na absorcdo e assimilagdo de nitrogénio nas variedades de
arroz Piaui e IAC-47 sob diferentes condi¢des de disponibilidade desse nutriente. O
metabolismo de N foi avaliado através da quantificacdo das fragdes nitrogenadas no tecido e
atividade enzimadtica, a expressao de genes que codificam para transportadores de N de alta e
baixa afinidade e enzimas de assimilacdo de N. Foram realizados dois experimentos: o
primeiro para verificar o comportamento das plantas quando cultivadas sob alto e baixo
suprimento de N; e o segundo, para verificar as repostas ao ressuprimento de N. O acimulo
de massa foi maior na variedade IAC-47 em todos os tratamentos. Quando as plantas foram
cultivadas por um longo periodo sob baixo suprimento de N foi observado maior teor de
nitrato (NO3') no tecido da variedade Piaui, adaptada a condicdes de baixa fertilidade, assim
como uma alta atividade da nitrato redutase e glutamina sintetase nas raizes dessas plantas.
Sob alto suprimento de NO3", por um longo periodo, a variedade Piaui apresentou maiores
teores de NO;3 nas bainhas e raizes, mas ndo foram observas diferencas na atividade de
enzimas. A expressao dos transportadores de nitrato na variedade Piaui foi mais elevada nas
raizes das plantas sob baixo suprimento de NOs; quando comparado as plantas sob alto
suprimento de N. Na variedade IAC-47 a expressdo dos transportadores de NO; teve
comportamento oposto ao observado para a Piaui. Quando as plantas receberam NOj3', apés
um periodo de 72 horas sem N, houve um rdpido aumento, apds 6 horas do ressuprimento, na
expressdao do gene que codifica para o transportador de NOs™ de alta afinidade OsNRT2.1 e
glutamina sintetase plastidial (GS2) nas raizes da variedade Piaui, e 24 horas apds o
ressuprimento a expressao foi maior na variedade IAC-47. A eficiéncia da variedade Piaui
esta relacionada ao controle diferenciado dos mecanismos de absor¢do e assimilacdo de N,
que permite a maior expressao dos transportadores de nitrato de alta afinidade em tecido com
altos teores de N soluvel, alto status de N, indicando que o controle do sistema de absorcdo de
N pode ser essencial para a eficiéncia no uso de nitrogénio.

Palavras - chave: Eficiéncia de uso de N. Expressao gé€nica. Variedades locais.
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ABSTRACT

BUCHER, Carlos Alberto. Expression of genes related to nitrogen uptake and
assimilation in rice plants under high and low nitrate supply. 2011. 83p. Thesis (Doctor
Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Nitrogen is one of the nutrient elements most limiting for plant growth. Thus, increasing plant
nitrogen usage efficiency (NUE) is an essential factor for sustainable agriculture, leading to
an increased food production with less fertilizer input and less environment impact. NUE in
plant involves the uptake and accumulation efficiency, and N use efficiency for grain
production. Understanding the mechanisms regulating these processes is crucial for the
improvement of NUE in crops. Therefore, is essential to comprehend plants response to
different N regimes, mainly N limitation. The usage of plants or varieties with differences in
nutrient use efficiency is another important factor to determine the main mechanisms involved
in these processes. The objectives of this study were to evaluate N metabolism and expression
of genes involved in N uptake and assimilitation of two rice varieties (Piaui and IAC-47),
under different N supply conditions. The N metabolism was evaluated by quantification of
nitrogen fractions in plant tissue and enzymatic activity, expression of genes that code for
high and low affinity N transporters, and N assimilation enzymes. Two experiments were
conducted: the first, to investigate the plants behavior when grown under high and low N
supply; and the second to verify plants response to NOs™ resupply. The IAC-47 variety
showed greatest mass accumulation in all treatments. When plants were grown for a long
period under low N supply it was observed a higher nitrate (NO3") content in the tissue of
Piaui variety, which is adapted to low fertility conditions, as well as a high activity of nitrate
reductase and glutamine synthetase in the roots of these plants. When under high NOs™ supply
for a long period, Piaui variety had higher NOs; concentrations in roots and sheaths, but no
differences were observed in enzymes activity. The nitrate transporters expression was higher
in roots of Piaui plants under low supply of NO3  when compared to Piaui plants under high N
supply. Nitrate transporters expression in roots of IAC-47 plants showed a pattern opposite to
the one observed for Piaui plants. When plants were resupplied with NOj, after a 72 hours
period without N, there was a rapid increase, after 6 hours of resupply, in the expression of
high affinity nitrate transporters genes (OsNRT2.1) and the plastidial glutamine synthetase
(GS2) in the Piaui variety roots, and a higher expression of these in IAC-47 roots after a 24
hours of N resupply. The efficiency of Piaui variety is related to the differentiated control of
N absorption and assimilation mechanisms, which allow bigger expression of high affinity
nitrate transporters in tissue with high levels of soluble N, high N status, indicating that the
control of nitrogen uptake system may be essential for the nitrogen usage efficient.

Key words: Nitrogen usage efficiency. Gene expression. Local variety plants.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um dos nutrientes essenciais de maior demanda metabdlica e que
mais limita a produtividade das culturas (LEA & AZEVEDO, 2006). Assim, o cultivo de
plantas com o objetivo de se obter alta producdo de graos ou ainda produzir graos ricos em
proteinas requer grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados. O uso de fertilizantes
nitrogenados pelas plantas € geralmente ineficiente, sendo 50 a 70% do N aplicado perdido do
sistema solo-planta (PEOPLES et al., 1995). Como consequéncia, nas ultimas décadas o
incremento em duas vezes na producdo mundial de alimentos agricolas foi alcangcado com o
incremento em 20 vezes na quantidade de fertilizantes nitrogenados (SHRAWAT & GOOD,
2008). O aumento no uso de fertilizantes de nitrogenados resulta em varios danos ambientais,
como a contamina¢do do lencol fredtico e rios por nitrato (DAVIES & SYLVESTER-
BRADLEY, 1995) e emissdo de oxido nitroso (BOUWMAN et al., 2002). Dessa forma, a
eficiéncia no uso de fertilizantes nitrogenados € crucial para sustentar a producao de agricola.

Assim, a necessidade de reduzir os problemas causados por fertilizantes nitrogenados
tem fortalecido a necessidade de melhorar a eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) nas culturas
agricolas. Isso torna necessério o desenvolvimento de cultivares que capturam e assimilam o N
de maneira mais eficiente pode reduzir a necessidade de fertilizantes nitrogenados ou aumentar
a producdo sem a necessidade de aumenta a aplicacdo de fertilizantes, sem afetar o meio
ambiente (SHRAWAT & GOOD, 2008).

O nitrogénio é um dos nutrientes responsdveis pelos altos custos dos insumos agricolas
e tem tido muita atengdo nas pesquisas buscando aumento de producdo. A redugdo do uso de
fertilizantes nitrogenados pode ser alcangada ndo s6 através de técnicas eficientes de cultivo,
mas também pelo uso de variedades que tenham uma alta eficiéncia no uso de nitrogénio. O
desenvolvimento de tais variedades é favorecido por um melhor conhecimento das bases
fisiolégicas e genéticas da eficiéncia no uso de nitrogénio (HIREL et al., 2001). Uma
abordagem importante € entender a resposta de plantas a diferentes regimes de N,
especialmente a condi¢des de disponibilidade limitante, e estudar a nivel filol6gico e molecular
as plantas que apresentam melhor desenvolvimento nessas condi¢des (KANT et al., 2011).

Entre os cereais consumidos pelo homem, principalmente pela populacdo de baixa
renda, o arroz destaca-se entre os mais importantes, sendo necessario, além da busca de altas
produgdes, o desenvolvimento de variedades com graos de alto valor nutritivo. Nesse contexto,
a importancia do nitrogénio na cultura de arroz € indiscutivel.

A qualidade dos graos de arroz estd sob controle genético e pode sofrer efeito das
condi¢des ambientais. Comparado a outras culturas, o arroz mostra-se como uma excelente
fonte de proteina, possuindo oito aminodcidos essenciais ao homem (KANNAN et al.; 2001).
Além da sua importancia econdmica, estudos com arroz evoluiram de tal maneira que esta
espécie foi indicada como a planta modelo em pesquisas genOmicas, representando as
monocotiledoneas (IZAWA & SHIMAMOTO, 1996), devido ao genoma do arroz ser um dos
menores na familia das gramineas (440 Mbp) e por sua intima relacdo com os cereais: aveia,
milho, sorgo, trigo e cevada (SANDHU & GILL, 2002; BENNETZEN & MA, 2003).

Em solos aerébicos, a maior parte do nitrogénio estd na forma de nitrato. Nao apenas o
nitrato, mas também os produtos de sua reducao como o oxido nitrico e glutamato podem agir
como nutriente e sinal, alterando o metabolismo das plantas (CRAWFORD, 1995;
SCHEIBLE, et al. 1997). Desta forma, em resposta a nutri¢do nitrica, um grande nimero de
genes pode ter sua expressdo aumentada ou reduzida. E possivel que estes genes se dividam
em grupos cuja expressao € controlada por fatores de transcricao.



Um dos aspectos da resposta ao estresse se dd transcricionalmente, o que envolve a
alteracdo da expressao génica (TESTER et al., 2003). Os padrdes de expressdo de genes em
arroz sob condicdes de estresse salino e estresse hidrico, em uma mesma parte da planta
mostra a existéncia de genes expressos da mesma forma sob ambas as situacdes, mas quando
se compara diferentes partes das plantas verifica-se que alguns genes sdo especificos (ZHOU
et al., 2007), tornando necessdrio o estudo de cada parte separadamente.

Para integrar as acodes da sinalizacdo do nitrogénio, as plantas utilizam varias rotas de
sinalizacdo que atuam na comunicacdo entre as condi¢cdes externas e internas de N. Uma rota
depende do préprio nitrato, no entanto, ha outras, como uma que utiliza a citocinina
(SAKAKIBARA et al.,, 2006), um hormodnio vegetal, como um mensageiro. Trabalhos
recentes de expressdo génica tém mostrado que sinais especificos do nitrato regulam uma
grande variedade de processos metabodlicos incluindo o metabolismo de N, C e a sintese de
citocinina (SAKAKIBARA et al., 2006). A reducdo da expressio de uma isoforma de
citocinina oxidase em paniculas de arroz resultou em aumento na producdo de graos
(ASHIKARI et al., 2005) e a expressdo de genes envolvidos na sintese de citocinina pode ser
regulada por nitrato (SAKAMOTO et al., 2006). Uma notdvel caracteristica do controle
dependente de nitrato é que um ou poucos genes de cada familia génica responde ao nitrato,
sugerindo que as plantas possuem um grupo especializado de genes para o uso de nitrato e
que eles sdo coordenados de acordo com a absorc¢do e reducdo do nitrato (SAKAKIBARA et
al., 2006). Além de fitohormonios, moléculas como o glutamato, um aminodcido comumente
encontrado na seiva do floema e resultante da assimilacio do N, podem atuar como uma
molécula de sinalizacdo a longa distancia, sinalizando o balango de carbono e nitrogénio entre
a parte aérea e as raizes e, sob certas concentra¢des na solucdo externa, pode induzir ao
crescimento radicular, apesar do mecanismo ainda ndo ser bem caracterizado (FORDE &
LEA, 2007).

Duas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a eficiéncia de uso de nutrientes em
plantas cultivadas (GOOD et al, 2004). A primeira envolve tanto o melhoramento
convencional como a selecdo assistida por marcadores moleculares, numa tentativa de
identificar os genes envolvidos. A segunda usa o desenvolvimento plantas geneticamente
modificadas para expressar genes especificos, que controlem uma ou mais rotas metabdlicas,
de modo que aumente a eficiéncia de uso de nutrientes. Estudos evolvendo marcadores
moleculares tém identificado e analisado QTLs (quantitative trait loci — loci para
caracteristica quantitativa) relacionados a eficiéncia de uso de N em milho (HIREL et al.,
2001), trigo (DISTELFELD et al., 2006; AN, et al., 2006; GREGERSEN et al., 2007), arroz
(OBARA et al. 2002, LIAN et al., 2005; ISHIMARU et al., 2005; CHO, et al., 2007),
Arabidopsis (HARADA et al.,, 2004). Em estudos com plantas transgénicas tém sido
verificado a contribui¢do de enzimas chave no metabolismo de N (TABUCHI et al., 2005;
MARTIN et al., 2006) e o envolvimento de genes que controlam mais de uma via metabdlica,
como os fatores de transcricdo (YANAGISAWA, 2004; UAUY et al., 2006).

Em trabalhos anteriores observou-se que variedades locais de arroz de sequeiro,
oriundas do estado do Maranhdo (trépico hiimido), apresentavam-se tolerantes a estresses
como: excesso de AI’* em solucio (MENDONCA, 1991), periodos de escassez de nitrogénio
(SANTOS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004) e algumas dessas variedades com alta
eficiéncia de uso de nitrogénio e acimulo de proteina no grio (ARAUJO et al., 2003; SOUZA
et al., 1998; FERRAZ Jr. et al. 1997) tornando-se assim um repositério de variabilidade
genética que pode ser utilizado no melhoramento.

A hipétese deste estudo que essas variedades locais estudadas, em que deve ser
destacada a Piaui, para a qual os resultados obtidos indicam que ao longo de muitos anos de
cultivo sob condi¢des ambientais adversas, desenvolveram mecanismos bioquimicos e
moleculares direcionados para a manutencdo da homeostase de processos metabdlicos que
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levam a absor¢do e assimilagdo diferenciada de N, evitando variacdes extremas do
metabolismo, o que se reflete em nivel aparentemente elevado de resiliéncia em relagdo aos
efeitos das variagdes bruscas do ambiente tropical, e lhes permite suportar situagdes de
estresse, como a baixa disponibilidade de nitrogénio, em comparagdo com uma variedade
melhorada como a IAC-47, que foi desenvolvida e selecionada para o uso de insumos,
resultando em baixa eficiéncia de uso de nitrogénio.

Essa resiliéncia antes demonstrada sob os aspectos bioquimicos é agora demonstrada
neste e em outros trabalhos, sob os aspectos moleculares, principalmente no que se refere a
expressdo de genes que codificam proteinas responsaveis pela absorcdo e assimilacdo de N.
O objetivo desse trabalho foi verificar o metabolismo e a expressdo de genes envolvidos na
absor¢do e assimilagdo de nitrogénio nas variedades de arroz Piaui e IAC-47 sob diferentes
condi¢Oes de disponibilidade desse nutriente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Absorcao de Nitrato

Em plantas de arroz, aproximadamente 90% de todo N acumulado € absorvido antes
do inicio da fase reprodutiva (antese), e aproximadamente 65% deste N € redistribuido para os
graos (JIANG et al., 2004). Estes mesmos autores verificaram uma alta correlacdo entre o
acumulo de N antes da antese com a eficiéncia fisioldgica de uso de N.

Em solos bem aerados, o nitrato € a maior fonte de N, e mesmo em arroz inundado a
difusdo de oxigé€nio pelas raizes promove o processo de nitrificacdo em sua rizosfera e, por
conseqiiéncia, ha a absorcdo de N-NOs;  mesmo nestas condicdes, tendo um significativo
efeito positivo no desenvolvimento de plantas de arroz (KIRK & KRONZUCKER, 2005).

A absorcdo de nitrato € realizada por transportadores que sdo codificados por uma
familia multigénica. De acordo com sua afinidade pelo substrato (Km), os transportadores de
NOj sdo divididos em dois sistemas, denominados: sistema de transporte de baixa afinidade
(LATS — “Low Affinity Transport System”) e sistema de transporte de alta afinidade (HATS
— “High Affinity Transport System”) (VIDMAR et al., 2000; CEREZO et al., 2001;
FILLEUR et al., 2001). Os sistemas de transporte (HATS e LATS) sdo ainda classificados em
constitutivos e induzidos de acordo com a resposta ao suprimento de NOs". O sistema de alta
afinidade constitutivo (cHATS) é caracterizado por baixos valores de Km (6-20 uM) e Vmax
(0,3-0,82 umol g h')e, os transportadores de alta afinidade induzidos por nitrato apresentam
maiores valores de Km (20-100 uM) e Vmax (3-8 umol g h'l). O sistema de alta afinidade
tem maior contribui¢cdo na absorcao sob baixa concentragdo de nitrato e atinge a Vmax em
concentracoes externas de NOs™ entre 250 e 500 uM. O sistema LATS apresenta km entre 2 e
9 mM e apesar de também um processo termodinamicamente ativo ndo apresenta saturacdo
(GLASS et al., 1992).

Em Arabidopsis thaliana, foram isolados sete genes membros da familia NRT2
(ORSEL et al., 2002), sugerindo que esta familia é composta de varios genes nas plantas
superiores. Os mecanismos dos iHATS para absor¢cdo de nitrato t€m sido revelados por
andlises funcionais usando mutantes de A. thaliana, atnrt2, em que o transportador AtNRT2.1
ndo funciona e parte do AsNRT2.2, mostrando um decréscimo na habilidade de absorver
apenas através do iHATS (CEREZO et al., 2001; FILLEUR et al., 2001).

Em arroz, ARAKI ¢ HASEGAWA (2006) estudando os genes envolvidos no
transporte de nitrato no sistema de alta afinidade encontraram quatro genes da familia NRT2
(OsNRT2.1~2.4). Estes autores verificaram que o pré-tratamento com amoOnio afeta a
expressdo dos OsNRT2s nas raizes. Em plantulas sem o pré-tratamento com uma fonte de
nitrogénio, transcritos de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.4 foram detectados meia hora apds
o tratamento com 200 uM de nitrato, enquanto o OsNRT2.3 ja apresentava expressao antes da
indu¢do por nitrato. Quando as plantulas foram pré-tratadas com amonio, a indu¢do do
OsNRT2.1 e do OsNRT2.4 s6 foi observada duas horas apds o fornecimento de nitrato,
enquanto os OsNRT2.2 e OsNRT2.3 ja apresentavam expressao no inicio da indugao.

Através da analise de expressdo génica, utilizando RT-PCR (Transcricdo Reversa
acoplada a Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi verificado que a familia de genes AfNRT2
podem ser classificados em trés categorias, nitrato-induziveis, nitrato-reprimidos e nitrato-
constitutiveis (OKAMOTO et al., 2003). Estes mesmos autores mostram uma clara correlacao
positiva entre a absorcdo de nitrato e a quantidade de transcritos de AtNRT2.1. Em outro
estudo, bloqueio da expressdo do ArNRT2.1 foi suficiente para diminuir drasticamente a
contribuicdo dos sistemas iHATS e cHATS, mostrando que o AtNRT2.1 é o maior
colaborador para os dois sistemas (LI et al., 2007).



Estudos ja mostraram que a quantidade de RNAm dos genes de iHATS aumenta
rapidamente ap6s fornecimento de nitrato as plantas previamente privadas deste elemento
(ZHUO et al., 1999). E bem conhecido que o sistema de absorcao de NOs™ de alta afinidade
em plantas superiores € rapidamente induzido pela presenca externa de nitrato (CRAWFORD
& GLASS, 1998). Esse tipo de inducdo ja foi verificado também para o sistema de baixa
afinidade (WANG et al., 2001).

Os transportadores de NO5™ de alta afinidade sdo induzidos pela exposi¢do ao NO3™ ou
NO;, porem esse fato nunca foi explicado satisfatoriamente. Nas tentativas de identificar as
moléculas responsaveis pela indugdo e repressao dos transportadores de N, tem havido pouca
discordancia de que o NO3™ € o indutor natural dos transportadores de alta afinidade (GLASS,
2003). Por outro lado, estudos na tentativa de identificar metabdlicos responsdveis pela
repressdo destes transportadores t€ém mostrado que o status de N e o reservatdrio interno de
NOj™ ndo sdao importantes para sua repressao, mas sim os produtos da redu¢ao do NO3 como
NH,", glutamina e outros aminoécidos (ZHUO et al., 1999; GLASS et al., 2002; ORSEL et
al., 2002).

E necessdrio também considerar os fatores envolvidos na ativacio e/ou regulacdo dos
transportadores NRT2. Estudos demonstram que para haver absorcao de NOj3™ via NRT2, sdo
necessdrias proteinas especificas que se associam a estes transportadores e s6 assim 0s tornam
funcionais (ZHOU et al., 2000). Estas proteinas receberam a sigla NAR “Nitrate Assimilation
Related” e recentemente foram classificadas como uma nova familia de transportadores de
nitrato, a NRT3. TONG et al. (2005) encontraram genes parecidos ao NAR2 (NAR2-like) de
C. reinhardtii em cevada (HvNAR2.1~2.3) e mostraram que um dos seus membros, 0
HvNAR?2.3, habilitava o HvNRT2.1 a transportar nitrato. Alem disso, em Arabidopsis, a
proteina NAR2.1 € necessdria para o enderecamento do NRT2.1 para a membrana plasmatica
(WIRTH et al., 2007). Estes resultados indicam que as proteinas NAR2 sdo essenciais para a
absorc¢do de nitrato via HATS.

Em arroz, o nitrato também induz a expressdo do OsNAR2./ em apenas meia hora
ap6s a adicdo do nitrato acompanhando a expressao do OsNRT2.1 e OsNRT2.4. Por outro
lado, o OsNAR2.2 ja apresentava expressdo mesmo em solucdo sem N (ARAKI e
HASEGAWA, 2006). Estes resultados obtidos por ARAKI e HASEGAWA (2006) indicam
que o OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 sdo genes candidatos a programas de melhoramento
com o objetivo de aumentar a eficiéncia de uso de nitrato em arroz.

Além da presenca de transportadores especificos, ainda hd a necessidade de superar
uma barreira termodinamica para o NOj ser absorvido. O transporte de NO3™ da rizosfera para
o interior celular é termodinamicamente desfavordvel em termos de gradiente de potencial
elétrico e potencial quimico. Isso se deve ao fato de as células apresentarem um interior
negativo e o exterior dcido, resultando em uma diferenca de potencial, tipicamente na faixa de
-150 mV a -200 mV, e a concentragdo interna de NOs alcangar valores até 50 vezes
superiores as do solo. Dessa forma, absor¢do de nitrato € viabilizada por uma for¢a préton-
motriz, proporcionada por bombas eletrogénicas de prétons (H'-ATPases), e ocorre via
simporte com dois prétons (NO3;/2H"), (SONDERGAARD et al., 2004). SANTI et al. (1995)
observaram um aumento na quantidade de H'-ATPases e alteracdo dos seus paridmetros
cinéticos em plasmalema de raizes de milho quando expostas ao NOs'.

QUAGGIOTTT et al. (2003) observaram que variedades de milho adaptadas a baixa
disponibilidade de nitrogénio, quando sob baixa concentragdo de NOs; no meio externo,
mantinham um influxo de NOs™ maior que variedades melhoradas e a0 mesmo tempo essas
variedades adaptadas mantinham um nivel constante de mRNA para uma H'-ATPase,
sugerindo que a expressao dessa enzima possibilitaria uma vantagem na absor¢ao de NO3™ em
relacdo a variedade ndo adaptada. Em trabalho com milho HIREL et al. (2001) sugerem que o
alto teor de nitrato acumulado nas folhas nos estdgios iniciais de crescimento das plantas é um



bom indicador da sua capacidade para produzir e acumular N nos graos e supdem que este €
um bom parametro para a selecdo de plantas com alta eficiéncia no uso de N.

Estudos moleculares t¢ém mostrado que as P-H*-ATPases sdo codificadas por uma
familia multigénica dividida em duas subfamilias (SANTI et al., 2003). O genoma de plantas
dicotileddneas (Arabidopsis thaliana) e monocotiledoneas (Oryza sativa) foi seqiienciado,
resultando na identificacio de, respectivamente, 11 e 10 isoformas das H'-ATPases de
membrana plasmdtica (BAXTER et al.,, 2003). Algumas isoformas exibem padrao de
expressao tecido e desenvolvimento especifico e apresentam ligeiras diferencas bioquimicas e
regulatérias (PALMGREN, 2001).

2.2 Assimilaciao de Nitrogénio

Ap0s ser absorvido, 0 NOj™ precisa ser reduzido para entdo ser assimilado pela planta.
A reducdo do NOs™ € realizada no citossol, pela enzima Nitrato Redutase (NR) produzindo
nitrito (NOy"), que entra nos plastidios (cloroplasto na parte aérea) e é reduzido a NH," pela
Nitrito redutase (NiR). O amonio é entdao assimilado primariamente via glutamina sintase
(GS)/Glutamato sintase (GOGAT), embora rotas alternativas possam ocorrer em condi¢des
especificas (DUBOIS et al., 2003). Ha dois tipos de GS nas plantas, divididas assim em duas
familias: GS1 (citosolica) e GS2 (plastidica). A GS citosdlica (GS1), ocorrendo no citosol de
raizes e células da parte aérea, e a GS plastidica (GS,), presente nos tecidos fotossintéticos,
plastidio de raizes e outros tecidos nao fotossintéticos (ISHIYAMA et al., 2004). Embora
exista somente um gene que codifica para GS2, estudos com diversas espécies mostraram que
a GS; € codificada por uma familia multigénica (variando entre trés e seis genes) (HIREL e
LEA, 2002).

A Glutamina Sintetase catalisa a etapa chave da assimilagdo do nitrogénio inorganico
que € a incorporagdo do amonio ao glutamato produzindo a glutamina. O grupamento amino
da glutamina € transferido para o a-cetoglutarato pela GOGAT, formando duas moléculas de
glutamato. O glutamato € entdo utilizado como doador de grupamento amino, através de
reacOes de transaminagdo, para sintese de um grande nimero metabdlicos essenciais como
aminodcidos, 4dcidos nucléicos, acicares aminados. Assim, a sintese de glutamina pela GS de
plantas € considerada base da produtividade das plantas (UNNO et al., 2006). Por esta razao, a
importancia da GS € compardvel com a importancia da Ribulose-1,5-Bifosfato
Carboxilase/Oxigenase (RUBISCO), a enzima responsivel pela assimilacdo de carbono
(BUCHANAN et al., 2000).

OLIVEIRA et al. (2002) superexpressando o gene GS1 sob o controle do promotor
CaMV 35S, demonstrou que as plantas transgénicas aumentaram o peso fresco, peso seco e
proteina foliar, correlacionados diretamente com os altos niveis de GS nas folhas. Estes
resultados sugerem que a superexpressao da GS ndo resulta consistentemente em aumento na
atividade da GS e que o aumento na atividade da GS ndo esta sempre relacionado ao contetido
de N e acumulacao de biomassa.

Estudos tém reportado o aumento nas taxas de crescimento em plantas transgénicas
superexpressando GS1, em todos os casos ocorrendo em condi¢des de baixo suprimento de N
(OLIVEIRA et al.,, 2002; FU et al.,, 2003; HABASH et al., 2001). Quando linhagens
transgénicas de trigo superexpressando GS1 de Phaseolus vulgaris sob o controle do
promotor da subunidade menor da rubisco (rbcS) foram crescidos em potes até a maturidade e
sua produtividade analisada, houve aumento na capacidade de acimulo de nitrogénio nas
plantas. Além disso, uma das linhagens mostrou significativo aumento do sistema radicular e
graos com alto contetido de nitrogénio (HABASH et al., 2001).

O papel de dois genes que codificam para GS1 citossélica de milho (gIn1-3 e gin1-4)
foi investigado em detalhes examinando-se o impacto de mutacdes “knockout” desses genes,



e o efeito da superexpressao do glnl-3 em milho sobre o rendimento de graos (MARTIN et
al., 2006). Estes autores encontraram um mutante para os dois genes glnl-3 e ginl-4 que
mostrou reduzido tamanho e nimero de espigas, sem redu¢do na producdo de biomassa na
parte aérea na maturidade. Quando o milho foi transformado superexpressando
constitutivamente o gene gInl-3, houve um aumento significativo no rendimento observado
(~30%). Neste mesmo experimento observou-se que nao houve diferengas significativas na
producdo de matéria seca da parte aérea entre as plantas do tipo selvagem e as linhagens
transgénicas, sugerindo um impacto especifico do glnl-3 na producdo de graos. As plantas
transgénicas de milho superexpressando glnl-3 produziram maior nimero de espigas, tanto
sob baixo quanto sob alto suprimento de N, quando comparadas com as plantas do tipo
selvagem (HIREL et al., 2007).

Em arroz, mutantes knockout na GS1 obtidos através da inser¢cdo de um
retrotransposon Tos17 no exon 8 do gene OsGS1; 1 exibiu uma severa redu¢do no crescimento
e enchimento dos graos, quando cultivados com fertilizacdo nitrogenada convencional. A
reintroducdo do cDNA do gene OsGS1;1 sob o controle do seu proprio promotor nos
mutantes restabeleceu o fendtipo com crescimento normal (TABUCHI et al., 2005). Mais
tarde, estes mesmos autores mostraram que a GS1;1 € importante para um crescimento e
enchimento normal de grios, e que a GS1;2 e a GS1;3 ndo sdo capazes de compensar a fun¢do
da GS1;1 (TABUCHI et al., 2007).

2.3 Estudos de Eficiéncia de Uso de Nitrogénio.

Durante a domesticagdo das plantas houve a selecio de gendtipos que sofreram
mutacdes, que perderam genes que atuavam nas espécies ainda ndo domesticadas,
favorecendo a dispersdo e propagacao da espécie. Teoricamente, a perpetuacdo da espécie
estaria relacionada com um grande ndmero de sementes pequenas e a maior facilidade de
dispersdo destas. A domesticagdo das plantas, por exemplo, ocorreu pela selecio daquelas
plantas com menor queda de grdos ou frutos, possibilitando assim uma maior colheita. No
caso do arroz, para a menor de graos houve a selecdo de plantas que apresentavam mutacao
em um par de bases localizado na seqiiéncia codante de um gene envolvido no
desenvolvimento de tecidos, mais especificamente, um fator de transcricao (LI et al, 2006).

Nas ultimas décadas, a combinacdo de estudos agrondmicos e fisiolégicos com a
genética quantitativa tem possibilitado o uso de marcadores moleculares para identificar loci
regulatorios envolvidos na expressdo de uma caracteristica quantitativa (QTL). Alguns
trabalhos t€m sido desenvolvidos em busca de QTLs responséveis pela eficiéncia de uso de
nitrogénio e qualidade de grao (CHO, et al., 2007; ISHIMARU, et al., 2005; LIAN, et al.,
2005; HIREL, et al., 2001; HU et al., 2004). Estes QTLs sdo regides no genoma das plantas
onde se localizam genes ou grupos de genes, em que, ndo necessariamente estejam todos
envolvidos na expressao de um fenétipo observado, mas pelo menos um dos genes presentes
no QTL, como por exemplo, um fator de transcricio pode controlar a expressdo de outro
grupo de genes responsaveis pelo fendtipo. O mapeamento mais refinado, e a clonagem dos
maiores loci identificados nestes estudos podem fornecer, em um futuro préximo, uma maior
compreensdo dos genes envolvidos nestes processos (KRAPP, et al., 2005; ZHANG et al.,
2010). Assim, o estudo dos genes presentes nestes QTLs assim como o perfil de expressao de
genes em plantas eficientes ou que apresentem maior desempenho em condi¢des de baixa
fertilidade, pode fornecer grandes informagdes sobre os mecanismos envolvidos na maior
eficiéncia de um grupo de plantas.

Em trigo, foi identificado um QTL que conferia um maior contetdo de proteinas nos
graos (DISTELFELD et al., 2006). Este loci foi encontrado em uma cultivar “antiga”, e
comparando esta com cultivares modernas, que apresentam menores teores de proteina,
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verificou-se que nas variedades modernas ocorreu a substituicio de um par de bases,
reduzindo a expressdo do gene. Além disso, foi verificada uma alta similaridade entre
seqiiencias do DNA deste QTL com seqiiéncias de DNA no cromossomo 2 de arroz,
significando que, nesta regido do DNA de arroz pode também haver um QTL envolvido com
o teor de proteinas nos graos. Em continuidade ao trabalho de DISTELFELD et al. (2006), a
regido do QTL para proteina no grao foi seqiienciada e identificados trés genes. Estes trés
genes foram classificados como fatores de transcricdo, da familia NAC (refere-se as iniciais
dos trés primeiros genes descobertos desta familia; NAM de petinia e ATAF1, ATAF2 e
CUC?2 de Arabidopsis), grupo NAM (No Apical Meristem — um dos genes deste grupo regula
a formagdo do meristema apical), e verificou-se que a delecdo de um par de bases em um
desses genes resultava em reducdo dos teores de proteinas e nutrientes nos graos de trigo
(UAUY et al., 20006).

As proteinas NAC, assim como proteinas WRKY compreendem duas grandes familias
de fatores de transcricdo em plantas, e estdo envolvidos varios processos biolégicos sob
condi¢cdes normais e de estresse (FANG et al.,, 2008; EULGEM & SOMSSICH, 2007);
RAMAMOORTHY et al., 2008). Os genes NAC tém sido relacionados a senescéncia em
plantas, assim como os genes da familia WRKY, e o aumento da expressao destes genes foi
observado durante a senescéncia em folhas de plantas de trigo (GREGERSEN et al., 2007). A
maior capacidade de remobilizacdo de N mostra alta correlacdo com o teor de proteinas nos
graos (REED et al., 1980; SOUZA et al., 2002; DISTELFELD et al., 2006). A remobiliza¢cdo
de N envolve a quebra de proteinas pela acdo de proteases e a posterior conversdao do N
liberado em glutamato e glutamina, que sdo as principais formas de transporte N em arroz
(MAE et al., 1984), dessa forma o controle da atividade das enzimas envolvidas nestes
processos podem estar ligados a eficiéncia do uso de N.

Em plantas super-expressando o gene NAN foi observada maior remobilizacdo de N
para os graos (UAUY et al., 2006) assim como a maior eficiéncia no uso de N foi verificada
em plantas de milho super expressando dois genes que codificam para glutamina sintetase
(MARTIN et al., 2006). Nos dois trabalhos citados acima, maiores teores de amino acidos
totais foram observados nos tecidos das plantas. O acimulo de aminoécidos assim como a
maior remobilizacdo de N sdo algumas das caracteristicas verificadas em plantas de arroz do
estado do Maranhdo (variedade Piaui), adaptadas a condicdoes de baixa fertilidade e
apresentando alta eficiéncia no uso de N (SOUZA et al., 1998; SOUZA et a.l, 1999;
SANTOS, 2007; BUCHER, 2007).

A super-expressdo de um gene que codifica para um fator de transcri¢ao, Dof 1 de
milho, em Arabidopsis, envolvido na ativacdo de vdarios genes que codificam enzimas
associadas ao metabolismo de acidos organicos, revelou que tanto o crescimento como o
conteddo de nitrogénio aumentaram sob condi¢des de baixa concentracdo de N no meio
externo (YANAGISAWA, 2004). Assim, pode ser observado que a eficiéncia no uso de N é
controlada por mais de uma via metabdlica, e que a manipulacdo da expressdo de proteinas
reguladoras pode ser uma boa alternativa para aumentar a eficiéncia de uso de nitrogénio
(EUN) nas plantas cultivaveis (HIREL et al., 2007; SANTOS et al., 2011).

Em trigo, estudos de QTL sob alta e baixa disponibilidade de N, tém mostrado que
independente da disponibilidade de N, a absorcdo deste nutriente é controlada por vdarios
genes (AN, et al.,, 2006). A tolerancia a condicdes de baixa disponibilidade é uma
caracteristica altamente desejavel em plantas para um sistema sustentdvel. Foi observado que
a tolerancia a baixa disponibilidade de N por plantulas de arroz possui uma complexa base
genética e requer extensos estudos para sua completa caracterizacdo (LIAN et al., 2005). Em
alguns estudos, como € o caso de estudos sobre EUN, que envolve o metabolismo de N, assim
como o metabolismo de C, € dificil o uso de marcadores como o QTL, pois os principais
fatores que atuam no controle de uma via metabdlica podem ndo ser os elementos presentes



nas regides dos QTLs, fatores cis, e sim elementos que controlam a expressdo dos genes
presentes nos QTL, ou a atividade de enzimas (ZHANG et al., 2010).

2.4 Sinalizacao Envolvida nas Respostas ao Nitrato

A absor¢do de nitrato do solo é um processo critico para as plantas que € controlado
por vias de sinalizacdo que envolvem os transportadores de nitrato (NTR) das raizes. Em
Arabidopsis, NRT1.1 (CHL1), um transportador de dupla afinidade, e o NRT2.1, um
transportador de alta-afinidade, estdo envolvidos na aquisi¢do de nitrato da solucdo externa
(LIU et al., 2003; LITTLE et al., 2005; REMANS et al., 2006; WANG et al., 2009). Muitos
estudos, utilizando plantas geneticamente modificadas t€m mostrado os diferentes aspectos da
sinalizacdo pelo nitrato, como por exemplo, o desenvolvimento de raizes regulado por nitrato
e a expressdo génica regulada por nitrato. Estes dois eventos sdo alterados em plantas de
Arabidopsis com mutacoes no NRTI.1 (chll) ou NRT2.1, sugerindo que eles estdao
diretamente ou indiretamente envolvidos na sinalizacdo do nitrato.

Na ultima década foram realizados muitos estudos na busca de genes envolvidos no
controle da expressdo dos transportadores NRT em resposta ao suprimento de NOs; em
Arabidopsis. Um fato interessante € que, um dos primeiros genes identificados, que exerce
controle sobre a expressdo do NRT2.1, foi o transportador de baixa afinidade NTRI1.1
(MUNOS et al., 2004). Em plantas de Arabidopsis foi demonstrado que este controle ocorre
devido a um sinal especifico, desencadeado a partir da percepcdo do NO; pelo NRTI1.1
(CHLI1), resultando no controle do nivel de expressao do NRT2.1 em fun¢do da concentracdo
externa de NOs".

Recentemente, um estudo utilizando uma planta mutante (chl1-9) incapaz de absorver
NOjs’, demonstrou que a atividade de transporte do NOj3™ (absor¢do) ndo € necessdria para que
ocorra a sinalizacdo através do transportador CHL1, assim, o préprio CHL1 € um sensor de
nitrato (HO et al., 2009) (Figura 1). HO et al. (2009) demonstraram que o estado de
fosforizacdo do CHL1 (NTRI1.1) permite as raizes das plantas perceber e responder as
diferentes concentragdes de nitrato no solo. O estado de fosforizagdo da uma treonina 101
(T101) do CHLI1 € regulado através da concentragdo de nitrato externo e controla a atividade
de transporte e a sinalizacdo. Quando a T101 € fosforilada, o CHLI1 funciona como um
transportador de nitrato de alta afinidade e sensor, que confere a resposta primaria de baixo
nivel ao nitrato a baixas concentracdes de nitrato na solucdo externa. O CHLI1 desfosforilado
age como um transportador de baixa afinidade que conduz a uma elevada resposta primaria
para a alta concentracio de nitrato na solugdo externa (LIU & TSAY, 2003, HO et al., 2009).
Isto indica que o CHLI pode perceber uma extensiva gama de concentragdes de nitrato no
solo e alterar a atividade de transporte e o nivel de sinalizacdo através estado de fosforizagao.
Em bactérias, o sensor de nitrato conhecido ¢ uma quinase de histidina ligada 2 membrana
plasmatica chamada NarX (CAVICCHIOLI et al.,, 1996). Em plantas superiores, hd um
sistema semelhante de dois componentes envolvido na sinalizac@o de citocinina e etileno, mas
nada semelhante foi encontrado para nitrato. Isso demonstra que plantas e bactérias possuem
diferentes mecanismos de percepcao e sinalizacao de nitrato.

Estudos recentes identificaram duas proteinas quinase dependentes de calcio (CIPKS e
CIPK23) envolvidas na fosforizacdo do transportador CHL1 (HO et al., 2009; HU et al.,
2009). Tanto CIPK8 como CIPK23 sdo genes induzidos por nitrato e apresentam baixa
expressao em mutantes chll (HO et al., 2009, HU et al., 2009). Assim como a absor¢ao de
nitrato, a resposta primaria a0 NO3  também apresenta duas fases. O gene CIPK8 é uma
regulador positivo responsdvel pela resposta na fase de baixa afinidade enquanto o CIPK23 ¢
um regulador negativo da fase de alta afinidade. Em resposta a baixas concentracdes de
nitrato, CIPK23 € responsavel por fosforilar o CHL1 na T101, mantendo a resposta de alta



afinidade sob baixa intensidade (Figura 1A). Além disso, o gene CIPK23 também ¢é conhecido
por estar envolvido na sinalizacdo de potdssio, assim, a caracterizacdo das potenciais
interacdes entre vario CIPKs e a sinalizacdo por diferentes nutrientes poderiam ajudar a
entender como a sinaliza¢do do nitrogénio estd integrada com outros nutrientes.

Além de atuar como um transportador de dupla afinidade, o CHL1 modula a expressao
do NRT2.1 (KROUK et al., 2006) através da resposta de sinalizacdo a baixa concentracdo de
nitrato, que envolve a proteina CIPK23 (HU et al., 2009). Nessa condi¢do, a CIPK23 atua
como um modulador negativo, mantendo a expressao do NRT2.1 sob baixos niveis. Quando a
expressdao da CIPK23 € bloqueada, a modulacdo negativa sobre o NTR2.1 deixa de existir,
permitindo niveis mais altos de expressdo deste transportador, tanto sob alta como sob baixa
disponibilidade de NOs™ (HU et al., 2009). Um fato curioso, que ainda ndo foi esclarecido, €
como o CHLI1, expresso no dpice radicular de Arabidopsis, modula a expressdo do NRT2.1,

que ocorre nas células maduras da epiderme e no coértex da raiz (Figura 1B) (VERT &
CHORY, 2009).
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Figura 1. Sinalizacao por nitrato sob alta e baixa disponibilidade de NOs™ na solugdo externa,
e inducdo do transportador NTR2.1 mediado pelo transportador CHL1 (NRTI.1)
(Adaptado de VERT & CHORY, 2009). Linhas com uma seta indicam inducao, linhas
com traco indicam repressao.

Em plantas, o fator de transcricado NLP7 (HU et al., 2009) (um homodlogo do gene
homologo ao Nit2 de Clamidomonas) e os genes LBD37, 38, 39 foram classificados como
reguladores positivos e negativos, respectivamente, para os genes relacionados ao nitrato
como os transportadores de nitrato e a nitrato redutase. A expressao do regulador positivo,
NLP7, ndo é regulada por nitrato ou outras fontes de N, enquanto a expressdo dos reguladores
negativos, LBD37/38/39, é induzida por nitrato e em menor intensidade por amodnio e

10



glutamina (RUBIN et al., 2009). De forma interessante, mutantes nlp7 e 1bd37/38/39 exibem
uma resposta de privagdo de N constitutiva. Diferentes grupos de genes de marcadores de
privacdo de N sdo induzidos nos mutantes nlp7 e 1bd37/38/39 mesmo na presenga de N,
indicando uma relacdo entre a sinalizacdo pelo nitrato e a sinalizacdo pela privacdo deste
nutriente.

O entendimento do sistema como um todo, pela combina¢do da gendmica e biologia
sistemdtica tem permitido aos pesquisadores a desenvolver e testar hipdteses sobre a
regulacdo nutricional em plantas (RUFFEL et al., 2008). A regulacdo génica por anos tem
sido considerada a etapa chave da adaptacdo da plantas as flutuacdes na disponibilidade de
nitrogénio no ambiente (GANSEL et al.,, 2001 ; KROUK et al., 2006). Devido a isto,
abordagens utilizando transcriptoma t€m sido utilizadas durante quase 10 anos para identificar
reguladores envolvidos na resposta ao nitrogénio, reprogramacdo da expressdo génica por
nitrato. Uma questdo que tem intrigado pesquisadores e despertado muita curiosidade é como
as plantas percebem as condi¢cdes do meio externo as raizes, como a disponibilidade de
nutrientes. Trabalhos realizados em laboratorios diferentes, utilizando o mutante chll,
demonstraram que a fun¢do de sinalizador é dependente da situacdo em que as plantas se
encontram (KROUK et al., 2010). Isto foi verificado quando o CHL1/NRT1.1 nado apresentou
o comportamento de sinalizador apds um periodo de privacdo de nitrogénio (WANG et al.,
2009). Estas observagdes demonstram que a sinalizacdo em resposta ao nitrato € complexa e
apresenta uma grande adaptabilidade as flutuacdes de NO3; no ambiente. Além disso, estudos
mostram que nas raizes, os genes controlados por nitrogénio também sao controlados através
de sinalizag@o por carbono e luz (KROUK et al., 2009).

2.5 Avaliacao da Expressao Génica

Nos ultimos anos, muitos esfor¢os t€m sido feitos na busca de meios para melhorar o
desempenho de plantas em condi¢des de estresses. Para tanto, ndo s6 o conhecimento de vias
metabdlicas e atividades enzimdticas, mas também, se impulsionou os estudos de genoma
(DNA) e transcriptoma (RNA) de plantas, fungos e bactérias. Atualmente, o genoma de
plantas como o arroz e Arabidopsis thaliana jé estdo seqiienciados. Além disso, uma grande
quantidade de seqiiéncias de RNA, fragmentos de seqii€ncias expressas ja foram seqiienciados
e depositados em bancos de dados disponiveis a sociedade e novas seqiiéncias continuam
sendo encontradas em cada nova pesquisa.

O grande volume de informacdes acumulado durante esses anos sdo agora utilizados
para auxiliar estudos de genomica funcional. Estes estudos buscam entender qual a fungdo de
cada gene ou da proteina codificada, o controle da expressdao gé€nica e suas interacdes sob
determinadas situagdes. Dessa forma, a andlise da expressdao génica tem se tornado uma das
mais difundidas técnicas utilizadas em pesquisas bioldgicas. O seqiienciamento do genoma de
alguns organismos, junto com a habilidade de processar e detectar automaticamente um
grande nimero de amostras tem impulsionado muitos grupos de pesquisa no estudo complexo
e exigente da expressdao génica em larga escala (LORKOWSKI & CULLEN, 2004).
Atualmente, na era pés-gendmica, a quantidade dados a respeito de seqiiéncias de DNA/RNA
tem incentivado o desenvolvimento de tecnologias para andlises de perfis de DNA e RNAm,
com grande cobertura do genoma e precisdo para cada alvo (YANG et al., 2006). Para isto,
varias metodologias para estudos em larga escala de expressd@o de genes foram e tem sido
desenvolvidas ou melhoradas. Dentre as técnicas mais utilizadas atualmente esta o
Microarranjo (Microarray), que se baseia na hibridacdo cDNA a sondas especificas para cada
gene, fixadas em pequenas placas (slides); técnicas baseadas no seqiienciamento de
bibliotecas de cDNA como SAGE (Anadlise Serial da Expressao Génica) e SSH (Hibridagao
Subtrativa Supressiva) e técnicas baseadas em perfil de bandas (fingerprint) em géis como o
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cDNA-AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado-cDNA). Algumas
das vantagens e caracteristicas destas técnicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas das principais técnicas utilizadas em estudos de expressao
génica em larga escala.

Técnica Principio Vantagens Desvantagens
Grande abrangéncia de
SAGE Seqiienciamento de gengs, fornege dac}qs Muito tr?balhoso, alta
bibliotecas de cDNA quantitativos, identifica tecnologia e alto custo.

novas seqiiéncias
Detectam genes
diferencialmente expressos,  Trabalhoso, alta tecnologia e

Seqiienciamento de
SSH bibliotecas

subtrativas de cDNA gCnes raros © alto custo
desconhecidos
Microarranjo Hibridizagio Répido, grande quantidade Conhecimento prévio dos
de dados genes ou genoma.
Baixo custo, sensivel,

PCR utilizando diferencia genes similares, Trabalhoso (grande ntimero

cDNA-AFLP primers seletivos, dados quantitativos, 8
. . de reacdes de PCR).
perfil de bandas aplicdvel a qualquer

organismo

Além de técnicas para estudos em larga escala, outra muito utilizada para estudos de
expressdo de genes especificos € a técnica de Real Time RT-PCR (Transcricdo Reversa
seguida de PCR em Tempo Real ou RT-PCR em Tempo Real). Desde que foi descrita, a PCR
em Tempo Real tem sido mundialmente utilizada em muitos campos da biologia. Além de
utilizada para determinar a expressdo de genes especificos, esta técnica também tem sido
rotineiramente utilizada para validar resultados de outras técnicas como as descritas
anteriormente (TARIS et al., 2008).

Microarranjos de DNA t€m sido ferramentas poderosas para andlise de expressao
génica em larga escala. Apesar de amplamente utilizado, alguns estudos tem demonstrado
discordancias entres os resultados obtidos por microarranjos produzidos por diferentes
empresas (MAH et al., 2004). Por exemplo, TAN et al. (2003) relataram que de 185 genes
comuns em célula PANC-1, apenas quatro apresentaram resultados consistentes em
plataformas de microarranjos comerciais produzidos pelas empresas Affymetrix, Agilent e
Amersham. Uma das maiores razdes para isto € devido a nesta época as sondas dos
microarranjos ndo apresentarem especificidade para genes e para splicing alternativos, e isto
tem encorajado as empresas criar microarranjos com maior especificidade para estes
transcritos (KOTHAPALLI et al. 2002; MARSHALL, 2004, FEHLBAUM et al., 2005).
Além disso, as discordancias entre resultados de diferentes plataformas de microarranjos
podem resultar de hibridiza¢des cruzadas de seqiiéncias com alta similaridade. As sondas
presentes nos microarranjos muitas vezes sdo constituidas seqiiéncias de cDNA ou produtos
de PCR algumas vezes de tamanho maior que mil pares de bases até pequenos
oligonucleotideos de 25 a 30 pares de bases (YAUK et al.,, 2004), enquanto, resultados
experimentais tem mostrado que o tamanho ideal para estas sondas € de 150 mer (CHOU et
al., 2004). Apesar da grande quantidade genes analisados de uma s6 vez e a rapidez, essa
tecnologia € limitada a poucas espécies devido a necessidade de extenso conhecimento do
genoma e seqiiéncias expressas dos organismos em questdo. Na técnica SAGE e Hibridagao
Subtrativa Supressiva (SSH), sdo geradas bibliotecas de ds-cDNA, e todos os clones sdo
seqiienciados. A principio, a técnica SAGE fornece dados quantitativos da expressao génica.
No entanto, € uma técnica de alto custo e muito trabalhosa, principalmente quando se
pretende comparar muitas amostras (QIN et al., 2001).
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2.6 PCR em Tempo Real

Tecnologias baseadas na Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido
implantadas na maioria dos laboratérios da drea de ciéncias bioldgicas. Uma grande variedade
de modificacdes da PCR tem sido aplicada na deteccdo de organismos em alimento, ambiente
etc. Além disso, a aplicagdo da PCR em estudos de expressdo génica tem se tornado uma
ferramenta comum nas ciéncias biolégicas. A transcri¢do reversa seguida da PCR quantitativa
em Tempo Real (QRT-PCR em Tempo Real) é atualmente uma das modificagcdes da PCR
mais utilizadas técnicas para quantificacio de RNAs especificos, principalmente aqueles de
baixa abundancia.

A PCR em Tempo Real € uma técnica extremamente sensivel e econdmica para
quantificar transcritos de genes de tecidos de plantas (MICHAEL et al., 2008). A
disponibilidade de fluoréforos que se ligam inespecificamente em moléculas de DNA de fita
dupla, como o SYBR GREEN, e miquinas de PCR com capacidade de acomodar placas com
384 amostras, permite quantificar a fluorescéncia ao final de cada ciclo de PCR, tornando
possivel realizar analises de PCR para centenas de genes ao mesmo tempo. Isto tem facilitado
a andlise comparativa de todos os membros de grandes familias de genes, tais como fatores de
transcricao (CZECHOWSKI et al., 2004). Devido ao custo relativamente baixo dos reagentes
e a sensibilidade, precisdo, flexibilidade, reproducibilidade da PCR em tempo real
(UDVARDI et al.,, 2008; BURNS et al., 2005), ¢ facil imaginar porque milhares de
laboratérios de pesquisa escolheram esta técnica para quantificar a expressdo de genes. A
quantificacdo de moléculas de DNA ou cDNA utilizando PCR em Tempo Real, cada dia mais
vem se tornando uma ferramenta comum em pesquisas bioldgicas (PEIRSON et al., 2003). A
introducao da tecnologia de PCR em Tempo Real maximizou e simplificou significativamente
a quantificacdo de 4cidos nucléicos e se tornou uma valiosa ferramenta da biologia molecular
(KLEIN, 2002).

2.6.1. Principio da técnica

A PCR € uma reagcdo enzimdtica, realizada pela enzima DNA Polimerase, que
progride em escala exponencial em que a quantidade de produto amplificado dobra apds cada
ciclo. O procedimento completo da reacdo € facilitado por ciclos de temperatura que permite a
desnaturagdao do DNA (abertura da fita dupla), anelamento de iniciadores (primers) e sintese
de novas moléculas pela enzima. Dessa forma, a reacao pode ser representada pela equagao:

P=T.2"

Em que P € a quantidade de produto formado partindo de uma determinada quantidade
de inicial T apds certo nimero de ciclos n e 2 devido a quantidade de produto dobrar a cada
ciclo, considerando 100% de eficiéncia da reacao.

Assumindo que a eficiéncia da reacdo possa variar, a equagdo pode ser modificada
para:

P=T.(1+E)";

Em que E € a eficiéncia real da reagdo que pode variar de 0 a 1 (TICHOPAD et al.,
2003). A cinética da reacdo pode ser acompanhada em tempo real utilizando fluoroforos que
se ligam as moléculas de DNA sintetizadas ao final cada ciclo e emitem fluorescéncia que é
capturada por aparelhos especificos (SILVA & WITTWER, 2000).

Os sistemas de PCR em tempo real monitoram a fluorescéncia emitida a cada ciclo
proporcional a quantidade de moléculas de DNA sintetizadas, dessa forma, considerando uma
eficiéncia da reacdo de 100%, a fluorescéncia emitida dobra a cada ciclo. Seguindo este
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principio uma amostra como determinada quantidade de moléculas de DNA alvo necessitarad
de um ciclo a mais de PCR para atingir certo nivel de fluorescéncia (GIBSON et al. 1996).

O nimero de ciclos necessario para atingir o nivel de fluorescéncia estabelecido € a
unidade fundamental de quantifica¢io da técnica, chamada de ciclo limite (ou ciclo threshold,
Ct). Assim, se duas amostras sdo comparadas em um ensaio, a diferencga entre os valores de Ct
expressa em escala exponencial, reflete a diferenca ou relacdo da quantidade de DNA alvo
entre as amostras e pode ser expresso pela equacao:

R= 2(C1-C) ) R= 2(ACH,

e considerando a eficiéncia da reacdo temos:
— (ACYH,
R=E"";

onde R ¢ relacdo da quantidade de DNA alvo entre as duas amostras e Ct é um nivel de
fluorescéncia estabelecido dentre da fase exponencial da PCR.

2.6.2. Quantificacao da expressao génica

A quantificacdo da expressao através da PCR em tempo real pode ser realizada de
duas formas, quantificacdo absoluta e quantificacdo relativa. A quantificacdo absoluta ¢é
possivel quando os procedimentos de obtencdo da amostra ndo interferem na rea¢do de PCR.
A quantificacdo do alvo € obtida comparando-se os valores de Ct do alvo com valores de Ct
obtidos a partir de uma curva padrio externa. A curva padrao € feita utilizando amostras com
concentracdes conhecidas do fragmento alvo, amplificado previamente (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). Apesar de o uso de curva padrio fornecer resultados altamente
precisos, a constru¢do de curvas padriao exigem muito trabalho e tempo (PFAFFL, 2001).

A quantificagdo relativa € obtida comparando-se os valores de Ct do fragmento alvo
com os valores de obtidos para um padrao interno (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). No
caso de expressao génica, o padrdo interno também é um RNA, que deve apresentar o mesmo
nivel de expressdo entre os tecidos ou tratamentos estudados. A quantificacdo relativa € a
forma mais pratica para andlise de expressdo e aplicdvel a maioria dos estudos fisioldgicas,
como resposta a algum tipo de tratamento (PFAFFL, 2001). H4 vdrias equacdes para cdlculo
da expressdo relativa, alguns utilizam a eficiéncia da reacdo de PCR para o alvo e o padrao
interno, outras utilizam apenas os valores de Ct, a aplicacdo dessas equacdes sdo discutidas
por PFAFFL (2001). No entanto, a equacdo mais utilizada € a chamada delta Ct (AACt) que
utiliza apenas os valores de Ct da amostra controle e do tratamento apds subtrair os valores de
Ct dos padroes internos de cada amostra. A equagao é:

R=2"**Y em que AACt= (Ct,-Ct p)rg - (Ct,-Ct p)r

onde Ct, e Ct , representam valores de Ct do alvo e do padrdo interno,
respectivamente, € TR e R representam valores da amostra tratada e referencia ou controle,
respectivamente (Livak & Schmittgen, 2001).

Os padrdes internos, ou genes de referéncia, sdo utilizados para normalizar as
amostras, ou seja, corrigir diferencas devido a pipetagem de volumes diferentes ou erros de
quantificagcdo do RNA total. Para isso, o nivel de expressdo do gene usado para normalizagdo
na PCR em Tempo Real deve permanecer constante entre células de diferentes tecidos e sob
diferentes condi¢des experimentais, caso contrdrio, podem levar a resultados erroneos (JAIN
et al., 2006). A quantificagcdo relativa fornece dados precisos e reproduziveis, no entanto, €
extremamente dependente da estabilidade do padrdo interno, deve-se ter cuidado ao escolher
os genes que serdo utilizados como padrdo. Apesar de ser uma técnica extremamente
poderosa, a PCR em Tempo Real possui algumas armadilhas sendo a mais importante delas a
normalizagdo com um gene enddgeno (padrdo interno) também chamado de gene referéncia
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(BUSTIN et al., 2004). Segundo GUTIERREZ et al., (2008), apesar da grande quantidade de
trabalhos desenvolvidos utilizando PCR em Tempo Real a técnica ainda esta subutilizada
devido a existéncia de resultados inconsistentes, provavelmente resultantes de falha na
normalizacdo das amostras.

Assim, a utilizacao de genes de referéncia inadequados pode levar a erros de uma ordem
de até cem vezes (GUTIERREZ et al.,, 2008b). Atualmente, muitos trabalhos buscam
determinar genes de referéncia em diferentes condi¢des, tecidos e diferentes espécies como
em Arabidopsis (CZECHOWSKI et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2008 b), arroz (JAIN et
al., 2006; KIM et al., 2003), batata (NICOT et al., 2005), café (CRUZ et al., 2009).

2.6.3. Aplicacoes da PCR em tempo real

O estudo de respostas fisiologicas e processos de desenvolvimento muitas vezes
necessitam da analise de varios genes em uma mesma amostra que, dessa forma, pode ser util
para entender a funcdo celular das proteinas codificadas por estes genes (GACHON et al.,
2004). No entanto, para comparar perfis de expressdao entre varios genes € necessdria uma
técnica sensivel e confidvel para evitar erros inerentes a diferentes preparacdes de RNA.
Devido as suas caracteristicas, a PCR em Tempo Real satisfaz os requisitos necessarios para
avaliacdo de expressdo de genes, sendo possivel analisar vdrios genes em uma pequena
amostra (CZECHOWSKI et al., 2004).

A técnica de PCR em Tempo Real foi utilizada com sucesso para avaliar a expressao
de mais de 1400 genes que codificam para fatores de transcricio em Arabidopsis
(CZECHOWSKI et al., 2004) e 1880 durante a senescéncia (BALAZADEH et al., 2008). A
expressdo de fatores de transcricdo muitas vezes se da em tecidos ou células especificas ou
sob niveis muito baixos (BALAZADEH et al., 2008) o que torna dificil o seu estudo. O
genoma de plantas apresenta varias familias multigénicas, algumas destas podem ter mais de
100 membros com um alto grau de similaridade de seqiiéncias nos dominios de ligacdo ao
DNA o que dificulta analisar sua expressao utilizando microarranjos (CZECHOWSKI et al.,
2004).

A utilizagdo de técnicas de estudo de expressdo génica em larga escala como
microarranjos permite estudar milhares de genes ao mesmo tempo. Porém, a confiabilidade
dos resultados obtidos por microarranjos muitas vezes pode ser questionada devido a
possibilidade de ocorréncia de hibridizacdo cruzada em casos de genes de alta similaridade
(BALAZADEH et al., 2008; GACHON et al., 2004). Além disso, o limite de detec¢do de
microarranjos € de 1 copia de transcrito por célula enquanto que, a técnica de PCR em Tempo
Real possui um limite de 1 copia em 1000 células (CZECHOWSKI et al., 2004), sendo capaz
de detectar até mesmo a repressdo de um gene naturalmente pouco expresso como os que
codificam fatores de transcricio (BALAZADEH et al., 2008). Dessa forma, uma estratégia
utilizada para dar consisténcia aos resultados de microarranjos € selecionar os genes
representativos as respostas observadas e confirmar seu perfil de expressdo utilizando PCR
em Tempo Real. A técnica foi utilizada para confirmar a expressao de fatores de transcricao
GATA em resposta a luz, ciclo circadiano em Arabidopsis (MANFIELD et al., 2007). Em
arroz, foi utilizada para validar resultados de expressao de proteinas F-Box obtidos por
microarranjos (JAIN et al., 2006). Em estudo de expressao da familia génica que codifica para
proteinas 14-3-3 em tomate sob salinidade e deficiéncias minerais foram encontradas duas
isoformas possivelmente envolvidas nas respostas a estas duas condicdes (XU et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento I: Comportamento das Variedades de Arroz IAC-47 (Melhorada) e
Piaui (Local) Cultivadas com Alto e Baixo Suprimento de N-NO;5

O experimento foi conduzido em camara de crescimento na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), com o objetivo de verificar o comportamento das
variedades de arroz Piaui e IAC-47 quanto ao metabolismo de nitrogénio e verificar a
expressao de genes que codificam para as enzimas de assimilacdo de nitrogénio,
transportadores de nitrato de alta e baixa afinidade, proteinas reguladoras NAR e bombas de
prétons de plasmalema sob condicdes de alto e baixo suprimento de N, por periodos
prolongados, em solu¢do nutritiva.

As sementes de arroz foram desinfetadas com hipoclorito de sédio 2,5% por 20
minutos sob agitacio e em seguida lavadas dez vezes com &4gua destilada. Depois de
desinfetadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie da lamina de 4gua de
um vaso, sustentadas por uma gaze. As plantas foram cultivadas em fitotron, com fotoperiodo
de 12h/12h (luz/escuro) com luminosidade aproximada de 400 pmol m? s (fluxo de fétons
fotossintéticos), umidade relativa do ar de 70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

As plantas foram cultivadas em solucio de HOAGLAND & ARNON (1950) a meia
forca i6nica, contendo 2 mmol L' de N-NOs™ e 0,05 mmol L' de N-NH4", até os 15 dias apds
a germinacdo (DAG) em vasos de 3,7 litros. Apds esse periodo, um grupo de plantas
passaram a receber 0,15 mmol L' de N-NO5™ (baixo suprimento de N) outro passou a receber
5 mmol L' de N-NOj5" (alto suprimento de N). Todas as solugdes utilizadas continham 0,05
mmol L' de N-NH," simulando as pequenas quantidades de amonio presentes em solos
aerados. As plantas foram cultivadas sob estas condi¢des por mais 10 dias, sendo a solug@o
nutritiva trocada a cada trés dias. Apds esse periodo metade das plantas cultivadas a 0,15
mmol L de N-NO5™ recebeu alto suprimento de N (5 mmol L' de N-NOs3") por duas horas, e
metade das plantas cultivadas com 5 mmol L' de N-NO;™ recebeu baixo suprimento de N
(0,15 mmol L' de N-NO;) onde permaneceu por 24h, resultando em quatro condicdes
diferentes de suprimento de N (Figura 2). Os tempos de 2 e 24 horas, nos tratamentos em que
a concentracdo de N na solu¢do foi alterada, foram utilizados para verificar como as
variedades respondem a periodos curtos de aumento da disponibilidade de N, e a resposta no
metabolismo de N a reducdo do suprimento de ser mais lenta devido ao conteudo interno de
NOjs e ao estado nutricional da planta. As plantas foram coletadas, amostras de tecido fresco
de 0,5 gramas de raizes, folhas e bainha foram congeladas em N, liquido para andlise das
fracdes nitrogenadas e acucares soluveis, extracdo de proteinas soldveis, atividades
enzimaticas e andlise de expressdo génica. Amostras de 5 gramas de tecido fresco foram
coletadas para extracao de vesiculas microssomais.
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Figura 2. Esquema representativo do Experimento I utilizando as variedades de arroz Piaui e
IAC-47, cultivadas em solu¢do nutritiva e submetidas aos 15 dias apds a geminagdo a
baixo (0,15mmol L'l) e alto (5mmol L'l) suprimento de N-NOj". Apés 10 dias nestes
tratamentos as plantas tiveram as solucdes trocadas para 5Smmol L™ e 0,15 mmol L™
de N-NOj, onde permaneceram, respectivamente, por duas horas e 24 horas.

3.2 Analise das Fracoes Nitrogenadas e Acucares Soliveis

Amostras de 0,50 grama de material coletado das folhas, raizes e bainhas foram
homogeneizadas em etanol (80%) e apds particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984) a
fracdo soluvel obtida foi utilizada para a determinagdo dos teores de N-amino livre (YEMM
& COCKING, 1955), N-NH," (FELKER, 1977), N-NOs™ (CATALDO et al., 1975) e agticares
soliveis (YEMM & WILLIS, 1957).

3.3 Atividade da Nitrato Redutase

A atividade da Nitrato Redutase (ANR) foi avaliada segundo JAWORSKI, (1971).
Duzentos miligramas de tecido vegetal fresco foram incubados em 5,00 mL da solucdo de
tampao fosfato 0,1 mmol L! pH 7.,5; N-propanol ¢ KNO3; 25 mmol L' em banho-maria a
30°C por 1 hora no escuro. Em seguida, foram adicionados 0,40 mL da solucdo problema;
0,30 mL de sulfanilamida 1%; 0,30 mL de n-naftil-etileno-diamino (0,02%) em outro tubo,
deixando-se em repouso por 20 min. Apés a adi¢do de 4,00 mL de dgua, a leitura foi realizada
contra um padrao com NaNQO,. A absorvancia foi lida em 540 nm e a ANR foi expressa em
umol de NO, g™ de tecido fresco h'.

3.4 Atividade da Glutamina Sintetase

Amostras de tecido armazenadas a -80°C foram maceradas com nitrogénio liquido e
homogeneizada em tampdo de extracdo composto por 50 mmol L™ de Tris-Cl pH=8,0, Immol
L' de EDTA, 1,5% de polivinilpolypirrolidona (PVPP), 10 mmol L de dithiothreitol (DTT),
30% de glicerol e Immol L™ de fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), na proporcdo 3:1 (tampdo
: amostra). O extrato bruto foi centrifugado a 14.000g durante 30 min e o sobrenadante
(extrato protéico) armazenado no freezer a -80°C. O conteiido de proteina foi determinado
como descrito por BRADFORD (1976), usando albumina de soro bovino como padrdo. A
atividade foi realizada como descrito por FARDEN e ROBERTSEN (1980). A atividade foi
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realizada em 500 pL de uma solucdo contendo 50 mmol L™ de Imidazol-HCI pH 7,5, 5 mmol
L' de hidroxilamina neutralizada com Tris, 20 mmol L' de MgCl,, 25 mmol L' de L-
glutamato, 5 mmol L de B-mercaptoetanol e 5 mmol L de ATP. O controle da reacdo foi
realizado sem a adi¢do de ATP no meio de reacdo. A reacdo foi iniciada pela adi¢dao de 50 ug
de proteina ja incluidos nos 500 uL da reacdo e conduzida a 30°C durante 30 min. A reagio
foi paralisada pela adicdo de 350 uL de uma solu¢do composta por 4% (p/v) de éacido
tricloroacético — TCA e 3,2% (p/v) de cloreto férrico anidro — FeCl; preparada em HCI 0,5
mmol L. O y-glutamil monohidroxamato (GHD) foi colorimetricamente determinado em
A=540 nm.

3.5 Isolamento de Vesiculas de Plasmalema e Atividade das PM-H*-ATPases

Amostras de raizes (5 g de massa fresca) foram trituradas com um mixer em 20 mL do
meio de extragdo contendo: Tris-HCI 50 mmol L! (pH 8,0), sacarose 250 mmol L'l, glicerol
100 mL L', KI 150 mmol L', cloreto de colina 100 mmol L', EGTA 2 mmol L', EDTA 2
mmol L™, polivinilpirrolidona (PVP) 10 g L™, fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mmol L,
ditiotreitol (DTT) 5 mmol L™, 2-mercaptoetanol 5 mmol L™ ¢ 5 ¢ L™ de albumina. O extrato
foi filtrado em quatro camadas de gaze e em seguida submetido a uma centrifugacao de 3.600
g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado a 8.000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 105.000 g por 40 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, ressuspendido com 0,5 mL de um meio contendo:
Tris-HCI 30 mmol L™ (pH 7,5), glicerol 150 mL L, EGTA 1 mmol L', EDTA 1 mmol L™,
MgCl, 2 mmol L'l, DTT 2 mmol L' ¢ PMSF 1 mmol L!. O material resultante, denominado
fracdo microssomal foram congeladas em N, liquido e armazenadas a -80°C para posteriores
andlises.

A atividade das bombas de prétons de plasmalema, PM-H'-ATPases foram
determinadas pela quantificacdo do fosfato inorganico (Pi) liberado pela hidrélise de ATP
como descrito por YAN et al. (2002), com modificagdes. O meio de reagio para a PM-H'-
ATPase € composto de MOPS-BTP 30 mmol L! (pH 6,5), MgSO,4 5 mmol L'l, KCl1 50 mmol
L'l, Na,MoO4 1 mmol L'l, 0,2 mL L de Triton X-100, KNO3z 50 mmol L'l, NaN3; 1 mmol L!
e ATP 5 mmol L. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 4 pg de proteina por mL de meio.
Ap6s 30 min a 30°C a reacdo foi paralisada pela adicdo de 0,5 mL do meio de reacdo
contendo as proteinas e 1 mL do meio de parada contendo H,SO4 20 mL L'l, SDS 50 g L'e
(NH4):MoO4 7 g Lt previamente em tubos de ensaio submersos em gelo. Em seguida foram
adicionados 50 uL de 4cido ascérbico 100 g L. Apés 10 minutos 1,45 mL de um meio
contendo 40 g L de citrato de sédio e 20 g L' de 4cido acético glacial foi adicionado a fim
de prevenir a quantificacdo do fosfato (Pi) liberado pela atividade residual das H*-ATPases e
hidrélise dcida do ATP. A cor foi totalmente desenvolvida apés 30 min e a leitura
espectrofotometrica foi realizada a 820 nm.

Para verificar a agdo de inibidores sobre a atividade da P-H*-ATPase, foi usado um
meio com 0,2 mmol L' de Vanadato (Na3zVOy). A atividade desta proteina foi calculada pela
diferenca entre a atividade observada sem e com a presenca de vanadato no meio de reacao.

As concentragdes de proteinas dos extratos de GS e Bombas de Prétons foram
determinadas pelo método de BRADFORD, 1976, usando soro albumina bovina como
padrao.
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3.6 Avaliacio da Expressao Génica
3.6.1 Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit RNagent (Promega). Amostras de tecido
vegetal foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido e aproximadamente 0,1 g foram
transferidos para micro tubos de 2 mL. Em seguida foram adicionados 900 puL da solugdo
desnaturante e 90 uL de acetato de s6dio 2 M pH 4,0. Os tubos foram homogeneizados (por
inversdo, 4-5 vezes), e logo depois foram adicionados 900 uL de Fenol:cloroférmio: dlcool
isoamilico (125:24:1). Os tubos foram homogeneizados por 10 segundos e mantidos no gelo
por 15 min. O homogenato foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 20 min a 4 °C e a fase
aquosa transferida para novos tubos. O RNA foi precipitado com 1 volume de isopropanol e
mantido por 1 hora a -20 °C. O RNA foi recuperado por centrifugacdo a 10.000 x g por 10
min a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75%, homogeneizado
por 10 seg. e centrifugado a 10000 x g por 10 min a 4 °C. O RNA foi seco em capela de fluxo
e ressuspendido com H,O-DEPC. A quantidade e qualidade do RNA total foram verificadas
através de espectrometria a 260 e 280 nm e as razdes 260/280 e 260/230. Foram utilizadas as
amostras que apresentaram razao entre 1,8 e 2,2.

3.6.2 Quantificacdo do RNA e sintese de cDNA de fita simples

O RNA total foi quantificado em duplicata no espectrofotometro SmartSpec™ 3000
(BIO-RAD). Trés microgramas de RNA total foram tratados com DNase (DNase I
Amplification Grade - SigmaAldrich™) seguindo as instrugdes do fabricante. Trés
microgramas de RNA foram misturados com 3uL do tampao de reacdo da DNase I 10X, 3uL
da DNase I num volume total de 30uL. A incubagio da reagdo foi conduzida a 25°C por 15
min, seguida da adi¢do de 3 uLL de EDTA 50mM e posterior inativa¢gdo da DNase I a 65°C por
10 minutos. Apds a digestdio com DNase a qualidade do RNA e a presenca de DNA nas
amostras foi verificada através de eletroforese em gel de agarose.

A reacdo de sintese do cDNA foi realizada com o kit “TagMan® Reverse
Transcription Reagents” (Applied Biosystem) seguindo as instru¢des do fabricante.

3.6.3 PCR em tempo real

A expressdo dos genes foi realizada através de PCR semi-quantitativa em tempo real
(RT-PCR) utilizando iniciadores (primers) especificos para os genes em estudo (Tabela 2). Os
primers foram desenhados com base nas seqiiéncias da regido 3’-UTR (3’-ndo traduzida) dos
RNAm. O gene da actina de arroz foi utilizado como controle constitutivo do experimento. Os
produtos de PCR foram detectados com “SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied
Biosystems). Em todas as reagdes foi realizada uma curva de melting para verificar a presenca
de produtos inespecificos.
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Tabela 2: Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reacdes de PCR em tempo real para os genes de trés isoformas de Glutamina
sintetase citossOlica (GS1.1 e 1.2; GSI), duas isoformas de Glutamina Sintetase plastidial (GS2 e GS2c), duas isoformas de Glutamato
sintase (NADH-GOGAT 1 e 2), quatro transportadores de nitrato de alta afinidade (OsNRT2.1 a 2.4), quatro transportadores de nitrato de
baixa afinidade (OsNRT1.1 a 1.4), duas isoformas de proteina reguladora NAR (OsNARZ2.1 e 2.2), duas isoformas de bombas de prétons
(OsOSA2 e 7) e gene controle da Actina (OsActl 1) de arroz e nimeros de acesso no banco de dados do NCBI.

Gene N° acesso Forward primer Reverse primer
0OsGS1.1 NM_001054580.1 | 5-CCACGACATCCTCGTCATC-3" 5-CCAGCACAAATGCAATTCAC-3"
0OsGS1.2 NM_001055959.2 | 5-GAGTCGTGCTCTCCCTTGAC-3" 5-CTCATCGACTTGGTGCTGAA-3"
OsGSI NM_001071290.1 | 5-~ACGGAGCAAAGAGGATTACG-3" 5-AAAGGACGCGAGAATAAGCA-3"
0sGS2 NM_001060668.1 | 5-GGCAAATAAATCCCAGCAAA-3" 5"-TTAACTGGCGAATGGAAGGT-3"
OsGS2c AK063706.1 5"-TGACCGAACTAATGCCTATTCA-3’ 5" -TGATATTCGGTCCGTATTTGG-3"

NADH-GOGATI

NM_001050419.1

5’-GGAGGGAAATCTAATACAGG-3

5’-AGTTCATCAGCGTTAGTCAG-3’

NADH-GOGAT2

NM_001062809.1

5-AGACAAACAATTTCCCTGAG-3'

5'-TAAAGGGTCACTTCCAACAT-3’

OsNRT2.1 NM_001052193.1 | 5>-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5’-GCGTGTTATCATCGAGTCGAACT-3’
OsNRT2.2 NM_001052194.1 | 5’-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5’-AAACGGTAACAAAACGTTCAACAG-3’
OsNRT2.3 NM_001050538.1 | 5’~-ACGGAGACCGGGATCAAGTA-3’ 5’-CCCACTGCGGGAAGTAGATG-3’
OsNRT2.4 LOC_0Os01g36720 | 5>-ACGAAGCTGGTGGAAGAAGAAG-3’ 5’-ACGACGCCATCGCCATA-3’
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Tabela 2. Continuacao.

Gene N° acesso Forward primer Reverse primer
OsNRTI.1 NM_001067555.1 | 5’-CGAGGTTGGTGCATTTTGTG-3’ 5’-GCCGTGGTGTTCTCTTTTTTTT-3’
OsNRT1.2 NM_001064472.1 | 5’-CAATCTGTAATGCAGGGTTAACTGTT-3’ 5’-AGCATCCTCAAGACCACCAAA-3’
OsNRT1.3 NM_001053775.1 | 5-GAGGTTTGGGTTTTTGAGGTAGTG-3’ 5’-CAGGAGATTGAAGCTAGCATCATATC-3’
OsNRT1.4 NM_001074096.1 | 5°-AATGATCCCTGATTAGGTCAAGTCA-3’ 5’-CCAAATACCACTACTCTTGCATCCT-3’
OsNAR2.1 NM_001053852.2 | 5’-AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3’ 5’-ACTTCACCGTGCTTGGGC-3'
OSNAR2.2 NM_001059634.1 | 5-ACGATCATGGCTCGGTTTG-3’ 5’-CAAGCACCGAGAACTACAAGGA-3’

OsOSA2 NM_001065628.1 | 5-GCAGAAGAGGCCCGTAGGA-3’ 5’-CAGGGTGGTCAGCTCTCTCAA-3’
OsOSA7 NM_001060653.1 | 5’-TCGACACGATCCAGCAGAAC-3’ 5’-GCTGATGACGATCTCTCGTTGA-3’
OsACT2 NM_001057621.1 | 5-CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA-3" 5"-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA-3"
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3.7 Experimento II: Expressao Génica de Glutamina Sintetase e de Transportadores de
Nitrato de Alta e Baixa Afinidade em Resposta ao Ressuprimento de N em Variedades
de Arroz Piaui e IAC-47.

As plantas de arroz das variedades Piaui e IAC-47 foram cultivadas em solucdo
nutritiva em camara de crescimento na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRuralRJ), com o objetivo de verificar o comportamento das variedades quanto ao
metabolismo de nitrogénio, em resposta ao ressuprimento de N-NOj3™ na solucdo nutritiva, e
verificar a expressao de genes que codificam para a glutamina sintetase e de transportadores
de nitrato de alta e baixa afinidade.

As plantas foram submetidas a fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) com luminosidade
de 230 pmol m? st (fluxo de fotons fotossintéticos), umidade relativa do ar de 70% e
temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna). Nos primeiros 20 dias as plantas foram cultivadas
em solucdo de HOAGLAND e ARNON (1950) a 50% da concentracdo original e as
concentracdes de NOs™ e NH;* modificadas para 1,30 e 0,10 mmol Lt respectivamente,
somando 1,4 mmol L' deN.

Aos 20 dias apds a geminagdao (DAG) as plantas foram transferidas e permaneceram
durante 72 h em uma solu¢@o sem nitrogénio (solug¢do controle). Apds este periodo, um grupo
de plantas recebeu alta concentracio de N-NOs; (5 mmol L), outro recebeu baixa
concentracdo de N-NOj3 (0, 15 mmol L'l) e outro recebeu uma nova solucdo sem N. As
coletas foram realizadas antes de aplicar os tratamento (tempo zero) e 6 e 24 horas apds a
adicao dos tratamentos. A coleta realizada no tempo zero foi utilizada apenas para a anélise de
PCR em Tempo Real.

0,15mMNOs |

1,4 mMN [ Sem N Sem N \

[ | [ | |
! l72n ! ! [
G 20 dias 6h 24h

G= germinagio

Figura 3. Esquema representativo do Experimento II utilizando as variedades de arroz Piaui e
IAC-47, cultivadas em solu¢@o nutritiva e submetidas aos 20 dias apds a geminagdo a
uma solu¢do sem N. Apds 72 horas em solucdo sem N, as plantas foram separas em
trés grupos, um grupo continuou em solu¢do sem N e os outros dois receberam o
ressuprimento de N a 5 mmol L' e 0,15 mmol L' de N-NOys, as coletas foram
realizadas 6 e 24 horas apds o ressuprimento.

Amostras de folhas e raizes foram coletadas e armazenadas em etanol 80% para a
andlise das fragdes soliveis conforme descrito no experimento I, ou, em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C para posterior determinacdo da atividade da GS (conforme descrito no
experimento I) e andlise de expressdo génica por PCR em Tempo Real, conforme descrito no
experimento I, das isoformas de Glutamina sintetase, transportadores de nitrato de alta e baixa
afinidade e proteina reguladora NAR, utilizando os primers apresentados na Tabela 2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento das Variedades de Arroz IAC-47 (Melhorada) e Piaui (Local)
Cultivadas com Alto e Baixo Suprimento de N-NO3" (Experimento I)

O cultivo das plantas de arroz das variedades Piaui e IAC-47 por dez dias sob alto ou
baixo fornecimento de NOj3" afetou significativamente o acimulo de massa seca (Figura 4).
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Figura 4. Massa seca de folhas, raizes e bainhas, ¢ massa seca total das variedades de arroz
Piaui (P) e IAC47 (I), cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de
NO;5” L' As plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NO3 L' foram transferidas
para solugdes contendo 5 mmol de NOs L! por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de
NO; L' por 24 horas(5/0,15) respectivamente.

O cultivo sob baixo nivel de N resultou em um decréscimo de 64% e 60% no acimulo
de massa seca nas variedades Piaui e IAC-47, respectivamente, quando comparado com as
plantas que receberam alto nivel de NO3;. O maior acimulo de massa no tratamento de 5
mmol L de NOs foi de 7,4 gramas de massa seca por vaso para a variedade Piaui e 10,04
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gramas de massa seca por vaso para a variedade IAC-47, uma diferenca de 35% entre
variedades. Quando as plantas cultivadas sob 5 mmol L' de NO; foram transferida para uma
solucdo contendo 0,15 mM de NO;™ por 24 horas houve uma aumento significativo de 7 % e
20% na massa seca na variedade Piaui e IAC-47, respectivamente, em relagdo as plantas
mantidas a 0,15 mmol L' de NOs". O aumento na massa ocorreu nas trés partes da planta,
sendo maior nas raizes da variedade IAC-47 (37%). Resultados semelhantes a esses foram
observados para essas mesmas variedades quando foi simulado um fluxo de nitrato na solug@o
nutritiva, semelhante ao fluxo sazonal de N que ocorre nos trépicos (SANTOS et al., 2007)

A Eficiéncia no Uso de Nitrogénio (EUN) pode ser definida como a relagdo entre
producdo de graos por quantidade de N fornecido, e pode ser divida em eficiéncia de absor¢ao
e eficiéncia fisiolégica de uso (SHI et al., 2010). Estudando uso de N em plantulas de arroz,
consideram o acimulo de biomassa em relacdo a fornecimento de N como sendo a eficiéncia
fisiolégica de uso, esses autores verificaram um maior acimulo de massa na variedade com
maior EUN. No campo, nesta fase, as plantas estdo competindo com as plantas invasoras e
outras plantulas em desenvolvimento. Apesar de plantulas maiores (maior biomassa das
plantulas) terem mais chances de sobressairem em uma competi¢io, o rendimento de graos de
uma planta envolve muitos outros fatores além de biomassa. A biomassa da planta, assim
como a sua relacdo com outros fatores, como a atividade de enzimas, pode mudar ao longo do
ciclo (da ontogenia) (ZHANG et al., 2010).

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram maior biomassa na variedade IAC-47.
Estes resultados estao de acordo com os observados em trabalhos anteriores, em que no inicio
do periodo vegetativo (primeiros 30 dias), a variedade Piaui apresentou menor massa quando
comparada a variedade IAC-47 (GARRIDO et al., 2008; SANTOS et al., 2007). No entanto,
trabalhos realizados com essas variedades mostram que com o avan¢o no desenvolvimento
dessas plantas a variedade Piauf passa a apresentar maior massa e maior teor de N, devido ao
maior desenvolvimento da parte aérea (plantas mais altas), comparada a variedades IAC-47
(SANTOS et al., 2009a; SOUZA et al. 1998).

As plantas responderam rapidamente  reducdo no suprimento de N, de 5 mmol L™
para 0,15 mmol L'de NOs’, resultando em um aumento da massa (Figura 4). Plantas de arroz
da variedade Caiapd apresentaram um aumento de 30% na massa de raiz quando foram
transferidas de uma solucio contendo 2,0 mmol L™ de NO;™ para uma solugio sem N por um
periodo de 72 horas, acompanhado por uma reducdo nos teores de NO3™ nos tecidos dessas
plantas (SANTOS et al., 2009). A indug¢do do crescimento radicular tem sido verificada como
uma resposta tipica a baixa disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente N e P. Em
Arabidopsis essa resposta envolve os transportadores de N, que por sua vez, parecem
controlar a redistribuicdo de AIA nas raizes (REMANS et al., 2006; SCHEIBLE et al., 1997,
LINKHOR et al., 2002).

A relacdo Raiz:Parte Aérea (R:PA) das plantas foi significativamente afetada pelos
tratamentos (

Tabela 3). As plantas cultivadas sob baixa disponibilidade de N apresentaram maior
razdo Raiz:Parte Aérea. A transferéncia das plantas cultivadas sob alta disponibilidade de N
para uma condicao de baixa disponibilidade por 24 horas ndo alterou a relagdo R:PA, no
entanto, o fornecimento de alto nivel de N para as plantas que estavam crescendo sob baixa
disponibilidade desse nutriente causou uma reducao significativa na relacdo R:PA. Isso
ocorreu, principalmente, devido a uma reducdo no crescimento radicular nas plantas que
passaram de baixo para um alto suprimento de N-NOj'.
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Tabela 3. Relacdo Raiz:Parte Aérea, com base no peso fresco, de plantas de arroz das
variedade Piaui e IAC 47 submetidas a diferentes concentra¢cdes de NO3 na solugao

nutritiva.
Concentracdo de NO3; (mmol L'l)
Variedade
0,15 0,15/5 5 5/0,15
Piaui 0,93Aa* 0,84Ba 0,48Ca 0,50Ca
IAC-47 0,83Ab 0,69Bb 0,52Ca 0,52Ca

A deficiéncia de N (SCHEIBLE et al., 1997; SCHEIBLE et al., 2004; REMANS et al.,
2006; HIRAI et al. 2004) e fésforo (CAKMAK, et al. 1994; de GROOT, et al., 2003)
resultam em aciimulo de carboidratos nas folhas, altos niveis de carbono alocado para as
raizes e um aumento da relacdo raiz parte aérea. A deficiéncia de N e P afeta em vdrios niveis
a fotossintese, metabolismo de agucares e a particao de carboidratos entre os tecidos fonte e
dreno. Ao contrdrio da deficiéncia de K (CAKMAK, et al. 1994; ZHAO et al. 2001) e Mg
(CAKMAK et al. 1994; HERMANS & VERBRUGGEN, 2005) que embora ocasionem
acumulo de agucares, ndo promovem aumento da massa radicular.

A disponibilidade de NOs™ na solugdo nutritiva teve um efeito significativo sobre os
teores NO3™ nos tecidos das plantas (Figura 5).

As bainhas, principalmente das plantas mantidas sob alto suprimento de N (5 mmol L'
de N-NO3’) foram as partes das plantas que acumularam os maiores teores de NOs', enquanto
os menores teores foram encontrados nas raizes das plantas transferidas de 5 mmol L' para
0,15 mmol L por 24h. Isso mostra que a bainha é o principal sitio de acimulo de NOj”
nessas plantas o que pode estar relacionado a menor atividade metabdlica neste tecido,
conforme também observado por SANTOS et al. (2009). Sob alto nivel de NOj3, a variedade
Piaui apresentou teores de N-NOjs' significativamente maiores nas bainhas e raizes, enquanto
que sob baixo nivel as plantas da variedade Piaui apresentaram maiores teores de N-NO3™ em
todas as partes (Figura 5).

Os maiores teores de N-NOj3 foram encontrados na variedade Piaui, principalmente
nas bainhas. Apesar das plantas cultivadas sob alto nivel de NO; apresentarem um acimulo
de massa em torno de duas vezes maior do que as plantas cultivadas sob baixo nivel de NO3,
parece nao haver efeito sobre os teores de NO3™ no tecido (efeito de diluicdo). Isso indica que
manter os niveis de N-NO; no tecido € uma caracteristica da variedade Piaui (Figura 4 e
Figura 5). Em milho, os teores de NO3™ nos tecidos parecem ser controlados geneticamente, e
apresentam uma alta relacdo com a eficiéncia de uso de N (HIREL et al., 2001). Em
Arabidopsis, a tolerancia a baixa disponibilidade de N, verificada pela razdo entre a massa de
plantas cultivadas sob baixo e alto suprimento de N, apresentaram apenas uma leve redugao
nos teores de NOj3™ nos tecidos (NORTH et al., 2009), o que reforca os resultados verificados
neste trabalho.
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Figura 5. Teores de NO3™ em folhas, bainhas e raizes plantas de arroz, variedade Piaui e
IAC-47, cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol L' de NOj5". Dois
grupos de plantas cultivadas em 0,15 ¢ 5,0 mmol L' de NO; foram transferidas para
solugdes contendo 5 mmol L' de NOj™ por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol L' de
NOj3 por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 5 quando as plantas da variedade IAC-47
cultivadas a 0,15 mmol L'deN passam a receber 5 mmol L'N (0,15/5) ocorre uma aumento
nos teores de N-NOs nas raizes, enquanto que na variedade Piaui ndo ocorrem grandes
variacdes nos teores de NOs nas mesmas condi¢des. Esse resultado parece indicar que nao ha
aumento de absorcdo de nitrato pela variedade Piaui, nessa condi¢do, ou o NO3™ absorvido
estd sendo rapidamente reduzido e utilizado para a sintese de proteinas. Por outro lado,
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quando as plantas cultivadas a 5 mmol L' passam a receber 0,15 mmol L™ (5/0,15) ocorre
uma grande reducdo de nitrato nos tecidos, sendo maior nas raizes e bainhas da variedade
IAC-47. Isso sugere que a variedade Piaui remobiliza o N de uma forma mais eficiente, ou
seja, utiliza o estoque de reserva (pool de reserva) de uma forma mais eficiente. O excesso de
NOs™ absorvido pelas plantas € transportado para os vacuolos, a favor de um gradiente de
potencial eletroquimico por um transportador antiporte (de ANGELI et al., 2006). Esse nitrato
armazenado constitui um pool de reserva, que € utilizado quando ha auséncia de N na solu¢ao
externa ou durante a senescéncia, permitindo a planta manter o seu desenvolvimento.

O status de N de uma planta é determinado pelos teores de diferentes moléculas
nitrogenadas como nitrato, amonio € aminodcidos no tecido. Tem sido relatado que essas
moléculas podem ser sinais do status de N na planta e que podem regular a aquisi¢ao de N
(MILLER et al., 2008). Em um estudo com plantas mutantes de Arabidopsis tolerantes a baixa
disponibilidade de N (Int), o acimulo de NOs;" em ambos, mutantes e plantas normais,
diminuiu com a redu¢do no fornecimento de N de 9 para 0,45 mmol L'!'deN (TENG et al.,
2010), o que é consistente com os resultados relatados em outras plantas. No entanto, nao
houve diferengas significativas nos teores de NOs3 nos tecidos entre plantas mutantes e
normais, ao contrario do que foi observado para a variedade Piaui, que mantém os mesmos
teores de NO3™ na parte aérea, e teores mais elevados que a variedade IAC-47 em todos os
tecidos quando cultivada sob baixo suprimento de N (Figura 5). Essa pode ser uma resposta
adaptativa a ambientes com baixo suprimento ou suprimento transitério de N, o que ocorre no
Maranhao, regido de origem dessa variedade.

Os teores de N-NH;" nos tecidos das plantas variaram significativamente (P>0,001)
em resposta ao fornecimento de N-NOj™ na soluc@o nutritiva (Figura 6) nas trés partes das
plantas. Quando as plantas cultivadas sob baixo suprimento de N passaram a receber 5 mmol
L' ocorreu um aumento significativo no teores de N-NH," nas folhas da variedade IAC47.
Na variedade Piaui, o0 aumento no suprimento de N nfo alterou os teores de N-NH,*, no
entanto, os teores de N-NH,4" nas folhas da variedade Piaui foram maiores quando as plantas
estavam sob baixo suprimento de N (Figura 6), o mesmo acontecendo com os teores de N-
NO;™ (Figura 5). Os maiores teores de N-NH,;* foram observados nas folhas das duas
variedades quando cultivadas sob alto suprimento de N-NOj3™ na solug¢do. O suprimento de
0,15 mmol L™ de N por um periodo de 24 horas as plantas cultivadas anteriormente sob alto
suprimento de N causou uma reducio significativa de 1,60 e 2,5 vezes nos teores de N-NH,"
nas folhas das variedade Piaui e IAC-47, respectivamente. Foram verificadas relacdes
positivas entre os teores de N-NO3 e N-NH," na variedade Piaui (R=0,62) e a variedade IAC-
47 (R=0,68). Os resultados sugerem que os teores de N-NH," estdo relacionados com o fluxo
de N-NOj na planta.

Nas bainhas, os teores de N-NH,4" foram maiores na variedade Piaui, exceto quando as
plantas foram transferidas de 5 mmol L' para 0,15 mmol L' de N por 24h. Quando as
plantas cultivadas sob baixo suprimento de N passam a receber 5 mmol L' de N, os teores de
N-NH4* aumentam significativamente na variedade Piaui, ndo diferindo dos valores
observados nas plantas sob alto suprimento de N. Nas raizes os maiores teores de N-NH,"
foram observados nas plantas sob alto suprimento de N, enquanto os demais tratamentos nao
se diferiram, com exce¢do da variedade IAC-47 transferida de 5 mmol L! para 0,15 mmol L
"'deN por 24h, que apresentaram os menores teores de N-NH,4".
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Figura 6. Teores de N-NH," em folhas, bainhas e raizes plantas de arroz, variedade Piauf e
[IAC-47, cultivadas em solucao nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOg'L'l. Dois
grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol L™ de NO; foram transferidas para
solugdes contendo 5 mmol L' de NOj™ por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol L' de
NOj3 por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

Os teores de N-NH;" nas raizes da variedade IAC-47 foram maiores que os
observados na variedade Piaui apenas nas plantas sob alto suprimento de N, ndo sendo
observadas diferencas entre variedades nos outros tratamentos. O baixo suprimento de N na
solucdo nutritiva causou uma significativa redu¢@o nos teores de N-amino nas folhas das duas
variedades (Figura 7). Nao houve diferencas entre variedades quando as plantas foram
cultivadas sob baixo e alto suprimento de N por 10 dias, no entanto, a alteracdo no suprimento
de N, tanto o aumento como a reducdo do suprimento, causou variacdes nos teores de N-
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amino nas folhas das variedades. Quando as plantas da variedade Piaui, supridas com baixo
nivel de N, recebem um alto suprimento de N por duas horas ocorre um aumento significativo
nos teores de N-amino, atingindo valores maiores do que os da variedade IAC-47, e iguais aos
valores observados nas plantas mantidas constantemente sob alto suprimento de N. A redugdo
no suprimento de N por 24 horas causou uma redugdo significativa nos teores de N-amino,
nas duas variedades, porem a variedade Piaui manteve teores maiores do que a variedade
IAC-47.

Como pode ser observado na Figura 7 os teores de N-amino nas bainhas foram
menores do que nas folhas, porém, foram afetados da mesma forma pelo suprimento de N. No
entanto, os teores foram significativamente maiores na variedade Piaui.

Nas raizes ocorre um pequeno aumento nos teores de N-amino, significativo na
variedade Piaui, quando as plantas cultivadas sob baixo suprimento de N passam a receber 5
mmol L de NOs™ na solugdo nutritiva. Assim como nas folhas e bainhas, ocorre uma
reduc@o nos teores de N-amino nas raizes das duas variedades, quando o suprimento de N é
reduzido por um periodo de 24 horas (Figura 7).

Trabalhos anteriores mostraram resultados semelhantes aos observados, quando o
aumento nos teores de N-NOs™ nos tecidos, quando as plantas foram submetidas a um fluxo
sazonal de N-NO3; (SANTOS et al., 2007), assim como a aplicagcdo foliar de URAN (uréia,
amonio e nitrato) (SOUZA et al., 1999) e o alto suprimento de N-NO;  (SANTOS et al.,
2009a) levou a um aumento nos teores de N-amino livre em plantas de arroz.

Mutantes de Arabidopsis tolerantes a baixo suprimento de N (Intl) apresentaram teor
mais elevado de aminodcidos totais livres nas folhas e nas raizes, tanto sob alto como baixo
nivel de nitrogénio, quando comparadas com as plantas normais (TENG et al., 2010). A
diferenca entre as plantas aumentou com a redu¢do na disponibilidade de N. Nos niveis mais
baixos de N de 0,9 e 0,45 mmol L'l, onde o teor de amino acidos livre nas folhas e raizes das
plantas mutantes (Int) foram aproximadamente 2 e 1,5 vezes superiores aos das plantas
normais, em peso, respectivamente (TENG et al., 2010). Segundo os autores, os resultados
indicam que os mutantes t€m uma maior capacidade de assimilacdo de amonio, resultando em
maiores teores de aminodcidos nos tecidos.

A absorcdo de nitrato em raizes € controlada pelo status de N da planta. O gene
NRT2,1, em Arabidopsis, que codifica um transportador de nitrato de alta afinidade é o
principal alvo deste mecanismo de sinalizacao (GIRIN et al., 2010). Plantas de Arabidopsis
mutantes, insensiveis ao alto status de N, ndo mostraram diferencas significativas nos teores
de N total e N-NO3™ nos tecidos. No entanto, esses mutantes apresentaram diferencas no
conteddo de aminoécido, dcidos orgéanicos e acucares, sugerindo uma possivel participagcdo
desses metabdlitos no controle da absor¢do de NOs™ através do status de N da planta.

Nas folhas, ndo houve diferencas nos teores de aciicares entre as variedades, no
entanto, os teores de agcucares foram afetados pelo fornecimento de N (Figura 8).

Na variedade Piaui ndo houve diferencas entre os teores de acticares nas folhas das
plantas cultivadas sob suprimento constante de 0,15 ¢ 5 mmol L™ de N, e nas plantas que
permaneceram por 24 horas sob 0,15 mmol L de N. No entanto, quando as plantas cultivadas
sob baixo suprimento de N passam a receber 5 mmol L™ de N, ocorre uma reducdo no teor de
acucares quando comparadas as plantas cultivas sob alto suprimento de N. Os teores de
acucares soluveis nas folhas mostraram uma correlacdo negativa (R= -0,53) significativa (P<
0,05) com a atividade de glutamina sintetase (Figura 10). Isso indica que a redu¢@o nos teores
de acucares pode ser devido a utilizacdo destes na assimilacdo de N como fonte de energia e
esqueletos de C.
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Figura 7. Teores de N-amino em folhas, bainhas e raizes plantas de arroz, variedade Piaui e
IAC-47, cultivadas em solug¢do nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NO;3 L. Dois
grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol L™ de NO; foram transferidas para
solucdes contendo 5 mmol L' de NOj™ por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol L' de
NOjs por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

Na variedade IAC-47, ocorreu um aumento nos teores de acticares soldveis nas folhas
das plantas que passam a receber baixo suprimento de N por 24 horas, que pode ser devido a
uma menor assimilacdo de N, resultando nos menores teores de N-amino (Figura 7 e Figura
8). Nas bainhas, os maiores teores de acucares foram observados nas plantas sob alto
suprimento de N, porém, ndo houve diferencas entre variedades (Figura 8). As raizes
apresentaram os menores teores de acucares soldveis. A alteracdo do suprimento de N, de
baixo para alto suprimento e vice versa, ndo alterou os teores de agucares nas raizes da
variedade Piaui, porém, a reducdo do suprimento de N causou um aumento significativo das
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raizes da variedade IAC-47 e um leve aumento, ndo significativo, quando ocorre aumento no
suprimento de N. Quando € realizada uma reducao no suprimento de N, os teores de acucares
nas raizes da variedade IAC-47 atingem valores superiores aos da variedade Piaui. A
assimilacdo de N requer uma grande quantidade de energia, que é fornecida pela fotossintese
e translocada até as raizes principalmente na forma de sacarose. Os agucares soliveis sao
energia prontamente disponivel para os processos celulares (FERNANDES, 1984), e assim o
seu teor na célula pode variar em funcdo da atividade metabdlica.
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Figura 8. Teores de acucares soliveis em folhas, bainhas e raizes plantas de arroz,
variedade Piaui e IAC-47, cultivadas em solu¢ao nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol
L"' de NO5". Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol L' de NOy
foram transferidas para solucdes contendo 5 mmol L' de NO; por duas horas
(0,15/5) € 0,15 mmol L' de NOj por 24 horas (5/0,15) respectivamente.
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Em resposta a reduc@o da disponibilidade de nutrientes as plantas aumentam a sintese
de proteinas (transportadores, enzimas) e aumentam o crescimento do sistema radicular para
explorar um maior volume de solo e aumentar a captagao de nutrientes. Assim, é possivel que
na variedade Piaui esteja ocorrendo um aumento do consumo de agucares ndo s para
crescimento radicular, mas também nos mecanismos de transporte e na formagao de potencias
de membrana para aumentar a efici€éncia na absor¢do N. Na variedade IAC-47 € possivel que
isto ndo esteja ocorrendo ou esteja ocorrendo em menor intensidade, permitindo o acimulo de
acucares (Figura 8).

A Atividade da Nitrato Redutase (ANR) variou em funcdo da disponibilidade de N e
entre as variedades (Figura 9). Sob suprimento constante de N a variedade Piaui mantém os
mesmos valores de ANR, independente do nivel de N, no entanto, quando as plantas foram
cultivadas sob baixo suprimento de NOs™ passam receber um alto suprimento de NO3’, ocorre
uma redugdo significativa na ANR nessa variedade. Sob baixo suprimento de N, a variedade
IAC-47, apresentou valores de ANR quatro vezes menores nas folhas, além disso, ao
contrario da variedade Piaui, ocorre um aumento de 5 vezes na ANR na variedade 1AC-47
quando as plantas passam de baixo para alto suprimento de N. A redu¢do no suprimento de N
nao afetou a ANR nas folhas das duas variedades (Figura 9).

Os maiores valores de ANR nas raizes foram observados nas plantas sob alto
fornecimento de N, sendo maiores na variedade Piaui. Ao contrdrio do que ocorreu nas
folhas, a reduc¢do no suprimento de N causou uma grande reducdo na ANR nas raizes. Esta
reducdo na ANR nas raizes observada nas duas variedades, quando as plantas sao transferidas
de 5 para 0,15 mmol de L' de NOjs’, ocorre provavelmente, devido ao menor influxo de NO3
assim como a reducdo do conteido de NO; nos vactolos nesta condicdo. A ANR estd
relacionada ao fluxo de NOj5™ no citosol. Assim como nas folhas, a ANR foi menor nas raizes
da variedade IAC-47 sob baixo suprimento de N constante, e o aumento do suprimento de N
causou um aumento na ANR nas raizes da variedade IAC-47 e uma reducdo da ANR nas
raizes da variedade Piaui (Figura 9).

A ANR esta relacionada aos teores de NOs do citosol da célula e ndo ao NO3”
armazenado nos vaciolos (COOCKSON et al., 2005) , que representa o maior pool de NOj3
na célula. A maior ANR na variedade Piaui observada na Figura 9, quando sob baixo
suprimento de N, principalmente nas folhas, sugere a ocorréncia um maior influxo de NO3
nessa variedade nessa condic@o. Isso se torna mais evidente quando relacionamos a maior
ANR com os maiores teores de N-NO5™ do tecido. Estes resultados estdo de acordo com os
parametros cinéticos apresentados por essas variedades, onde a variedade Piaui apresenta
maior velocidade de influxo e menor Ky quando submetida a 0,20 mmol L' de N-NOj o que
mostra a sua maior eficiéncia na absor¢ao de N-NO;  (SANTOS et al., 2011).

Sob baixo suprimento de N, a ANR foi maior na variedade Piaui, principalmente nas
folhas, sugerindo um maior influxo de NO3™ nessa variedade. Quando as plantas cultivadas
sob baixo suprimento de NOs recebem um alto suprimento de NOj3", ocorre uma redugdo na
ANR nas folhas e raizes da variedade Piaui e um grande aumento na ANR na variedade IAC-
47 (Figura 9). Na variedade Piaui, quando as plantas passam de baixo para alto suprimento de
N, ao contrario da ANR, h4 um aumento nos teores de N-NH,* (Figura 6) e N-amino (Figura
7). A redugio do N-NOs', que se inicia pela acdo da NR, termina com a formacdo de N-NH,",
através da Nitrito redutase (NiR), que por ser toxico, é rapidamente assimilado em esqueletos
de C, formando aminoécidos. Dessa forma, era esperado um aumento na ANR, assim com
ocorre nos teores de N-NH,;" e N-amino (Figura 6 e Figura 7). Porém, a NR ¢ inibida por
formas de N reduzidas, como N-amino, por um sistema de feedback negativo
(SIVASANKAR et al., 1997; STITT et al., 2002). E provavel que na variedade Piaui esteja
ocorrendo este efeito de feedback negativo sobre a ANR devido ao aumento nos teores de N-
amino que ocorre na variedade Piaui e ndo na variedade IAC-47 (Figura 7 e Figura 9) . Esta
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reducdo na ANR pode favorecer o acimulo de NO;3™ nos tecido nesta condi¢@o, enquanto que
variedade IAC-47 ha um grande aumento da ANR, mostrando uma caracteristica de ripida
reducdo do NOj3™ absorvido por essa variedade.
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Figura 9. Atividade da nitrato redutase em plantas de arroz, variedade Piaui (P) e IAC47 (]),
cultivadas em solugdo nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol L!de NOjs'". Dois grupos de
plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol L de NOs foram transferidas para solucdes
contendo 5 mmol L' de NOj3 por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de NOs’ Lt por 24
horas (5/0,15) respectivamente.
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Nas plantas sob alto suprimento de N, a ANR ¢ elevada apesar dos elevados teores de
N-amino. Este resultado pode estar relacionado a composi¢ao do pool de aminoécido nestas
plantas. O primeiro aminoécido formado a partir da assimilacio do N-NH," é a glutamina. A
glutamina € o principal aminodcido envolvido na sinaliza¢do do status de N nas plantas € no
controle por feedback negativo de alguns genes do metabolismo de N, podendo exercer um
papel de molécula sinalizadora (FORDE & LEA, 2007). Devido as plantas estarem sob alto
fornecimento de N por um longo periodo, pode ter ocorrido um ajuste a essa condi¢cao
permitindo a maior ANR (Figura 9).

Em plantas de arroz contrastantes quanto ao uso de N, ndo foram verificadas
diferencas na ANR nas raizes, o que poderia significar que ndo hd diferencas na taxa de
reducdo de nitrato entre as plantas estudadas (SHI et al., 2010). Deve-ser ter cautela nessa
avaliacdo, pois a ANR pode nao refletir a taxa de reducao real de nitrato. Além disso, SHI et
al. (2010) determinaram a atividade in vitro apenas na presenca de NADH, o que pode alterar
o resultado, pois a ANR pode ser modulada pelos niveis de NADH e a relagio NADH/NAD
endéogena (NUNES-NESI et al., 2010). O protocolo utilizado no presente trabalho
(JAWORSKI,1971), representa melhor a atividade real de NR, pois determina sua atividade in
vivo, estando assim, a enzima sob condicdes mais préximas do fisiol6gico. Além disso, as
concentragdes de NH;" e NO3™ no solo ndo refletem a taxa de absor¢do. A absor¢do de N,
tanto na forma de nitrato quanto de amonio, pode ser afetada por fatores internos das plantas
tais como N ou carboidratos, e por fatores externos como temperatura, nivel de O, e pH da
rizosfera, etc. (MALAGOLI, 2004). O estidgio de desenvolvimento também pode afetar a
absor¢do de N. Muitos trabalhos tém demonstrado que a presenca de NH;" na solucdo
nutritiva inibe a absorcao de NO3; (CLARKSON et al., 1986; MACDUFF & JACKSON,
1991). Como conseqiiéncia, hd interagio entre a absor¢do de NH4" e NO;'.

Houve efeito dos tratamentos na atividade da Glutamina Sintetase (GS) na folhas e
raizes (Figura 10). Nas bainhas ndo ocorreram alteracdes na atividade de GS, assim com
observado para a atividade da nitrato redutase. A menor atividade de GS nas bainhas,
relacionada a uma menor ANR esta de acordo com os resultados de SANTOS (2006).

A atividade de glutamina sintetase foi maior nas raizes e folhas das plantas cultivadas
por um longo periodo sob baixo suprimento de N (Figura 10). Nessa condicao, a atividade de
GS foi maior nas folhas da variedade IAC-47, porém, quando as plantas passam de baixo para
alto suprimento de N ocorre um leve aumento na atividade de GS nas folhas da variedade
Piaui, porém ndo significativo. A atividade da GS segue a mesma tendéncia dos teores de N-
amino. O aumento na atividade da GS na variedade Piaui, se reflete nos aumentos nos teores
de N-amino (Figura 7 e Figura 10) nas folhas dessa variedade. Na variedade IAC-47 a
atividade da GS ndo ¢ alterada assim como os teores de N-amino.

A maior atividade de GS poderia resultar em um actimulo de N-amino nos tecidos,
principalmente glutamina e glutamato (MILLER et al., 2004). Altos niveis enddgenos ou
exogenos de aminodcido podem inibir a absor¢do de N inorganico pelas raizes através da
supressdo da transcri¢do de genes que codificam transportadores de N inorganico. Isso foi
demonstrado fornecendo-se aminodcidos para as raizes de diferentes tipos de plantas e, em
geral inibem tanto a absorcao de nitrato e transcri¢do de transportadores de NOs;™ (VIDMAR
et al, 2000). Em Brassica napus, por exemplo, o fornecimento dos aminoécidos Gln, Glu ou
Asn diminuiu o influxo de NO3™ e a expressao dos transportadores de NOs; (BEUVE et al.,
2004). No entanto, apesar da alta atividade de GS nas raizes sob baixo suprimento de N, ndo
foi observado aumento nos teores de N-amino neste 6rgao. Isso sugere que ocorre uma rapida
translocac@o do N assimilado nas raizes para a parte aérea, o que poderia explicar os a origem
dos maiores teores de N-amino nas bainhas da variedade Piaui (Figura 7), pois este N-amino
pode estar localizado no xilema das bainhas. Plantas de arroz superexpressando OsENOD93.1
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apresentaram alto teor de N-amino nas raizes e xilema sob baixo N, e aumento da EUN (BI et
al., 2009).
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Figura 10. Atividade de Glutamina Sintetase em plantas de arroz, variedade Piaui (P) e
IAC47 (I), cultivadas em solu¢@o nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOs Lt
Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NOs L' foram transferidas
para solugdes contendo 5 mmol de NOs;” L por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de
NO;5 L por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

A maior atividade de GS sob baixo suprimento N indica que esta ocorrendo producao
de NH4" que pode ser devido 2 maior ANR nas raizes da Piaui (Figura 6 e Figura 9) Dessa

forma, sob condig¢des com elevada producdo de NH;", a maior atividade de GS ajudaria a
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manter baixa concentracdo de amonio na célula evitando seus efeitos toxicos (LOTHIER et
al.,2011).

Em um estudo comparando a resposta de duas variedades contrastantes na EUN no
estdgio de plantulas, ndo houve diferencas na atividade de GS nas raizes quando cultivadas
sob condicdes alta disponibilidade de N (SHI et al., 2010). No entanto, apés oito dias sob
baixo suprimento de N a variedade com maior EUN passa a apresentar maior atividade de GS
assim como de NADH-GOGAT. Os resultados observados por SHI et al. (2010) sdo
semelhantes aos resultados apresentados aqui (Figura 10).

Além da atividade da GS nas raizes, foi analisada a expressao relativa de quatro
isoformas de GS encontradas em arroz, sendo trés citosélicas (OsGS1.1; OsGS1.2 e OsGSI) e
uma plastidial (OsGS2) (Figura 11). Apenas duas isoformas apresentaram respostas aos
tratamentos, uma delas codifica para uma isoforma citosélica (OsGS1.2) e a outra para uma
isoforma plastidica (OsGS2). A expressao do gene OsGS1.2 aumentou quando as plantas da
variedade Piaui passam de um baixo para alto suprimento de N. A redu¢do do suprimento de
N, assim como o baixo suprimento constante, causa uma reducdo de 50% na expressao da
OsGS1.2 na variedade IAC-47, enquanto que na variedade Piaui ndo ocorre alteragdo nesses
tratamentos. A expressao do gene OsGS2 ocorre de uma forma semelhante ao OsGS1.2. Nas
raizes das plantas da variedade IAC-47 sob baixo suprimento de N, hd uma reducio de sete
vezes na expressao do gene OsGS2 quando comparado ds plantas sob alto suprimento. Na
variedade Piaui ha uma reducdo de 2 vezes. No entanto, as resposta da expressdo do gene
0OsGS2 a variagdo do suprimento de N sdo maiores na variedade TAC-47, ocorrendo um
aumento de 4 vezes na expressdo quando ocorre aumento ndo suprimento de N (0,15/5), e
uma reducdo de 10 vezes quando ocorre uma redugdo no suprimento de N (5/0,15) (Figura
11). Estes resultados mostram que apesar da expressdo destes genes responderem aos
tratamentos nas duas variedades, a variedade Piaui parece manter niveis mais constantes de
expressao, ou uma menor reducdo na expressao sob condi¢des de baixo suprimento de N.

Embora a atividade de GS tenha sido significativamente maior nas raizes da variedade
Piaui cultivada sob baixo suprimento de N comparado ao tratamento com alto suprimento de
N, ndo foi verificado aumento semelhante na expressdo dos genes que codificam para
isoformas de GS (Figura 10 e Figura 11). Estes resultados podem estar relacionados ao
controle da atividade das enzimas e ndo propriamente da expressdo dos genes. O aumento na
expressdo ou na atividade de GS parece ndo se relacionar sempre com desenvolvimento das
plantas. Em plantas Lotus japonicus superexpressando uma GS1 foi verificada uma correlagdo
negativa entre a atividade de GS na raiz e o acimulo de biomassa nas plantas (LIMAMI et al.,
1999). Neste trabalho a atividade de GS contribuiu para 13% na variagdo de acimulo massa
das plantas. Além disso, observou-se que o menor acimulo de massa estava associado ao
acimulo de NOjs nas folhas das plantas, onde, em Lotus japonicus, a ANR ¢é bastante
reduzida impossibilitando a utilizacdo do N-NO;3. Porém, diferente de Lotus Japonicus,
plantas de arroz possuem a capacidade de assimilar NO;3™ tanto em raizes quanto em folhas e,
a maior massa na variedade Piaui (Figura 4) parece depender do estidgio de desenvolvimento.
Além disso, estudos em que a superexpressdao de uma GS1 (isoforma GS15) de soja foi feita
utilizando os promotores 35S (constitutivo) e rolD (especifico de raiz) (FEI et al., 2003),
apenas uma linhagem com alta atividade de GS nas raizes apresentou reducdo de biomassa.
No entanto, em outras linhagens utilizadas por FEI et al. (2003) o acimulo de N e de
biomassa ndo foi afetado pelo aumento de expressao e atividade de GS na raiz, além disso, os
resultados foram afetados pela disponibilidade de NO;3". Segundo FEI et al., o aumento da
expressao do gene nao resulta diretamente no aumento da atividade da enzima ou mesmo com
o acimulo de biomassa e N.
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Figura 11. Expressao relativa dos genes que codificam para Glutamina Sintetase, isoformas
GS1 (0OsGS1.1; OsGS1.2) GS2 (0OsGS2) e OsGSI, em raizes de plantas de arroz,
variedade Piaui e IAC-47, cultivadas em solu¢d@o nutritiva contendo 0,15 e 5,0
mmol de NO53 L. Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NO3
L foram transferidas para solucdes contendo 5 mmol de NOs” L' por duas horas
(0,15/5) ¢ 0,15 mmol de NO53 L! por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

E provivel que as respostas sejam dependentes de como ocorre o metabolismo do
N na planta ou mesmo os tecido onde ocorre, em fung¢do da espécie. Estudo em outras
espécies, ndao leguminosas, tem mostrado efeito positivo do aumento da expressdao de GS. Em
plantas de arroz, a superexpressdo simultanea das duas principais isoformas de GS (GS1.1 e
GS2) aumentou a eficiéncia de uso de N. Segundo SUN et al., (2005) a massa fresca das
plantas transformadas foi significativamente maior comparado as plantas selvagens quando
cultivadas em meio MS com baixa concentracio de N, na forma de NH4*. Em fumo, a
superexpressao de GS1 aumentou o crescimento das plantas sob baixa disponibilidade de N
(ANDREA, et al. 2000). Em raizes de Brdssica napus as expressao uma GS1 de soja foi
observado um aumento na atividade de GS de 3 a 6 vezes que resultou em niveis reduzidos de
NH," no tecido (DOWNS, et al. 1994).
A superexpressao dos genes OsGS1.2 e AtGLN1,2, em plantas de arroz e Arabidopsis,
respectivamente, causou um aumento do desenvolvimento de em condi¢des de alto
suprimento de NOj3’, porém, sob baixo suprimento de N ndo houve diferencas entres as
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plantas transformadas e normais (BRAUER et al., 2010; LOTHIER et al., 2011). A isoforma
GLN1.2 auxilia na manuten¢io da concentragio do NH,;" na célula, sob condi¢cdes que
favorecem o aumento dos teores deste ion (BRAUER et al., 2010). Dessa forma, a variedade
Piaui parece se ajustar melhor a essa condi¢do de aumento de rdpido na disponibilidade de N,
que pode resultar em aumento do teor de NH;" e causar danos 2 célula.

Estudos tém mostrado que isoformas citossdlicas de GS estdo envolvidas na
remobilizacdo de N durante a senescéncia foliar e enfatizado um papel para esta enzima na
producdo de graos, principalmente em plantas como arroz, milho e trigo (HIREL et al., 2001;
TABUCHI et al., 2005; OBARA et al., 2002, SANTOS et al., 2007; SWARBRECK ET AL.,
2011).

O controle de uma via metabdlica pode ocorrer em varios niveis, sabe-se que a
atividade de GS pode ser controlada a nivel pds-tradugional através de fosforilagdo e ligagcdao
de uma proteina 14-3-3 (MILLER et al., 2007; ORTEGA et al., 2006). A alteracdo na
expressao de genes que codificam proteinas cinases e fosfatases em resposta a disponibilidade
e NOj foi verificado em arroz (LIAN et al., 2006), Arabidopsis (HO et al., 2009; WANG et
al., 2000), tomate (WANG et al., 2001).

As expressdes de duas isoformas de GOGAT dependentes de NADH, denominadas
GLTI1 e GLT2, sdao apresentadas na Figura 12. Assim como ocorre para GS a expressdo das
duas isoformas de NADH-GOGAT varia em funcdo da disponibilidade de N, porém, em
intensidades diferentes (Figura 11 e Figura 12). A expressdao das GLT1 diminuiu com a
reducdo no suprimento de N nas duas variedades, ocorrendo um leve aumento de expressao
como o aumento no fornecimento de N na variedade IAC-47, assemelhando-se ao
comportamento do gene OsGS2 (Figura 11). A expressao da isoforma GLT2 diminuiu
drasticamente nas plantas sob baixa disponibilidade de N, sendo quase indetectdvel. Da
mesma forma, a reducio do suprimento de N, de 5 para 0,15 mmol L' causa uma redugo na
expressdo em 5 vezes na variedade IAC-47. Na variedade Piaui, houve uma grande variacao
da expressdo entre as repeticdes, no tratamento em que foi feita a redu¢do do suprimento de
N.

A reducdo na expressao destas duas isoformas de GOGAT em resposta a reducdo no
suprimento de N foi verificada por SHI et al., (2010). Estes autores ndo verificaram diferencas
de expressdo entre variedades, no entanto, foram observadas diferencas na atividade de
NADH-GOGAT, assim como de GS, entre variedades. Em arroz a indu¢do de NADH-
GOGAT nas raizes foi observada ap6s o fornecimento de 1 mmol L™ de NH,* (ISHIYAMA
et al., 1998), ocorrendo o acimulo da proteina principalmente na rizoderme e endoderme. Isso
ocorre devido o amoénio ser toxico, ndo podendo ser transportado via simplésto, sendo
necessario ser rapidamente assimilado. Em Arabidopsis a expressao de NADH-GOGAT nas
raizes foi induzida por nitrato (WANG et al., 2000). Em Arabidopsis, a isoforma GLT1 € mais
expressa nas raizes comparado as folhas (LANCIEN et al., 2003). Em arroz, a maior
expressdo das duas isoformas de NADH-GOGAT foi verificada nas raizes (ZHAO et al.,
2006), porem, ao contrario do observado aqui, estes autores observaram um aumento da
expressdo sob condi¢des limitantes de N. No entanto, ndo se sabe com certeza como
isoformas de NADH-GOGAT podem estar envolvidas na assimilacdo do NH4* proveniente da
reducdo do NOj™ nas raizes de arroz. A segunda etapa de reducdo do N nitrico ocorre nos
plastidios, o que sugere que o NH;" é assimilado através da GS2. A semelhanca na expressio
da isoforma GLT1 (Figura 12) com a expressdo do gene OsGS2 (Figura 11), sugere a
participacao desta enzima na assimila¢do do N proveniente do NOs'.

A nocaute da isoforma OsGLTI devido a inser¢cdo de um transposon Tosl7 causou
uma reducdo nos teores de glutamato nas raizes de arroz semelhante tanto em plantas
cultivadas em meio contendo 1 mmol L NO3 ou 5 mmol L' de NH4" (TAMURA et al.,
2010). Segundo esses autores a isoforma GLT1 tem um papel essencial na assimilacdo de N
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nas raizes de plantas de arroz, e a perda desta isoforma pode ser compensada por outras
isoformas de GOGAT.
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Figura 12. Expressdo relativa dos genes que codificam para NADH-GOGAT, isoformas
GLT1 e GLT2 em raizes de plantas de arroz, variedade Piaui e IAC-47, cultivadas em
solucdo nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOs L. Dois grupos de plantas
cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NO3 L' foram transferidas para solugdes contendo
5 mmol de NO3 L por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de NO;” L por 24 horas
(5/0,15) respectivamente.

O suprimento constante de N, independente da concentracdo, ndo alterou a atividade
das bombas de prétons da membrana plasmética e (H"-ATPase) (Figura 13). No entanto, o
aumento rapido no suprimento de N causou redu¢do na atividade, enquanto a reducdo no
suprimento de N ndo resultou em um aumento significativo na atividade das bombas de
prétons. Além disso, ndo houve diferencas entre variedades.

Resultados semelhantes a esses foram obtidos seis horas apds o fornecimento de
nitrato, sob alta e baixa concentracdo, as plantas de arroz previamente mantidas sem
nitrogé€nio por 78 horas (SANTOS et al., 2009). No entanto, estes mesmos autores verificaram
a restauracdo da atividade 24 horas ap6ds o fornecimento de NOs'. No trabalho de SANTOS et
al. (2009) a retirada do N da solug¢do causou um aumento significativo na atividade, associado
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a um aumento no crescimento radicular. Segundo estes autores, a auséncia de N na solugao
sinaliza para o aumento da atividade das bombas de prétons, promovendo a acidificagdo do
apoplasto e promovendo assim o crescimento dcido. A reducdo da disponibilidade de
nutrientes, assim com sua auséncia, estimula o crescimento radicular (Figura 4) e poderia
estimular a atividade das bombas de prétons, no entanto, a redu¢ao no suprimento de N por 24
horas ndo resultou em aumentos significativos na atividade destas enzimas (Figura 13).

Ral yA (- Piaui
O IAC47

H*-ATPase
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0,0 - - ; :
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Figura 13. Atividade de P-H"-ATPase em raizes de plantas de arroz, variedade Piaui (P) e
IAC47 (I), cultivadas em solu¢@o nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOs’ |
Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NO5” L™ foram transferidas
para solugdes contendo 5 mmol de NOs” L por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de
NOs~ L! por 24 horas (5/0,15) respectivamente.

Em estudo utilizando plantulas de milho SANTI et al., (1995) observaram aumento da
atividade das P-H"-ATPases ap6s adicio do N-NO;. Neste caso, estes autores usaram
plantulas de milho com apenas trés dias apds a germinacdo, crescidas em solucdo contendo
somente sulfato de cdlcio na auséncia de luz. Outro fato a ser considerado neste caso € a
auséncia de luz, que diminui bastante o processo de redu¢do do NO; absorvido e
conseqiientemente o consumo de prétons absorvidos juntos com este ion. Nessas condicoes,
as bombas de prétons da plasmalema podem ser acionadas para controlar o pH do citossol
retirando os prétons acumulados. No entanto, o aumento na atividade das bombas de prétons
foi verificado apds 3 horas de ressuprimento de N-NOs', em plantas mantidas sem N por 72
horas (SPERANDIO et al., 2011).

Foi avaliada a expressdo de duas isoformas de P-H*-ATPases, OSA2 e OSA7 (Figura
14), que segundo resultados de SPERANDIO et al. (2011) apresentam elevada resposta ao
ressuprimento de N dentre as 10 isoformas de P-H*-ATPases encontradas no genoma de
arroz (BAXTER et al., 2003). Na variedade IAC-47, ocorre uma reducdo de 50% na
expressdo da isoforma OSA2 quando as plantas sdo cultivadas constantemente sob baixo
suprimento de N ou quando ocorre a reducdo de 5 para 0,15 mmol L' de N, enquanto o
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aumento no suprimento causa uma pequena indugdo (Figura 14). A expressao da isoforma
OSA2 na foi significativa na variedade Piaui. A isoforma OSA7 responde de forma diferente
da OSA?2 nas duas variedades (Figura 14).

A expressdo da isoforma OSA7 € maior nas plantas cultivadas constantemente sob
baixo suprimento de N. O aumento ou a reducdo no suprimento de N causa um pequeno
aumento da expressdo de OSA7 na variedade IAC-47, enquanto na variedade Piaui ocorre
uma leve reducdo. As duas isoformas respondem aos tratamentos, porém de forma
diferenciada. A expressao da isoforma OSA7 aumenta sob baixo suprimento de N, enquanto a
isoforma OSA?2 nao responde ou apresenta uma leve redu¢do. A maior expressao da isoforma
OSA7 sugere que esta isoforma participa na absorcdo de N, sob baixas concentracdes. Sob
baixo suprimento de N, o gradiente quimico entre o apoplasto e citossol torna-se maior,
fazendo necessério o gasto de energia para aumento do gradiente eletroquimico utilizando o
bombeamento de prétons realizado pelas P-H'-ATPases. A expressio de isoformas
especificas pode alterar a composicio de P-H'-ATPases na membrana, alterando as
propriedades cinéticas, com afinidade por ATP ou capacidade de bombeamento de HT,
levando a adapta¢do ao meio (ZHU et al., 2009; PALMGREN & CHRISTENSEN 1994).

Apesar da maior expressao da isoforma OSA7, a varia¢do da atividade das bombas de
prétons ndo se correlacionou com a variagdo na expressao (Figura 13 e Figura 14). Isso pode
ser devido a atividade ser realizada em vesiculas extraidas de toda a raiz, enquanto a absorc¢ao
de nitrato ocorre principalmente nos pelos radiculares e proximo ao dpice radicular. Além
disso, essas enzimas sofrem forte controle pds-traducional respondendo rapidamente as
necessidades da célula (PALMGREN, 2001). No dominio C-terminal das P-H*-ATPases est4
localizada a regido auto-inibitéria da enzima, assim como outros sitios regulatérios. A
ativacdo da enzima envolve uma fosforilacdo seguida da ligacdo de uma proteina 14-3-3 em
um residuo de treonina especifico (DUBY et al.,2009). A andlise das duas isoformas de H'-
ATPases mais abundantes, PMA2 e PMA4, em Nicotiana plumbaginifolia foi verificado que
apenas 44% (PMA2) e 32% (PMA4) das proteinas estavam ativas (BOBIK et al., 2010). Esse
controle na atividade dessas enzimas foi observado ao adicionar fusicoccina a solucdo
nutritiva, resultando em um aumento da acidifica¢io da solugiio e aumento na absor¢do de K*
(BUCHER et al., 2006). A fusicoccina promove a ligacdo das proteinas 14-3-3 ao dominio
regulador das H'-ATPases resultando em aumento de atividade (SZE & PALMGREN, 1999).

Os quatro genes dos transportadores de NOs™ de alta afinidade (NRT2) estudados
apresentaram resposta aos tratamentos (Figura 15). A expressdo dos genes OsNRT2.1~2.3 foi
maior nas raizes das plantas mantidas constantemente a 0,15 mM de NO; comparado as
plantas mantidas a 5 mM de NOs". A variacdo no fornecimento de NOj3™ causou respostas
diferenciadas entre as variedades. Na variedade Piaui, o aumento do suprimento de NOs de
0,15mM para 5 mM reduziu a expressiao do gene OsNRT2.1, enquanto que, na variedade IAC-
47 houve um grande aumento na expressdo deste gene neste tratamento. A reducdo no
fornecimento de NO3  de 5 mM para 0,15 mM causou um aumento da expressdo do gene
OsNRT2.1 na variedade Piaui e uma reducdo na variedade IAC-47. A resposta do gene
OsNRT2.2 seguiu a mesma tendéncia do gene OsNRT2.1 nas duas variedades, ao contrario de
trabalhos anteriores (ARAKI & HASEGAWA, 2006; CAI et al., 2008). Os transportadores
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 possuem seqiiéncias codificadoras iguais, diferindo nas extremidades
5’ e 3’ ndo traduzidas, porém, estudos anteriores mostraram padrdes de expressao diferentes
entre estes transportadores, em resposta ao fornecimento de  N-NO; (ARAKI &
HASEGAWA, 2006; CAI et al., 2008). Isso mostra uma resposta totalmente oposta destes
dois genes entre as variedades estudadas
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Figura 14. Expressio relativa dos genes que codificam para duas isoformas de P-H"-ATPase
(OsOSA2 e OsOSA7) em raizes de plantas de arroz, variedade Piaui e IAC-47,
cultivadas em solucao nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOs’ L. Dois grupos de
plantas cultivadas em 0,15 e 5,0 mmol de NOsL" foram transferidas para solucdes
contendo 5 mmol de NO3 Lt por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de NOs’ L! por 24
horas (5/0,15) respectivamente.

O gene OsNRT?2.3 apresentou as mesmas respostas que o0 OsNRT2.1 e OsNRT2.2 na
variedade Piaui, enquanto na variedade IAC-47 ocorre uma reducdo na expressdo deste gene
quando as plantas passam de alto para baixo suprimento de N. ARAKI & HASEGAWA
(2006) identificaram quatro transportadores de nitrato no genoma de arroz. Um trabalho
recente verificou que o mRNA do transportador OsNRT2.3 sofre splicing alternativo,
resultando em outra isoforma para este transportador, sendo as duas referidas como
OsNRT2.3a e OsNRT2.3b (FENG et al., 2011). Os primers utilizados aqui sdo capazes de
detectar a isoforma detectam o transportador OsNRT2.3a. Segundo FENG et al. (2011) o
OsNRT2.3a apresenta um controle semelhante ao OsNRT2.1 e OsNRT2.2, sendo induzido por
NO;~ e reprimido por NH4" , enquanto o OsNRT2.3b apresenta um nivel de expressio estdvel
independente do suprimento e forma de N. ARAKI & HASEGAWA (2006) ndo verificaram
indugdo da expressdo desse gene, provavelmente devido ao conjunto de primers utilizado.

O gene OsNRT2.4 apresentou as maiores variacoes de expressdo, sendo maior a
expressdo nas raizes das plantas sob baixo suprimento de N, comparado as plantas sob alto
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suprimento. Além disso, a reducdo do fornecimento de NOs™ de 5 mM para 0,15 mM causou
uma grande indu¢do na expressdo, enquanto o aumento do suprimento causou uma grande
repressao (Figura 15).

A expressdo coordenada dos genes que codificam para transportadores ¢é
extremamente importante para aquisi¢ao de nutrientes. Na maioria dos casos, o ajustamento
da aquisicdo de nutrientes pelas raizes, a demanda da planta, é dificil devido a baixa
disponibilidade e a variacdo da concentracdo destes nutrientes na solucao do solo. As plantas
modificam o seu sistema de absor¢do alterando a capacidade de absor¢do e assim se adaptar a
disponibilidade de nutrientes no solo (GOJON, et al., 2009). A variedade Piaui parece ajustar
melhor a expressao dos genes em resposta a disponibilidades de N, ao contrédrio da IAC-47.
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Figura 15. Expressao relativa de transportadores de nitrato de alta afinidade (NTR2) em
raizes de plantas de arroz, variedade Piaui (P) e IAC47 (I), cultivadas em solugdo
nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOs” L. Dois grupos de plantas cultivadas em
0,15 e 5,0 mmol de NO3 L! foram transferidas para solugcdes contendo 5 mmol de
NO5 L! por duas horas (0,15-5) e 0,15 mmol de NOs Lt por 24 horas (5-0,15)
respectivamente.

Na maioria das espécies, a quantidade de nutrientes, como N, armazenados nio é
grande o suficiente para suportar o crescimento normal da planta, mesmo que por poucos dias,
quando o nutriente ndo esta disponivel no meio (GOJON et al., 2009). As plantas podem
utilizar duas estratégias para suportar tal situacdo, armazenar maiores quantidades do
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nutriente em questao ou, utilizar de maneira mais eficiente os estoques internos de nutrientes.
A variedade Piaui apresenta a capacidade de acumular quantidades de NOs3™ maiores que a
variedade TAC-47 como observado na Figura 5, e em trabalhos anteriores (SANTOS et al.,
2007; SANTOS et al., 2007; SOUZA et al., 1998). Essa caracteristica de acumular mais NOj3,
criando um maior pool de reserva, pode conferir a variedade Piaui menor suscetibilidade as
variacdes de disponibilidade de N no solo. Essa caracteristica da variedade Piaui pode ser
decorrente do aumento da expressao dos transportadores de alta afinidade em condicoes de
baixa disponibilidade de N. Em Arabidopsis, a tolerancia a periodos de privacio de nitrogénio
foi observada em linhagens que apresentavam maiores teores de nitrato no tecido no inicio do
periodo de privagdo deste nutriente. Estas linhagens apresentavam maior expressdo dos
transportadores AtNRT2.1, AtNRT2.4, AtNRT1I.1 conferindo maior capacidade de absor¢ao de
NO;" (RICHARD-MOLARD et al., 2008).

Grande atencdo tem sido dada ao transportador AtNRT2.1 de Arabidopsis, que
constitui o principal do sistema de transporte de alta afinidades (HATS) para absorcdo de
NO;™ (FILLEUR, et al., 2001; LI, et al., 2007). A transcricao do AtNRT2.1 € estimulada por
condi¢des limitantes de N (GIRIN et al., 2007) e estudos tem mostrado que a perda deste
transportador impede o aumento da absor¢do de nitrato através do sistema de alta afinidade,
em resposta a deficiéncia de N (CEREZO et al., 2001). No entanto, ainda nao estd claro se o
aumento da absorcdo de NO; através do sistema de alta afinidade desencadeado pela
deficiéncia de N, ¢ predominantemente devido ao aumento da transcricdo do AtNRT2.1
(GOJON et al., 2009). Além disso, ha evidencias de que os transportadores NRT2 sao
também regulados pés-traducionalmente em varias espécies de plantas (NAVARRO et al.,
2008; FRAISIER et al., 2000; WIRTH et al., 2007). Em Arabidopsis foi verificado que o
aumento na transcricio ndo resulta em aumento proporcional na quantidade de
transportadores na membrana plasmadtica, permanecendo estdvel por periodos curtos de
inducdo e repressao (WIRTH et al., 2007).

Além da concentracdo de N no solo ser geralmente baixa, esta pode flutuar com o
tempo e no espaco, dependendo de uma série de fatores (MASCLAUX-DAUBRESSE et al.,
2010). A absorcdo de nitrato através das raizes ocorre através de dois sistemas de absor¢do
que coexistem nas raizes e atuam de forma coordenada para obter o NO3™ da soluc@o do solo
(TSAY et al., 2007). De acordo com a resposta ao nitrato, estes transportadores podem ser
classificados como constitutivos, induzidos ou reprimidos por nitrato (OKAMOTO et al.,
2003). Em arroz, sdao conhecidos quatro transportadores de NO; de alta afinidade,
OsNRT2.1~2.4, que apesar de serem poucos, comparado a Arabidopsis que possui sete, a
resposta e as fungdes destes genes ainda ndo foram bem estudadas.

Muitos genes envolvidos no controle mediado por NOs™ sobre os transportadores de
nitrato t€m sido identificados em Arabidopsis. O NTRI1.1, um transportador de dupla
afinidade (LIU et al., 2003), foi um dois primeiros genes identificados que exerce controle
sobre 0 NRT2.1 (MUNOS et al., 2004). Em plantas de Arabidopsis foi demonstrado que este
controle ocorre devido a um sinal especifico do NO3™ dependente do NRT1.1, causando uma
repressao na expressao do NRT2.1.

Além da expressao dos transportadores NRT2, foi avaliada a expressdo de proteinas
NAR nas raizes das plantas (Figura 16). A funcionalidade do sistema da absorcdo de alta
afinidade requer a expressao de proteinas reguladoras NAR2, que em conjunto com o NRT2,
forma o complexo protéico NRT3. Tanto em Arabidopsis como em arroz foram encontradas
duas isoformas de proteinas NAR: NAR2.1 ¢ NAR2.2 (OKAMOTO et al., 2006; ARAKI &
HASEGAWA, 2006).
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Figura 16. Expressao relativa de genes que codificam para proteinas NAR2.1 e NAR2.2 em
raizes de plantas de arroz, variedade Piaui e IAC47, cultivadas em solu¢do nutritiva
contendo 0,15 ¢ 5,0 mmol de NO3 L. Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e
5,0 mmol de NO5 L' foram transferidas para solugdes contendo 5 mmol de NO3” Lt
por duas horas (0,15-5) e 0,15 mmol de NOj3 L! por 24 horas (5/0,15)
respectivamente.

Na variedade Piaui, a expressao dos genes OsNAR2.1 sob baixo suprimento de N foi
ligeiramente maior do que sob alto suprimento de N (Figura 16), ao contrario do que se
observa na variedade IAC-47, na qual se observa uma expressao quase 50% mais baixa nas
plantas sob baixo suprimento de N. Isso indica que a variedade Piaui mantém o sistema de
absorc¢do de alta afinidade mais ativo sob essas condicoes.

As proteinas NAR tém um papel fundamental no enderecamento dos transportadores
NRT2. Em plantas mutantes nar2.1 de Arabidopsis, devido a insercao de um T-DNA, nao foi
possivel detectar o transportador NRT2.1 na membrana plasmética, apesar da expressdo e
tradu¢do do NRT2.1 ter sido confirmada (WIRTH et al., 2007).

Estudos recentes t€ém sugerido que a unidade funcional do sistema de alta afinidade
consiste de um tetrdmero de duas unidade de NRT2.1 e duas unidades de NAR2.1 (YONG et
al., 2010). Esta hipdtese é apoiada pelo fato de que plantas de Arabidopsis deficientes em
proteinas NAR tem o crescimento extremamente reduzido sob baixa concentragdo de nitrato e
apresentam apenas 5% da capacidade de absor¢ao de N-NOj através do sistema de alta
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afinidade (OKAMOTO et al.,2006; ORSEL et al., 2006 ), enquanto a perda do gene AtNRT2.1
causa uma reducdo de 70% (LI et al., 2007). As respostas do gene OsNAR2.I seguem um
padrao semelhante ao que ocorre para os transportadores OsNRT2 (Figura 15), sugerindo um
melhor controle do sistema de alta afinidade nesta variedade.

A expressao do OsNAR2.2 é diferente da expressdao dos genes dos transportadores
OsNRT2.1~2.3. Para OsNAR2.2 ocorre uma redug@o na expressao sob baixo suprimento de N,
e um aumento quando ocorre a reducdo de 5 para 0,15 mmol L' de N-NOs". No genoma de
Arabidopsis foram encontrados os dois gene NAR, no entanto, o gene At{NAR2.2, ao contrario
do gene AtNAR2.I, nao foi encontrado em bancos de dados de expressdo génica de
Arabidopsis (OKAMOTO et al., 2006). Porém, em arroz, a expressao deste gene foi detectada
(ARAKI & HASEGAWA , 2006; TAKAYANAGI et al., 2010; FENG et al., 2011). FENG et
al. (2011) realizaram ensaios para verificar a funcionalidade dos transportadores, utilizando
oocitos de Xenopus. Apenas quando foram injetados ambos RNAm, do OsNAR2.1 e do NRT2
que houve transporte de NOs3. A injecio de RNAm do NAR2.1 ou NRT2 sozinho ndo
resultou em transporte de NO;. Apenas o NAR2.1 foi capaz de interagir com os
transportadores OsNRT2.1, OsNRT2.2, OsNRT2.3a promovendo o transporte de N-NOs". Os
transportadores OsNRT2.3b e OsNRT2.4 transportaram N-NOj; independente da interagdo
com NAR?2.1. Estes autores nao verificaram contribui¢do do NAR2.2 na absorcao de N-NOs'.

As respostas dos transportadores de nitrato nas folhas (Figura 17) foi diferente do
observado nas raizes. Na variedade Piaui, o genes OsNRT2.1 e OsNRT2.3 foram mais
expressos nas plantas sob alto fornecimento de NOs enquanto na variedade TAC-47 este
tratamento apresentou a menor expressdo (Figura 17). O gene OsNRT2.2 apresentou um
aumento de expressdo quando as plantas sob 5 mM de NOs™ passaram a receber 0,15 mM de
NOj". A resposta do gene OsNRT2.4 foi diferente da resposta observada nas raizes. Na
variedade Piaui a maior expressao foi verificada sob alto suprimento de NO3™ e na variedade
IAC-47, a maior expressdo ocorreu nas plantas que passaram de um suprimento para um
baixo suprimento de NOj'.

A expressao dos transportadores OsNRT2 ocorrem tanto nas raizes (Figura 15) como
nas folhas (Figura 17). Estudos iniciais mostraram que os mRNAs NRT2.] acumularam
principalmente nas raizes de N. plumbaginifolia (QUESADA et al., 1997) e Arabidopsis
thaliana (ZHUO et al., 1999). Em Arabidopsis, os genes NRT2.4, NRT2.5 e NRT2.6 sao
preferencialmente expressos nas raizes, enquanto NR72.3 foi expresso tanto nas raizes quanto
na parte aérea e NRT2.7 apenas na parte aérea (ORSEL et al., 2002).

FENG et al. (2011) verificaram a expressdao destes transportadores em diferentes
tecidos de arroz. O transportadores OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e OsNAR2.1 sdo expressos em
todos os tecidos nas raizes primadrias e laterais, sendo o OsNRT2.I e OsNAR2.I mais
abundastes na rizoderme e nas pontas das raizes. Os transportadores OsNRT2.3 foram mais
expressos no cilindro central das raizes primadrias e laterais e o OsNRT2.4 foi mais expresso
na base do primérdio radicular. Esses autores verificaram maior expressao do OsNRT2.3b nas
raizes e OsNRT2.3a nas folhas. Estes transportadores apresentam expressao tecido especifica,
o que sugere que possuem fungdes especificas (FENG et al., 2010). A elevada expressdo do
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 e OsNAR2.1 mostra que estes estdo principalmente envolvidos no
sistema de absorcao de NO3™ do meio externo. Por outro lado, o transportador OsNRT2.3 por
ser mais expresso no cilindro central da raiz e nas folhas, pode estar envolvido no transporte
interno NOj".
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Figura 17. Expressao relativa de transportadores de nitrato de alta afinidade (OsNTR2) em
folhas de plantas de arroz, variedade Piaui (P) e IAC47 (I), cultivadas em solugao
nutritiva contendo 0,15 ¢ 5,0 mmol de NO3 L. Dois grupos de plantas cultivadas em
0,15 e 5,0 mmol de NOs” L' foram transferidas para solugdes contendo 5 mmol de
NO;5” L! por duas horas (0,15-5) e 0,15 mmol de NOs L! por 24 horas (5-0,15)
respectivamente.

O padrao de expressdo relativa dos genes dos transportadores de nitrato de baixa
afinidade (NRTI) foi modificado pelos tratamentos (Figura 18), assim como os
transportadores de alta afinidade (NRT2). Os genes OsNRT1.1, OsNRTI1.2, OsNRTI1.3 e
OsNRTI.4 apresentaram respostas diferenciadas. Sob baixo suprimento de NO3 foi observado
maior expressdo dos genes OsNRT1.2, OsNRT1.3 e OsNRT1.4 na variedade Piaui, comparado
a variedade TAC-47.

A mudanga no suprimento de 0,15 para 5 mM de NO;3 causou uma reducdo de
expressdo dos genes OsNRTI1.3, OsNRTI.4, e OsNRTI.2 na variedade TAC-47. Em
Arabidopsis foram identificados e caracterizados 9 transportadores de NOs™ da familia NRT1.
Esta familia possui genes induzidos e constitutivos, que apresentam fungdes diferenciadas
envolvendo desde transporte de NOs até mecanismos de sinalizacdo (DECHORGNAT et
al.,2011). Os transportadores de baixa afinidade sao induzidos sob altas concentra¢des de
nitrato no meio externo (MASCLAUX-DRAUBRESSE et al., 2010). No entanto, verificamos
elevada expressao no gene OsNRTI1.2 sob baixo suprimento de N na variedade Piaui.
Comparado a Arabidopsis pouco se sabe sobre as caracteristicas dos transportadores de baixa
afinidade de arroz. Em arroz, apenas dois genes desta familia foram clonados, OsNRTI.1
(LIN et al., 2000) e OsNRTI1.3 (HU et al., 2006), no entanto nao foram completamente
caracterizados. O transportador OsNRTI1.1, apesar de ter sido identificado através da
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homologia de seqiiéncia com o transportador AtNRT1.1 de Arabidopsis, ndo parece ser o
ortélogo deste dltimo (DECHORGNAT et al.,2011), alem de apresentar maior semelhanca
funciona com o AtNRT1.2 (HU et al., 2006). Segundo HU et al. (2006), o transportador
OsNRTI.3 apresenta maior homologia ao AtNRTI1.l de Arabidopsis. A expressao do
AINRTI.1 € induzida por NO3 tanto sob alto como sob baixo suprimento deste ion (HO et al.,
2009) e participa dos dois sistemas de absor¢do (HATS e LATS). A resposta do transportador
OsNRTI.2 merece atengdo, pois devido essa homologia funcional, € possivel que esse
transportador esteja contribuindo para o sistema de alta afinidade em arroz.
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Figura 18. Expressao relativa de transportadores de nitrato de baixa afinidade (OsNTR1) em
raizes de plantas de arroz, variedade Piaui (P) e IAC47 (I), cultivadas em solugdo
nutritiva contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOj3 L. Dois grupos de plantas cultivadas em
0,15 e 5,0 mmol de NO3" L! foram transferidas para solucdes contendo 5 mmol de
NO5 Lt por duas horas (0,15/5) e 0,15 mmol de NO3 Lt por 24 horas (5/0,15)
respectivamente.

Nas folhas, houve menor efeito do suprimento de N sobre a expressdao dos
transportadores de baixa afinidade (Figura 19) quando comparado com a expressdo nas raizes.
As maiores diferencas entre as variedades foram observadas para os transportadores
OsNRTI1.2 e OsNRTI.3. O transportador OsNRTI1.3 foi mais expresso na variedade Piaui
cultivada constantemente sob alto fornecimento de N (Figura 19).
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Figura 19. Expressao relativa de transportadores de nitrato de baixa afinidade (OsNTR1) em
folhas de plantas de arroz, variedade Piaui e IAC47, cultivadas em soluc@o nutritiva
contendo 0,15 e 5,0 mmol de NOj3 L. Dois grupos de plantas cultivadas em 0,15 e
5,0 mmol de NO;3 L' foram transferidas para solucdes contendo 5 mmol de NO;3 L!
(por duas horas) e 0,15 mmol de NOs L! (por 24 horas) respectivamente.

A variedade Piaui desenvolveu estratégias que lhe permitisse tolerar situagdes limitantes
de fornecimento de nutrientes no solo. Com os resultados obtidos, verificamos que esta
variedade apresenta um metabolismo diferente da variedade melhorada. A variedade Piaui
possui um sistema de absor¢do mais eficiente, que responde mais rdpido ao aparecimento de
N no meio externo, alem de possuir um sistema de absor¢cdo mais eficiente, apresentando uma
maior afinidade pelo nitrato (SANTOS et al., 2009). Outra caracteristica importante desta
variedade € a eficiéncia fisioldgica de uso do N, em que hd uma remobiliza¢do mais lenta do
NO; armazenado nos tecido, uma vez que este se encontre em baixa disponibilidade. Essa
remobilizacdo mais lenta do NOj3 parece estar relacionada de alguma maneira com a
remobilizacdo do N ja reduzido (remobiliza¢cdo), na forma de proteinas ou amino 4cidos. O
que nos leva a esta hipétese sdo os teores de amino dcidos nos tecidos da variedade Piaui e a
atividade da GS que € uma enzima que esta envolvida no controle do uso de N nas plantas.
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4.2 Expressao Génica de Glutamina Sintetase e Transportadores de Nitrato em
Resposta ao Ressuprimento de Nitrato na Solucao Nutritiva (Experimento IT)

A massa fresca das plantas ndo variou durante o experimento, provavelmente devido ao
curto periodo de tempo entre as coletas (Tabela 4). Da mesma forma, os valores de massa
fresca ndo foram afetados pelos diferentes niveis de nitrogénio. Por outro lado, a variedade
IAC-47 apresentou um acuimulo de massa fresca maior que a variedade Piaui. O menor
acimulo de massa na variedade Piaui pode ter sido devido ao periodo em que as plantas
permaneceram sem N, onde a IAC-47 remobiliza o NO3; rapidamente, enquanto a Piaui
controla mais a remobilizacdo (SANTOS et al., 2009). No entanto, o acimulo de massa no
estdgio de plantula ndo afeta o acimulo de massa ou a produgdo de graos no final do ciclo (Bi
et al., 2010). Deve-se lembrar que a produgcdo de massa e graos por estas variedades foi
anteriormente estudada (SOUZA et al.,, 1998). No final do periodo de desenvolvimento
vegetativo a variedade Piaui apresenta um maior acimulo de massa quando comparada a
variedade [AC-47, mesmo quando cultivada em vasos com terra (SOUZA et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2004) ou solu¢@o nutritiva (SANTOS et al., 2007; SANTOS et al.,
2009a).

Tabela 4. Massa fresca de plantas de arroz apds ressuprimento com N-NOs (0,15 e 5 mmol
L por 6 e 24 horas, apds permanecer por 72 h em solucdo sem N.

Sem Nitrogénio 0,15 mM NO53’ 5,00 mM NO;5
TIAC 47 Piaui TIAC 47 Piaui TIAC 47 Piaui
g. vaso™
Raiz 3,27 20,25 2,76 +0,21 3,24 +024 2,68 10,15 3,11 0,15 2,53 0,08

Folha 7,34 +036 5,96 +023 7,26 +0,32 5,71 +0,19 7,00 +0,18 5,51 +0,09
* Médias de trés vasos, com 4 plantas cada vaso, + desvio padrao da média

Ap6s um periodo de 3 dias de cultivo sem nitrogénio o conteido de NO3™ nas raizes
das plantas de arroz foi significativamente alterado (Figura 20 A e B). Estes resultados estdo
de acordo com os resultados observados no primeiro experimento (Figura 5), onde se observa
uma reducao nos teores de NO3™ nas raizes das plantas que receberam baixo suprimento de N
por 24 horas, no entanto, devido ao longo periodo sem N, a queda nos teores foi muito maior.
Como pode ser visto nas plantas que permaneceram sem N, os teores de NOj3 foram
drasticamente reduzidos, ndo sendo detectado nas raizes da variedade Piaui e apenas no tempo
de 6 horas nas raizes da variedade IAC-47 (Figura 20B). J4 nas folhas observa maiores teores
de nitrato tanto nas plantas sobre deficiéncia quanto no ressuprimento com 0,15 ou SmM de
N-NOj5 (Figura 20A).

Esses resultados indicam que a variedade Piaui, além de acumular mais NOjs’, utiliza
esse NO;3™ de forma mais econdmica durante a deficiéncia, permitindo sempre a existéncia de
um pool de reserva. Esse comportamento parece resultar numa estratégia para maior
eficiéncia de uso do N. O NOj3™ € um ion muito mdvel no solo e o pouco que é produzido pela
mineralizacdo da matéria organica € disputado entre as plantas e os microorganismos, fazendo
com que fique escasso na solu¢@o do solo. Assim, utilizar o NO3™ acumulado de forma mais
eficiente pode favorecer as plantas, permitindo tolerar melhor o periodo de déficit deste
nutriente. Em Arabidopsis foi demonstrado que uma linhagem que acumulava maiores teores
de NOs conseguia sustentar o crescimento normal por um maior tempo de auséncia de N no
meio (RICHARD-MOLARD, et al., 2008).

O ressuprimento de NOj3 causou um grande aumento nos teores de NOs™ nos tecidos
das plantas, tanto a 0,15 como a 5 mM, atingindo valores maximos nas raizes apds 24 horas
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(Figura 20A e B). Os teores nas folhas da variedade Piaui superiores aos da variedade IAC47,
nas duas doses de NOj3 (Figura 20 A). Sob baixo fornecimento de NOs', a variedade Piaui
apresentou maiores teores de NOs nas folhas (Figura 20A) quando comparada a variedade
TAC-47, 6 horas apos o ressuprimento. Ao contrdrio do observado sob alto fornecimento, no
ressuprimento com 0.15 mmol L' de N-NOs’, houve uma grande queda nos teores de NOs
apos 24 horas. Isso ocorre principalmente nas folhas, e é devido provavelmente a exaustao do
NO;3 na solugdo, que resulta na reducdo do influxo e queda dos niveis internos devido a
assimilacdo.. Depois de 24h do ressumprimento com 0.15 mmol L”, a variedade Piaui
mantém teor mais elevado de N-NO3™ nas folhas que a IAC-47 (Figura 20A), mostrando mais
uma vez a maior capacidade de manter o contetido interno de NOs'.

O transporte de NO3™ para o interior dos vacuolos e a manuten¢do de concentragdes
elevadas deste anion necessita de um transporte ativo através do tonoplasto (MILLER &
SMITH, 1996). Este mecanismo foi elucidado quando foi descoberto um transportador, da
familia dos transportadores de Cl’, AtCLC, capaz de transportar NOs , por meio de um
antiporte com prétons (ANGELI et al., 2006). No entanto, € necessdrio um transporte de
prétons para o interior dos vactolos, mediado por uma V-H'-ATPase e/ou H'-PPase, para
gerar um potencial de membrana que permita a entrada do NOs;  (KREBS et al., 2010). O
maior acimulo de NOj™ na variedade Piaui estd de acordo com trabalhos anteriores (SOUZA
et al., 1998; SANTOS et al., 2009b; SANTOS et al., 2009a. Estudando o metabolismo de
NO; na variedade Piaui e na variedade IAC-47, foi verificado uma maior atividade de V-H"-
ATPase nas bainhas (SANTOS, 2006) e raizes (GARRIDO et al., 2009) da variedade Piaui
quando comparada a variedade IAC-47, mostrando o maior potencial da variedade Piaui de
acumular nitrato.

HIREL et al. (2001) sugerem que plantas de milho selecionadas para uma elevada
eficiéncia no uso de N, devem possuir uma alta capacidade de absorver o N e armazend-lo nos
primeiros estdgios de crescimento vegetativo. Estes mesmos autores também sugerem que
durante a fase de crescimento vegetativo, essas plantas deveriam ter uma baixa atividade da
NR, o que favoreceria o acimulo de NOj3 que poderia ser usado no final do ciclo para a
producdo de graos.

RODRIGUES et al. (2004) trabalhando com duas variedades de arroz, uma tradicional
(Piaui) e outra melhorada (IAC-47), verificaram que a variedade Piaui apresentou uma
elevada eficiéncia no uso de N quando comparada com a IAC-47. Estes autores atribuiram o
fato a elevada capacidade que a variedade Piaui apresentou para armazenar o N absorvido no
estdgio inicial de crescimento e remobilizd-lo no final do ciclo para a sintese de proteina nos
graos.

A eficiéncia para absor¢cdo de N em estdgios iniciais de desenvolvimento na cultura do
arroz pode ser resultado de um processo adaptativo dessas plantas a ambientes onde a
disponibilidade desse nutriente € baixa e ocorre transitoriamente como “fluxos” nas épocas de
chuva. O maior acimulo de N-NOs™ na variedade Piaui, sob diversas condi¢cdes ambientais e
diferentes estdgios de desenvolvimento j& havia sido demonstrado em outros estudos
(RODRIGUES et al., 2004; SOUZA e FERNANDES, 2006; SANTOS et al., 2009b),
demonstrando seu potencial no acimulo e uso eficiente de N. O acumulo de NOj3; nos
vacuolos nos primeiros estidgios de desenvolvimento e a sua remobilizagdo posterior tém sido
considerados como bons indicadores da capacidade de producao de grao em milho (HIREL et
al., 2001).

Os teores de aminoécidos livres nos tecidos seguiu o mesmo padrdo que os teores de
NOj™ (Figura 21). No entanto, ao contrdrio do observado para NOs’, os teores de N-amino
foram muito maiores nas folhas que nas raizes (Figura 21A). Diferente dos teores de NOj',
nio houve diferencas nos teores de aminodcidos livres entre as plantas mantidas sem NOs'.

51



Nas raizes, os teores de aminodcidos livres foram aproximadamente 5 vezes menores que 0S
encontrados nas folhas, e ndo foi observado diferencas entre variedades (Figura 21B).
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Figura 20. Teores de N-NOs em folhas (A) e raizes (B) de plantas de arroz, das
variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds tratamento sem nitrogénio e apds
com 0,15 e 5 mmol L!de NOs'.

Comparando o perfil de expressdo génica em raizes de plantas de arroz cultivadas sob
baixo e alto suprimento de N, foi verificado um aumento na expressao do gene OsENOD93.1
(um gene envolvido no processo de nodulacdo em leguminosas) nas raizes das plantas sob
baixo suprimento de N (BI et al., 2009). A superexpressdao do gene OsNOD93-1 resultou no
aumento da eficiéncia do uso de N nas plantas de arroz. Uma das modificagdes observadas
nas plantas transformadas foi o aumento nos teores de N-amino na seiva do xilema,
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principalmente sobre condi¢des limitantes de N. Resultados semelhantes foram verificados
em plantas de arroz em que a superexpressdo do gene OsCIPKI2 resultou no aumento da
EUN, quando cultivadas sob baixa disponibilidade de NH," (ASANO et al., 2010). Plantas de
arroz superexpressando uma aspartato amino transferase (AAT) tiveram maiores teores de N-
amino nos tecidos e maior acimulo de proteinas no grao, quando comparado com as plantas
selvagens (ZHOU et al., 2009).
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Figura 21. Teores de amino 4cidos livres em folhas (A) e raizes (B) de plantas de
arroz, das variedades Piaui e [IAC-47, 6 e 24 horas apds tratamento sem
nitrogénio e ap6s com 0,15 e 5 mmol L' de NOs5".

Houve reducao nos teores de agucares soltiveis nas raizes das plantas quando sob alto
suprimento de NOj3™ (Figura 22). Nas folhas, a reducdo nos teores de acticares da variedade
Piaui foi observada sob alto e baixo suprimento de NO3', enquanto na variedade IAC-47 esta
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queda s6 foi observada 6 horas apds o ressuprimento com 5 mM NOj; (Figura 22).
Independente dos tratamentos, os teores de acticares soliveis foram menores no tempo de 24
horas que as 6h (Figura 22). Isso ocorreu provavelmente devido ao tempo de luz acesa antes
das coletas, que para 6 horas apds o ressuprimento corresponde a 9 horas apds acenderem as
luzes da camara de crescimento, enquanto que 24 horas apds o ressuprimento corresponde a 3
horas apds as luzes ascenderem. A reducdo nos teores de actcares nas folhas (Figura 22)
ocorre a0 mesmo tempo em que aumenta os teores de N-amino (Figura 21). Esse resultado se
deve, em parte, pela utilizacao destes agicares como fonte de esqueletos de C e energia para
assimilacdo de N (FERNANDES, 1991).
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Figura 22. Teores de acucares soltiveis em folhas (A) e raizes (B) de plantas de arroz, das

variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds tratamento sem nitrogénio e apds com
0,15 e 5 mmol L' de NO5..
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Nao houve diferencas significativas na atividade de glutamina sintetase entre as
variedades (Figura 23), independente do suprimento de N. O ressuprimento com NOj3™ causou
um aumento significativo na atividade de GS, principalmente nas raizes. Nas folhas a
atividade de GS s6 é alterada 24 horas apGs o ressuprimento de Smmol L' de NO;". Nas
raizes o aumento na atividade de GS ocorre mais rapido comparado as folha, apresentando
aumento de atividade 6 horas aos o ressuprimento de NO;'.
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Figura 23. Atividade da Glutamina Sintetase em folhas e raizes de plantas de arroz, das
variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds receberem 0,15 ¢ 5 mM de NOs',e
plantas mantidas sem nitrogénio.

O aumento na atividade de GS nas raizes ocorre nas duas concentragdes de NOs™ sendo
maior nas plantas que receberam Smmol L' de NO5s™ assim com nas folhas. A atividade de
GS nas folhas reflete 0 aumento significativo nos teores de N-amino. E provavel que a sintese
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de N-amino esteja ocorrendo nas raizes, que apresentou maior atividade de GS, e esteja sendo
translocado para a parte aérea via floema.

A atividade de GS em folhas diminui apds 24 horas, as plantas que permaneceram sem
N e no ressuprimento com 0,15 mmol L' de NO5". Essa queda na atividade pode ser resultado
da queda nos teores de agucares soliveis. A GS2 € a isoforma mais abundante em folhas
fotossinteticamente ativas e sua atividade € controlada pelos teores de carboidratos (NUNES-
NESI et al., 2010).

Nas folhas, a expressdo de GS1.1 foi reduzida apds a adicdo de NOs™ (Figura 24 A),
independente da concentracdo fornecida. Ja nas raizes (Figura 24B) as respostas sdo muito
pequenas nas primeiras 6 e 24 h apds o fornecimento de NO3. Ha apenas uma pequena
repressdo no ressuprimento com 5 mM as 24h (Figura 24B). A outra isoforma citosélica
GS1.2, ao contrério da GS1.1, ndo apresentou respostas as 6 horas nas folhas, contudo, as 24
horas o comportamento foi semelhante ao da OsGS1.1, com uma reducdo de expressao,
exceto na variedade IAC-47 sob 5 mmol L' (Figura 24C). J4 nas raizes ha um aumento na
expressdo da OsGS1.2 quando as plantas foram submetidas ao ressuprimento com NO3; em
ambas as concentracdes (Figura 24D). As 6h, s6 ha aumento de expressdo significativo para a
variedade Piaui, ao passo que as 24h, o ressupriemento provoca aumento de expressao nas
duas variedades independente da dose de ressuprimento (Figura 24D). Os genes que
codificam para as enzimas de assimilacdo de NH.*, GS e GOGAT, tém recebido uma grande
atencdo, pois sdo a principal rota da assimilacdo do N em plantas, através do ciclo
GS/GOGAT. Em plantas superiores hd duas principais isoformas de GS: a GS citosélica
(GS1) e plastidica (GS2). ZAO & SHI (2006) observaram uma redu¢do na expressao de
0OsGS1,1 e GS1,2, ambas citosolicas, em raizes de plantas de arroz ressupridas com 0,50
molL" de NOs, depois de 48 horas sem N. Essas mesmas plantas apresentaram um aumento
da expressao de GS2. A GS1.1 € mais abundante em tecidos vasculares, tendo um importante
papel na reciclagem e na remobiliza¢do de N para o grao (MASCLAUX-DRAUBRESSE et
al., 2010, BERNARD & HABSH, 2009).

A expressdo dos genes que codificam para GS pode ser alterada por diversos fatores
como luz, estresse hidrico, temperatura e fornecimento de nutriente, principalmente
nitrogénio. O nitrato controla a expressao de genes do metabolismo de C e N, e dentre esses,
os genes que codificam para glutamina sintetase (SHEIBLE et al., 2004; WANG et al., 2001).
Nas plantas que receberam nitrogénio apds o periodo de deficiéncia o padrdo de expressao
dos genes de OsGS1.1 e OsGS1.2 sdo semelhantes (Figura 24), sendo um pouco maiores nas
raizes. No entanto, em um trabalho realizado por ZHAO e SHI (2006) foi verificado o
aumento na expressdo gene OsGSI.I em folhas (2 vezes) e raizes (4 vezes) apds o
ressuprimento com baixo nivel de N, para o gene OsGS1.2 ocorre uma repressdao da expressao
nas folhas, enquanto nas raizes o aumento na expressao foi maior que o observado para o gene
OsGS1.1.

Houve maior acimulo de transcritos para GS2 nas raizes da variedade Piaui com alto e
baixo ressuprimento de N-NOj3™ as 6 e 24h (Figura 25B). A variedade IAC-47 apresenta o
mesmo padrdo de expressdo de GS2 que a Piaui, no entanto, com niveis inferiores (Figura
25B). ZHAO & SHI (2006) encontraram uma aumento na expressdao do gene OsGS2 nas
raizes apos o fornecimento de NOs  semelhante ao observado nesse trabalho para na variedade
Piaui. Isso pode representar uma preferéncia de assimilacdo nas raizes por essa variedade em
condi¢Oes de "Flush" de N no solo, na a variedade IAC 47 parece ocorrer 0 mesmo porem em
niveis mais baixos.
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Figura 24. Expressao relativa dos genes que codificam para isoformas de Glutamina Sintetase
citosdlica de arroz, variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds receberem 0,15 e 5

mM de NOj',e plantas mantidas sem nitrogénio.

A forma OsGS2c resultante do splicing alternativo do RNAm da GS2, apesar de sofrer
grande inducdo por 0,15 mM de NOj para a variedade Piaui (Figura 25), apresenta um
acumulo extremamente baixo de transcritos quando comparada com as outras isoformas,
necessitando de em media de 5 a 8 ciclos a mais de PCR para atingir o limite de corte
(threshold).

A expressdo do gene GS2 mostrou um pequeno aumento nas folhas das duas
variedades principalmente quando receberam ressuprimento com alta dose de N. Apds seis
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horas do fornecimento de NOj3 as duas variedades apresentam a mesma resposta, enquanto
que as 24 horas apds o ressuprimento com NOs apenas a variedade IAC-47 apresenta um
aumento de expressao, sobretudo com 0,1 mmol L. Ao contrario do observado por (ZHAO
& SHI, 2006) que mostram maior expressdo do gene OsGS2 nas folhas o ressuprimento com
N-NOs resultou em maior expressao nas raizes em ambas as variedades (Figura 25 A B).

As isoformas de GS citosélica (GS1) assimila o NH," derivado da absor¢do primdria e
de varias rotas internas de reciclagem de N (BERNARD & HABASH, 2009). Desta maneira
a GS citosolica € essencial para a remobilizagdo do N derivado da degradacdo de proteinas
durante a senescéncia ou quando ha escassez desse nutriente no solo. A GS citosolica €
codificada por uma pequena familia génica em arroz (GSI.1 - GS1.3). A expressao génica dos
membros desta familia sdo regulados pelo status de N da planta, assim como por condi¢des
ambientais. Estas respostas sdo observadas nas folhas das plantas de arroz (Figura 24 A), em
que a expressao da OsGS1.1 é reduzida pela metade apds 6 e 24 horas do ressuprimento com
de NOs', ou seja, apds as plantas passarem de uma situagdo de deficiéncia de N por 72h e
receberem novamente uma soluc¢do nutritiva contendo 0,15 e Smmol L' de N-NOj5". Nas
raizes, a reducdo na expressdo de OsGS1.1 ocorreu apenas 24 horas apds o fornecimento do
NOj', com efeito mais pronunciado no ressuprimento com 5 mmol L' de NO;j'.

A isoforma OsGS1.2 apresenta um redu¢do na expressao nas folhas 24 horas apds o
fornecimento de NOj™ (Figura 24 C), no entanto, nas raizes hd um aumento de até trés vezes
ap6s 6 horas do fornecimento de NOj3 e 1,7 vezes 24 horas apds (Figura 24 D). Em
Arabidopsis e arroz, a localizagdo dessa enzima se correlaciona com o local de absor¢ao de
NH,", e é responsdvel pela assimilacio do NH;" absorvido (ISHIYAMA et al., 2004;
SONODA et al. 2003), o que pode explicar a baixa resposta nas folhas apds o ressuprimento
com NOj (Figura 24 C). No entanto, o aumento da expressao desse gene nas raizes sugere um
aumento nos teores de NH," nesse tecido. Em raizes de aveia, em que a isoforma citosoélica é
predominante, a atividade de GS aumentou apés o fornecimento de NOs sem nenhuma
alteracdo na quantidade de proteina (PEAT & TOBIN, 1996). Isso sugere que a GS citosdlica
esta envolvida na assimilacdo do NH4" produzido na reducdo do NOs nas raizes (TOBIN
&YAMAYA, 2001) e que ocorre uma regulacdo pos-trancricional em resposta ao NOs’
aumentando a atividade da enzima sem alterar sua quantidade.

Em folhas de gramineas como trigo e arroz a GS citosdlica é a menos abundante, mas
considerada importante devido sua localizacao especifica e fung¢des fisiologicas (HABASH et
al., 2001). Plantas de arroz mutantes, sem a isoforma GS1.1 quase ndo se desenvolvem
(TABUCHI et al., 2005), e apresentam uma reduzida producao de graos. No entanto, o papel
da GS citosdlica da raiz na assimila¢do primdria de N nao € bem compreendida (BERNARD
& HABASH, 2009).

A isoforma plastidica (GS2) apresentou um grande aumento de expressao na raizes das
plantas submetidas ao ressuprimento com NO;3 (Figura 25). Este aumento foi mais
pronunciado na variedade Piaui. A participacdo da GS plastidial na assimilagdo priméria de N
ndo tem sido muito estudada. Trabalhos com essa isoforma tem sido feito em estudos sobre
fotorrespiracdo. Estudos com mutantes de aveia deficientes em GS2 ndo apresentou nenhum
fenotipo anormal quando crescida sob condi¢des de baixa fotorrespiracao (LEEGOOD et al.,
1995). Em alfafa, o fornecimento de NO3; aumentou a expressdo de GS2 tanto em folhas
coma nas raizes, sendo a resposta mais rapida na raiz (ZOZAY A-HINCHLIFFE et al., 2005).
A etapa final da redug@o do nitrato ocorre nos plastidios, tanto nas folhas como nas raizes,
assim, o NH," produzido na reduciio do NO;3 esta prontamente disponivel para ser assimilado
através da GS2, no entanto, pouca atenc¢do tem sido dada a essa isoforma.
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Figura 25. Expressao relativa dos genes que codificam para isoformas de Glutamina Sintetase
plastidica de arroz, variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds receberem 0,15 e 5
mM de NOjs',e plantas mantidas sem nitrogénio.

Muitos estudos tem justificado a importincia da GS no metabolismo do nitrogénio em
plantas. Um grande aten¢do tem sido dedicada a estudos sobre a transformacdo de plantas
para super-expressar genes de GS, visando elucidar o seu papel na eficiéncia de utilizacdo de
nitrogénio. Em plantas de arroz superexpressando os genes de GSI.1, GS1.2 e uma GS de
Escherichia coli (glnA) sob controle do promotor CaMV 358, foi verificado um aumento da
atividade total de GS na folha e concentracdes de proteinas soliveis, elevagdo dos teores de
aminodcidos &cidos totais e conteido de N (CAI et al. 2008). Isso demonstra que o
metabolismo de N pode ser alterado pela atividade total da GS, ou ainda, de uma isoforma
especifica.

Os genes que apresentaram maiores respostas ao fornecimento de nitrato foram
OsNRT2.1 e 2.2 tanto sob baixa como alta concentracdo de nitrato (Figura 26). Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por ARAKI e HASEGAWA (2006). A
inducdo da expressio do OsNRT2.1 e 2.2 foi maior na variedade Piaui em todos os
tratamentos (Figura 26). Apds o ressuprimento nas duas doses com N-NOj', houve repressao
do OsNRT2.3 as 6 e 24h, enquanto que para OsNRT2.4 essa repressao sO aparece as 24h
(Figura 26). Resultados similares foram encontrados em Arabidopsis, em que os genes
AtNRT?2 foram agrupados em trés categorias: nitrato-induziveis, nitrato-reprimidos e nitrato-
constitutiveis (OKAMOTO et al., 2003).
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Em Arabidopsis, foi verificada uma clara correlacdo positiva entre a absor¢do de
nitrato e a quantidade de transcritos de AtNRT2.1 (OKAMOTO et al., 2003). Em outro estudo,
o bloqueio da expressao do AtNRT2.l foi suficiente para diminuir drasticamente a
contribuicdo dos sistemas de alta afinidade (HATS), mostrando que o AtNRT2.1 é o maior
colaborador para esse sistema de absorcdo em Arabidopsis (LI et al., 2007). A maior
expressdo do OsNRT2.1 e 2.2 na variedade Piaui, estd de acordo com os resultados
encontrados por (SANTOS et al., 2009b) que num estudo de cinética de absorcdo de NOj,
verifica que a variedade Piaui apresenta maior afinidade (menor Ky) e maior velocidade de
absorcdo (Vmsx) comparada a variedade IAC47. Em arroz, os transportadores OsNRT2.1 e
OsNRT2.2 tem sido apontados como genes candidatos para o melhoramento de plantas
visando maior eficiéncia no uso de N (ARAKI e HASEGAWA 2006).

O actmulo de transcritos para 0 OsNRT2.1 e OsNRT2.2 (Figura 26A) atingem o valor
maximo 6 horas apds o ressuprimento com N-NO;3; na variedade Piaui, enquanto, na
variedade IAC-47 isso ocorre 24 horas apds o ressuprimento com N-NOs. As 24h de
ressuprimento com 0.15mmol L', o aumento de expressdo do OsNRT2.1 e 2.2 na variedade
IAC-47 € um pouco maior comparado ao da variedade Piaui, no entanto, a resposta mais
rdpida da variedade Piaui (maior expressdo as 6h) pode conferir uma vantagem adaptativa as
condi¢des de fluxo transitério de N. A variedade Piaui € originaria do estado do Maranhao,
uma regido onde predomina duas estagdes climdticas bem definidas, representadas por um
periodo de seca e outro de chuva. Com o inicio da esta¢do chuvosa, apés um longo periodo de
seca, se inicia a mineralizagdo da matéria organica e consequente aumento da disponibilidade
de N, que em pouco tempo, torna-se escasso devido a lixiviagdo causada pelo excesso de
chuva, ocorrendo assim um flush de N-NOj3. Nessas condi¢des, devido as caracteristicas
quimicas do anion NOj3 e das cargas do solo, a disponibilidade deste ion pode apresentar
grande variagdo em um curto intervalo de tempo, sendo alvo de competi¢do entre plantas e
organismos no solo. E provdvel que as respostas da variedade Piaui estejam relacionadas a
adaptacdo desta variedade a condi¢cdes ambientais do seu local de origem.

Nos trabalhos de ARAKI e HASEGAWA (2006), a absorcdao aparente de NOj3
aumentou constantemente apds o fornecimento de NO3; por um periodo de 25 horas, onde o
aumento na absor¢cdo foi acompanhado por um aumento na expressao do gene OsNRT2.1.
Estes dados estdo de acordo com os encontrados por SANTOS et al. (2009), que observa
maiores valores de Vs para a variedade Piaui sob baixo suprimento de N. A Vs representa
o influxo méximo do fon e estd relacionada a uma maior quantidade de transportadores
atuando na absorcdo. Os transportadores OsNRT2.3 e OsNRT2.4 se assemelham aos genes
AINRT2.5 e AtNRT2.7 (PLETT et al.,, 2010), que sofrem repressio por NOj3 ou sdo
expressos constitutivamente, € tem pouca participacdo no processo de absorcio de NOj3
(ARAKI e HASEGAWA, 2006).

A resposta mais rapida e em maior intensidade na variedade Piaui pode explicar o fato
desta variedade apresentar maior eficiéncia de absorcdo de nitrato e atingir o Cp,;, mais rdpido
do que a variedade IAC-47, como observado por SANTOS (2006). Essa reposta rdpida
provavelmente confere a variedade Piaui uma vantagem adaptativa durante o fluxo sazonal de
N que ocorre na regido tropical. Segundo GREENLAND (1958) e WETSELAAR (1961), o
clima tropical, caracterizado por duas estacdes bem definidas (um periodo de chuvas e um
periodo seco), ocasiona fluxos sazonais de nitrato no solo. O mesmo fendmeno parece ocorrer
nas regides do cerrado brasileiro, onde houve acimulo de N-NOs™ no solo em curto periodo de
tempo na estacdo chuvosa (NARDOTO e BUSTAMANTE, 2003). Desta forma, o N estd
sujeito a lixiviacdo mais intensa durante a estacdo das chuvas, tornando-se disponivel para as
plantas apenas no inicio do periodo umido, portanto, devendo ser absorvido rapidamente.
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Figura 26. Expressdo relativa dos genes que codificam para os transportadores de nitrato de
alta afinidade, em raizes de plantas de arroz, variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas
apos receberem 0,15 e S mM de NOs',e plantas mantidas sem nitrogénio.

SANTOS (2006) verificou que mesmo apresentando um desenvolvimento do sistema
radicular inferior ao da variedade IAC-47, a variedade Piaui quando submetida ao
ressuprimento com 0,2 mmol L' de N-NOj3" consome o nitrato mais rapidamente. Além disso,
as duas variedades atingem o Cp, (concentracdo do nutriente em solugdo nutritiva no qual o
influxo liquido € zero) em concentracdes diferentes de NO3” (SANTOS, 2006), o que também
foi observado para NH4" por BAPTISTA et al. (2000). No trabalho de SANTOS (2006), o
contetido de nitrato fornecido a variedade Piaui na dose de 0,2 mmol L' chega a zero apés 20
horas, enquanto a variedade IAC-47 parece ndo conseguir esgotar totalmente o conteido de
NOj" da solugdo nutritiva. Esta observagdo sugere que a variedade Piaui possui um sistema de
alta afinidade para absor¢do de nitrato mais eficiente que a variedade IAC-47 e corrobora com
os maiores valores de expressao do OsNRT2.1 e 2.2 encontrados nesse trabalho (Figura 26).

Os niveis de expressdo dos OsNRT2.1 e 2.2 foram elevados nas primeiras 6 horas nos
dois niveis de NOs3. As 24h apds o ressuprimento de NOs3 os niveis de expressdo
permanecem elevados nas plantas sob 0,15 mmol L' de NOs, e retorna aos niveis basais nas
plantas que receberam 5 mmol L' de NOs. A expressio do NRT2 é regulada pela
disponibilidade externa de N e pelo status de N da planta, que em Arabidopsis envolve um
mecanismo com a participacdo do AtNRTI1.I e proteinas cinase O que torna curioso o alto
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nivel de expressdo as 6 horas sob alto e baixo nivel de N. No entanto, a repressdao mediada
pelo NRTI1.1 depende do pré-tratamento em que as plantas foram submetidas. Quando as
plantas sdo submetidas a um periodo de auséncia de N, a participacdo do NRT1,1 € “anulada”.
A queda na expressdo do NTR2.1 e 2.2, reflete um maior status de N nessas plantas,
envolvendo assim o NRT1.1 na repressdao do NRT2.1.

A expressdo das proteinas NAR2.1 apresentaram o mesmo padrdo observados para os
transportadores OsNRT2.1 e 2.2, sendo induzido apds o fornecimento de NO;3. Esses
resultados indicam a participacdo dessa proteina nos sistema de absorcdo de alta afinidade
como verificado por FENG et al., (2011). Nao foram observadas diferencas na expressao
entre as variedade 6 apds o ressuprimento de NO; ao contrdrio do observado para os
transportadores de alta afinidade (Figura 27). A proteina NAR2.2 diferente do observado para
os transportadores OsNRT2.1 e .2.2 e a proteina NAR2.1, porem, parece ocorre um aumento
na expressao desse gene apos 24 horas e deficiéncia de N. A proteina NAR2.2 ndo interage
com os transportadores NRT2 identificados em arroz (FENG et al.,, 2011) participando
sistema de absorcd@o, no entanto, a expressao dessa proteina responde ao nitrato.
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Figura 27 Expressao relativa dos genes que codificam para que codificam para proteinas
NAR, em raizes de plantas de arroz variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds
receberem 0,15 e 5 mM de NOjs',e plantas mantidas sem nitrogénio.

A expressdo dos transportadores de baixa afinidade em resposta ao ressuprimento de
NOj" foi diferente entra as variedades (Figura 28). Na variedade Piaui ocorre um aumento na
expressdo do gene OsNRTI.1 e 1.2 as 6 horas apds o suprimento de NOs', enquanto na
variedade IAC-47 parece ocorrer uma reducdo na expressdo do OsNRTI.I. Assim como
ocorre com os transportadores de alta afinidade, ha uma resposta mais rdpida da variedade
Piaui. O transportador OsNRT1.2 que apresentou elevada expressdo nas raizes da plantas da
variedade Piaui (Figura 28) apresentou um leve aumento nas plantas da variedade Piaui com
ressuprimento de 5 mmol L' de NOs". Ainda nio foi esclarecido como esses genes atuam na
absorcdo e translocacdo de NOj". No entanto, verificamos mais uma vez uma resposta mais
rdpida na variedade Piaui indicando a melhor adaptacdo as flutuacdes na disponibilidade de N
no solo.
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Figura 28. Expressdo relativa dos genes que codificam para que codificam para os
transportadores de nitrato de baixa afinidade (NRT1), em raizes de plantas de arroz
variedades Piaui e IAC-47, 6 e 24 horas apds receberem 0,15 e 5 mM de NOs',e
plantas mantidas sem nitrogénio.

Dessa forma, € extremamente importante um sistema eficiente de absorcao, para tornar
possivel,ndo somente a absor¢do de NO3 mas também os estoques internos de NO;3™. Isto é
possivel por mecanismos que modulam a capacidade de absor¢do de acordo com a demanda
da planta em resposta a variacao espacial e temporal na disponibilidade de nutrientes no solo
(SCHATCHTMAN & SHIN, 2007).

No campo, quando ndo € realizado adubagdo, a maior parte do N € absorvida através
do NRT2 (MALAGOLI et al., 2004). Isso mostra que a variedade Piaui pode apresentar uma
maior vantagem sob baixo suprimento de NOs,, por apresentar niveis mais elevados de
expressao de NRT2.
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5 CONCLUSOES

A variedade Piaui consegue manter a homeostase do seu metabolismo quando
submetida a estresses ambientais como baixos niveis de N na solucdo do solo. Nossos
resultados sugerem que esta caracteristica estd associada a manutencdo de maior atividade de
enzimas de assimilacdo como Nitrato Redutase e Glutamina Sintetase, e teores elevados de N-
soluvel nos tecidos. Estas caracteristicas resultam em maior resiliéncia em face as condi¢des
adversas da agricultura nas regides tropicais. Variedades melhoradas como a IAC-47
aparentemente perderam essas caracteristicas ao longo do processo de melhoramento.

A manuten¢do dos niveis elevados de metabdlitos, e a maior atividade enzimdtica
estdo relacionados ao aumento na expressdo dos genes que codificam para os transportadores
de alta afinidade, OsNRT2.1, OsNRT2.2, OsNRT2.3 e OsNAR2.1 e o transportadores de
baixa afinidade OsNRT1.2 e OsNRT1.3 e a maior estabilidade na expressdo dos genes que
codificam para as enzimas envolvidas no metabolismo de N (NR, GS, GOGAT) em condi¢des
de baixo suprimento de nitrato.

A maior expressao dos transportadores de NOs resulta em resposta mais rdpida a
presenca de NOs; no meio externo, apresentando maior expressdao dos transportadores
OsNRT2.1, OsNRT2.2 o que resulta em maior acimulo de NOs; nos tecido. Esta
caracteristica permite a essa variedade se adequar a disponibilidade diferencial de N que
ocorre nos sistemas naturais
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