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RESUMO GERAL

COELHO, Cassia Pereira. Influéncia dos transportadores de aminoacidos OSAAPI e
OSAAPI8na remobilizacdo de nitrogénio e acimulo de proteinas nos graos de arroz.
2015. 72f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O principal objetivo do trabalho foi elucidar a funcdo dos genes OsAAPI e OsAAPIS e
verificar sua influéncia sobre a remobilizacdo de N para os graos e formacao de proteinas de
reserva em plantas de arroz. Para isso, foram realizados experimentos para (1) caracterizagdao
fenotipica de plantas de arroz mutantes por inser¢do de T-DNA da variedade Dong Jin e (2)
verificacdo da afinidade dos transportadores codificados pelos genes OsAAPI e OsAAPI18 por
diferentes substratos (aminodcidos) através de trabalho de complementacdo em leveduras
mutantes das cepas 22A8AA, que ¢é incapaz de transportar eficientemente L-prolina, L-
citrulina, L-aspartatoand L-glutamato, 22A6AAL, que € incapaz de transportar eficientemente
L-lisina e JA248, que € incapaz de transportar eficientemente L-glutamina, carregando a
sequéncia codantedos genes OsAAPI e OsAAPIS. A anélise fenotipica das plantas mutantes
foi realizada através de experimento conduzido em casa de vegetacdao na UFRRIJ utilizando-se
as linhagens de plantas mutantes por T-DNA para o gene LOC_Os07g04180 (OsAAPI), 3A-
00581, e para o gene LOC_0Os0636210 (OsAAP18), 4A-00262 e plantas tipo selvagem como
controle. Testes de complementacdo com as leveduras mutantes foram realizados na
Washington State University, utilizando-se meio livre de N, suplementado com L-prolina, L-
citrullina, L-aspartato, L-glutamato, L-lisina ou L-glutamina como unica fonte de N. Ao final
do estudo verificou-se que os genes OsAAPI e OsAAPI18 codificam proteinas de transporte de
aminoécidos envolvidas na remobilizacio de N para os grios em plantas de arroz e
OsAAPI8influéncia o metabolismo de plantas de arroz e a produgdo de graos.

Palavras-chave: Plantas mutantes. Oryza sativa L. Eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN).
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GENERAL ABSTRACT

COELHO, Cassia Pereira. Influence of the OSAAPI and OSAAPI8 amino acid
transporters on the crude protein acumulation and N remobilization in rice plants.
2015. 72p. Thesis (Doctor in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The main goal of the study was to elucidate the functions of the OsAAP1 and OsAAP18
genes and check its influence on the N remobilization to grains filling and storage of proteins
in rice plants. To this, were performed experiments to: (1) Phenotypic characterization of T-
DNAI nsertional mutant plants of Dong Jin rice varietyand (2) check affinity of transport for
amino acids, through functional complementation of yeast mutant strains 22A8AA, unable to
transport efficiently L-proline, L-citrulline, L-aspartate and L.glutamate, 22A6AAL, unable to
transport efficiently L-lysine and JA248, unable to transport efficiently L-glutamine. The
phenotypic analyze of the mutant plants was developed through a greenhouse experiment
using theT-DNAs insertonal mutants lines 3A-00581, mutant for the gene LOC_Os07g04180
(OsAAPI), and 4A-00262, mutant for LOC_0Os0636210 gene (OsAAPI8) and wild type
plants.Complementation tests with mutants yeasts were performed on nitrogen-free medium
supplemented with L-proline, L-citrulline, L-aspartate, L-glutamate, L-lisyne or L-glutamine
as the sole nitrogen source. Frm the results it was concluded that genes OsAAPI e OsAAP1S8
encode to proteins involved in nitrogen remobilization to gains in rice plants and OsAAPIS8
influences rice productivity protein content in grains.

Key words: Mutant plants.Oryza sativa.Nitrogen useefficiency (NUE).
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz € um cereal de extrema importancia na alimentagdo humana, especialmente
para populacdes de baixa renda, por ser uma fonte de calorias acessivel e conter como
proteina de reserva a glutelina, uma proteina de alto valor nutricional.

O aumento da produgdo dos cultivos nos tultimos 50 anos, durante a “revolucdo
verde”, foi alcancado com o uso de variedades modernas de alta produtividade, fertilizantes
quimicos, em especial os nitrogenados, e controle de pragas e doencas através do uso de
agrotoxicos. O nitrogénio (N) € o nutriente de maior demanda metabdlica pelas plantas € um
fator limitante da produtividade, devido a sua baixa disponibilidade no solo (TABUCHI et al.,
2007) exigindo a aplicacdo de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados. No entanto,
seu uso excessivo gera riscos ambientais, principalmente contaminac¢do de cursos d’dgua e
lencol fredtico, além de aumenta dos custos de producdo.

O aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) pode ser a melhor forma de
conciliar seguranca alimentar global, respeito as politicas ambientais e necessidade de
producdo de biocombutiveis (CHARDON et al, 2012). Essa eficiéncia pode ser alcangada
com o desenvolvimento de variedades com capacidade de absorver e utilizar o N de forma
mais eficiente.

KANT et al. (2011) afirmam que a EUN depende de dois fatores, sendo o primeiro a
eficiéncia de assimilacdo, que envolve absorcdo e assimilacdo do N e o segundo a efici€ncia
de utilizacdo, que envolve remobilizacio do N. A remobilizacdo de N no periodo de
enchimento de griaos é de extrema importancia nas culturas de arroz e trigo, onde estima-se
que cerca de 80% do contetido de N nos graos é derivado de remobilizacdo das folhas nessas
culturas (KICHEY et al., 2007; TABUCHI et al., 2007). Este N € remobilizado para as
sementes em desenvolvimento, principalmente na forma de aminodcidos (XU et al., 2012).
Desta maneira, nas diversas partes da planta, transportadores de aminoacidos sdo requeridos,
por exemplo, para carregamento do floema em folhas, carregamento do xilema em raizes,
transferéncia de aminodcidos entre os dois sistemas vasculares e para o descarregamento em
sementes em desenvolvimento (OKUMOTO et al., 2002).

Transportadores de aminodcidos foram identificados como membros de pelo menos
cinco familias de genes e estas proteinas de transporte mostram diferentes seletividades e
afinidades com substratos assim como diferentes localizacdes subcelulares (RENTSH et al.,
2007). Esta diversidade de transportadores de aminodcidos sugere multiplos papéis,
fundamentais no crescimento e desenvolvimento da planta (LIU e BUSH, 2006), podendo
também atuar no controle da utilizacdo de N pela planta. Dessa forma, a identificacdo e
caracterizacdo do sistema de transporte que direciona o fluxo de metabolitos de N entre
compartimentos celulares, em tecidos e Orgdos, e ao longo da planta € crucial para o
entendimento do transporte e distribui¢do desse elemento (RENTSH et al., 2007).

Sendo assim, torna-se importante o estudo de genes que codificam proteinas
envolvidas na remobiliza¢dao de N, em especial os transportadores de aminoécidos, que sdo os
principais transportadores envolvidosna remobilizagdo de N organico nas plantas durante o
periodo de enchimento de graos. Além disso, decifrar as fun¢des de genes de plantas de arroz
€ um passo importante para a identificacdo de genes-chave de importancia agrondmica para o
melhoramento do préprio arroz ou de outros cereais como milho, trigo e cevada, em termos de
producdo e valor nutricional (GRECO et al., 2003).



Em plantas de arroz, os genes OsAAPI (LOC_Os07g04180) e OsAAPIS
(LOC_0Os06g36210) podem estar associados a fungdes de transporte de aminodcidos para os
graos durante o periodo reprodutivo.

A caracterizagdo desses genes pode ajudar a entender os mecanismos envolvidos 1
remobilizacdo de N na forma de aminodcidos em plantas de arroz e contribuir para futuros
estudos visando o aumento da EUN por plantas de arroz ou producao de grdos com maiores
teores de proteina.

Neste trabalho, a elucidac¢io da funcdo dos genes OsAAPI e OsAAP18e determinacio
do seu envolvimento no processo de remobilizacdo de N em plantas de arroz foi realizada
através de (1) caracterizac@o fenotipica de plantas mutantes de arroz da variedade Dong Jin,
utilizando plantas wildtype como controle e (2) verificagdo da afinidade dos transportadores
codificados pelos genes OsAAPI e OsAAPI18 por diferentes substratos (aminodcidos) através
de estudos de complementacdo com o uso de leveduras mutantes.

Capitulo I e II? Titulo e objetivos de cada um?



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da Caracterizacao de Genes em Arroz

O arroz € um cereal de grande importancia na dieta de populagdes de baixa renda,
constituindo uma importante fonte de proteina. Segundo BRITTO e KRONZUCHER (2004)
esse cereal é fonte de alimento para cerca de 70% da populagdo humana mundial e sua
producdo deve ser aumentada cerca de 60% nos proximos 30 anos ou a seguranga alimentar
global estard em risco. Cerca de 90% do grao de arroz € constituido de amido e proteinas
(FITZGERALD et al., 2009; TIAN et al., 2009) e a composicdo de proteinas nos grio ¢é
dividida em albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas (SHEWRY, 1995). O aumento no
teor de proteina em arroz € desejavel devido a importancia dessa cultura na alimentacdo da
populacdo de baixa renda e por se tratar de uma grao com uma proteina de qualidade; pois a
maior parte da proteina de arroz € constituida por glutelina, e a precos mais acessiveis que
fontesproteicas de origem animal.

O nitrogénio é o nutriente de maior demanda metabdlica pelas plantas e um fator
limitante muito importante da produtividade. A utilizacdo de mutantes ouplantas
geneticamente modificadas € uma ferramenta adequada para o estudo de caracterizacao
funcional de genes associados ao metabolismo desse nutriente (TABUCHI et al., 2007).
Conhecimentos obtidos a partir de estudos de caracterizacdo desses genes podem contribuir
para a identificacdo de genes chave associados a eficiéncia de uso de N (EUN) em plantas

Aumentar a EUN ¢€ essencial para reduzir os custos com fertilizantes na agricultura e
evitar danos ambientais decorrentes do uso excessivo de fertilizantes nitrogenados e
consequente poluicdo e/ou eutrofizacdo dos cursos d'dgua, ocasionados pela lixiviacdo do
nitrato (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2008). Além disso, a diminuicdo do uso de
fertilizantes nitrogenados pode reduzir a emissao de N,O proveniente das transformagdes do
N no solo. O uso de variedades com maior EUN pode ser uma estratégia economicamente
positiva para a produgdo de cultivos de baixo valor econdmico como os cereais e, além disso,
deve-se levar em consideracdo o beneficio ambiental gerado pela diminuicdo do uso de
fertilizantes nitrogenados para o cultivo dessas plantas. Segundo CHARDON et al. (2012),
apos a estagnacdo da produgdo obtida na revolugdo verde os produtores tem o desafio de
driblar o aumento dos custos de producao e, a0 mesmo tempo, otimizar os cultivos de forma a
suprir o aumento da demanda da populagdo mundial por alimentos e a necessidade de
fornecer matéria-prima para a produgao de biocombustiveis, o que leva o aumento da EUN a
ser a melhor forma de conciliar seguranca alimentar global, em respeito as politicas
ambientais e necessidade de produgdo de biocombutiveis (CHARDON et al, 2012).

O desenvolvimento de variedades de arroz com capacidade de absorver e utilizar N
mais eficientemente torna-se uma alternativa para o aumento da produgdo e para a diminui¢ao
do uso de fertilizantes nitrogenados em sistemas onde o seu uso € intensivo, o que levaria a
diminui¢do dos custos de producdo e riscos ambientais. BEATTY et al. (2010), em trabalho
com cevada, afirmaram que o aumento da EUN de cultivos de cereais pode ser alcangado
através de estratégias de manejo de N, métodos tradicionais de melhoramento de plantas ou
biotecnologia, sendo que ferramentas moleculares como transcriptoma, protedmica e
metabolomica podem ajudar a determinar um “background’ genético de genétipos
particulares para identificacdo de genes e/ou caracteristicas para uma maior adaptacdo a
condic¢des limitantes de N. O estudo de variedades locais de arroz, adaptadas a condi¢des de
cultivo em locais com solos de baixa fertilidade natural e baixo uso de fertilizantes
nitrogenados, pode contribuir para o entendimento de mecanismos associados a essa
adaptacdo a condigdes limitantes de N, a tolerncia a estresses ambientais (como déficit
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hidrico e Al*®) e 2 eficiéncia de uso de nutrientes apresentada por essas plantas (SOUZA et
al., 1998).

Segundo CHARDON et al. (2010) a EUN em cultivos de cereais € definida como a
producdo de graos por unidade de N disponivel no solo, incluindo fertilizantes nitrogenados.
Grande parte da EUN estd ligada a eficiéncia de remobilizagao de N no periodo reprodutivo
da cultura. Segundo KANT et al. (2011) o uso de N ocorre de forma distinta em dois estagios
do ciclo de vida das plantas, sendo o primeiro o estagio vegetativo, onde ocorre a formagao de
biomassa e estoque do N, e o segundo o estdgio reprodutivo, onde a maioria da remobilizacdo
ocorre, quando o N € transportado para as sementes, principalmente na forma de aminoécidos.
H4 dois pontos a serem levados em consideracdo para o aumento da EUN em cultivos: (1) A
identificacdo de genes e andlise de seus padrdes de expressdo pode permitir aos pesquisadores
identificar com mais rapidez genes alvo para melhorar a EUN e (2) o uso de transgénicos para
EUN deve ser integrado ao melhoramento cléssico e selecado por marcadores assistidos, uma
vez que um transgénico especifico pode ser mais efetivo de acordo com o seu ambiente
(GOOD et al., 2004).

Até o momento a superexpressdo de enzimas de transporte de N ndo levou a resultados
relevantes para o aumento da EUN, o que pode estar associado ao funcionamento do sistema
de regulacdo por “feedback” que atua sobre essas enzimas, sendo assim, talvez os aspectos
mais desafiadores do aumento da efici€éncia de uso de nitrogénio em plantas através de
andlises de gendmica funcional sdo a identificagdo e manipulagdo de genes que coordenam
interacOes entre o metabolismo de carbono e nitrogénio (C-N) (BRITTO and
KRONZUCHER, 2004). Apesar do enorme progresso feito por pesquisadores de arroz,
principalmente no que diz respeito ao seqiienciamento do genoma e constru¢ao de bancos de
mutantes no intuito de alcancar a saturacdo de mutacdo de todos os genes, ainda hd uma
enorme lacuna de conhecimento a ser preenchidapara entender o genétipo e fenétipo, o que €
essencial para criar novas variedades de elite adequadas para a agricultura sustentdvel
(ZHANG et al., 2008).

Decifrar a fung¢do dos genes de arroz € um passo inicial para a identificacdo de genes-
chave de importancia agrondmica para o melhoramento do préprio arroz ou de outros cereais
como milho, trigo e cevada em termos de producdo e valor nutricional e, portanto, ha a
necessidade de um esforco concentrado de diferentes laboratérios no intuito de prover
genotipos e informagdes ao publico, facilitando os trabalhos dos diferentes grupos de pesquisa
(GRECO et al., 2003). O arroz é uma planta modelo para pesquisa gendmica de espécies de
monocotiledoneas e apos ter sido o primeiraplanta cultivada a ter seu genoma sequenciado,
devido ao seu genoma de tamanho pequeno, abundante recurso gendmico, e um estabelecido
processo para transformagdo, houve a construcdo e disponilizagdo ao publico de um grande
nimero de mutantes, que foram obtidos por diferentes formas de mutagdo, entre elas
transferred DNA (T-DNA), transposons, retrotransposons € muta¢des quimicas e fisicas
(WANG et al., 2013). Esse sequenciamento facilitou trabalhos de caracterizacdo génica da
cultura e busca por genes de interesse para a agricultura.

A maior tarefa para caracterizar a funcdo dos genes é examinar possiveis mudancas no
fendtipo associadas a mutagdes com perda de funcdo do gene, possivel gracas a construcao de
bibliotecas de mutantes, cujo objetivo e alcangar a caracteriza¢io funcional de todos os genes
(ZHANG et al., 2008). Todas as ferramentas para identificar fungdes de genes sdo baseadas
na andlise de variacdes fenotipicas entre plantas tipo selvagem e seus mutantes e, portanto, a
colecdo e geracdo de mutantes a nivel de genoma forma a plataforma tecnolégica da
genOmica funcional (JIANG e RAMACHANDRAN, 2010).

Além de seu uso na caracterizacdo de genes relacionados a importantes tracos
agronOdmicos, alguns mutantes podem ser utilizados em programas de melhoramento.
Segundo JIANG eRAMACHANDRAN (2010) linhagens mutantes que apresentem maior
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potencial de producio de sementes ou mostrem maior tolerancia a estresse abidtico podem ser
utilizadas para melhoramento de arroz por combinag¢do de retrocruzamento e selecdo assistida
por marcadores.

JIANG e RAMACHANDRAN (2010) revisaram sete diferentes métodos para
mutagénese incluindo natural, fisica, quimica, cultura de tecidos, T-DNA, transposon e
mutagenese por silenciamento de genes. Cada método para mutagé€nese tem sua vantagem e
desvantagem e diferentes métodos podem ser combinados para produzir uma populacdo de
mutantes saturada, entretanto, deve-se levar em consideracdo que a escolha do tipo de
mutacdo pode influenciar nos resultados obtidos em trabalhos de caracterizagdo génica como,
por exemplo, mutacdes que inserem o sistema “gene-trap” sdo mais adequadas em estudos de
genes que funcionam em multiplos estagios de desenvolvimento das plantas, para permitir um
melhor monitoramento dos padrdes de expressao (JIANG e RAMACHANDRAN, 2010).

Para confirmagao de funcdes de genes, devem ser alcancados dois objetivos, sendo o
primeiro a fenotipagem sistematica e caracterizacdo dos mutantes, onde um conjunto de
linhagens de mutantes ndo redundantes representantes de todos os genes anotados podem ser
identificados e sujeitos a experimentos de fenotipagem, e o segundo a caracterizagdao
sistematica de familias génicas (ZHANG et al., 2008).

ZHANG et al. (2008) propuseram um projeto internacional de estudos de gendmica
funcional de arroz (International Rice FunctionalGenomics Project (IRFGP), que tem como
meta determinar a func¢do de cada gene do genoma de arroz até o ano de 2020 no intuito de
avaliar a diversidade funcional de alelos para genes tteis na agricultura a partir do conjunto
primdrio de genes e posteriormente aplicar as descobertas da pesquisa de gendmica funcional
para o melhoramento genético da cultura de arroz e outras. Através da caracterizacdo de
mutantes por inser¢do de T-DNA, as fun¢des de muitos genes tém sido identificadas nos anos
recentes (WANG et al., 2013).

2.2. Uso de Plantas Mutantes para a Caracterizacao de Genes

Variedades de arroz podem ser consideradas plantas geradas por poliniza¢do natural,
tendo sido obtidas pela simples sele¢do de plantas com caracteristicas desejaveis, ja plantas de
arroz com expressdo reduzida ou interrompida de genes de interesse podem ser chamados
mutantes, e t€m uma aplicacdo de grande importancia no campo da ciéncia para estudos
funcionais de genes de arroz, que por sua vez é de extrema importancia para programas de
melhoramento vegetal.

Plantas possuem muitos genes responsaveis por desenvolver funcdes essenciais que
sao comuns a diferentes espécies. Portanto, o estudo do genoma de plantas modelo como
Arabidopsis e arroz pode ajudar a entender as fun¢des de genes correspondentes em diversas
plantas cultivadas, como milho, trigo e cevada.

O silenciamento € uma ferramenta de extrema importdncia para caracterizacao
funcional de genes e hd varias formas de inativar genes em plantas. Uma das ferramentas mais
utilizadas para provocar mutacdes em plantas é a insercdo de fragmentos de DNA na
sequéncia do gene de interesse, o que € possivel pela inser¢do de um T-DNA. A técnica mais
utilizada para a transformacdo de plantas por insercdo de T-DNA ¢é através do uso de
Agrobacterium.

Além da insercdo do T-DNA ha diversas formas de causar mutagdes em plantas
visando interromper ou reduzir a expressao de genes de interesse. Entre elas pode-se citar
mutagénese insercional por uso de transposons e retrotranposons, silenciamento génico
através do uso de microRNAs, siRNAs, mutagénese quimica e mutagénese fisica.

A mutagénese insercional, por T-DNA, transposons, retrotransposons ou
“retrotransposonstagging”, tem sido amplamente utilizada na criacdo de bancos de mutantes
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de arroz e tem uma ampla aplicagdo, uma vez que os sitios de inser¢do sdo de fécil
identificacdo e foi estabelecida de uma eficiente tecnologia de transformacido baseada em
Agrobacterium (WANG et al., 2013). Em todo o mundo, grandes populacdes de linhagens
com inser¢do de T-DNA tem sido geradas usando as cultivares de arroz Dong Jin, Hwayoung,
Nipponbare, Zhonghua 11, Zhonghua 15 e Tainung 67 (WANG et al., 2013).

Comparando com outras técnicas de identificacdo, a mutagénese insercional tem a
vantagem do elemento insercional atuar como marcacdo através do uso de genes reporteres,
principalmente GUS e gfp, que sdao empregados nas construcdes para auxiliar a identificagdao
das inser¢des em genes funcionais, sendo que este sistema € conveniente para observacao de
fenétipos mutantes, devido a ativacao do repdrter indicar a localizagdo, condi¢do e tempo de
expressao do gene silenciado (RYU et al., 2004).

“Gene trap”, “promoter trap” ou “enhancertrap” sdo sistemas que permitem que a
atividade do gene seja monitorada por fusdao do gene com um gene repérter, o que ajuda a
monitorar os padrdoes de expressdo e entender melhor as funcdes dos genes (JIANG e
RAMACHANDRAN, 2010). As diferencas entre esses sistemas sdo que: (1) no
“enhancertrap” um gene reporter tem um promotor minimo que € expresso somente quando
inserido préximo a elementos cis de enhancerscromossomais e (2) nos sistemas “gene trap" e
“promoter trap” os genes reporteres nao tem promotor, de modo que sua expressdo pode
ocorrer somente quando o gene reporter € inserido dentro de um gene cromossomal transcrito,
criando uma fusio transcricional JIANG e RAMACHANDRAN, 2010).

A inativacdo de genes por inser¢ao de um transposon tem sido empregada para estudos
funcionais em diversas espécies de plantas (JEON et al., 2000). Um exemplo sdo as linhagens
mutantes Ac/Ds, formadas a partir da a¢do de elementos de transposicao autdnomo (Ac) e ndo
autdonomo (Ds). Para obtencdo de linhagens Ac/Ds de insercdo estdavel duas diferentes
linhagens parentais transgé€nicas sao utilizadas para cruzamento sexual, uma linhagem
parental contendo o elemento Ac e a outra linhagem parental transgénica Ds, na qual os
transposons nao podem ser mobilizados por si mesmos (JIANG and RAMACHANDRAN,
2010). Entdo, apds cruzamento entre plantas Ac e Ds os elementos Ds podem ser mobilizados
e inseridos em diferentes posicdoes no genoma devido a presenga da transposase Ac (JIANG e
RAMACHANDRAN, 2010). Ap6s obtencdo das plantas linhagens estdveis contendo o
elemento Ds sem a transposas e Ac sdo obtidas por cruzamento.

Segundo Wanget al. (2013) além do sistema Ac/Ds dois outros transposons t€m sido
utilizados em arroz, que sdo os primeirostransposons ativos de DNA identificado em arroz, o
“miniature ping” (mPing), e o elemento de transposon ativo de DNA de arroz ndo autdnomo
(nDARTT).

Diferentemente dos transposons, os retrotransposons sao elementos genéticos moveis
que transpdem por transcri¢do reversa de um RNA intermedidrio e alguns desses elementos,
como o Tos 17 de arroz, podem ser utilizados para gerar linhagens por mutantes por insercao
estaveis (JIANG e RAMACHANDRAN, 2010). Tos17 € um retrotransposon endégeno de
arroz e tem sido utilizado como outra importante inser¢io mutagénica, apresentando a
vantagem de que as cOpias integradas sdo permanentes em plantas regeneradas, portanto
produzindo inser¢do imobilizada em uma planta (WANG et al., 2013).

Apesar de todas as vantagens ja apresentadas, as mutagdes por nocaute nem sempre
permitem uma andlise funcional efetiva de (1) genes redundantes devido a perda de sua
fun¢do pode ndo levar a uma variacdo morfoldgica 6bvia; (2) genes requeridos somente em
condic¢des especificas como estresses bidticos e abidticos; (3) genes criticos envolvidos no
crescimento e desenvolvimento das plantas (WANG et al., 2013).

RNA interferente (RNAi) é um método amplamente utilizado para silenciamento de
genes. RNAI tem sido utilizado com sucesso na caracterizacao funcional de genes em plantas,
e o silenciamento do gene ocorre apos a formacdo de RNAs de dupla fita (dsRNAs), que sao
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processados em pequenos RNAs interferentes (siRNAs) e micro RNAs (miRNAs) por
enzimas chamadas Dicersl, e esses siRNAs e miRNAs guiam os complexos de silenciamento
induzido por RNA (RISCs) para suprimir a expressdo do gene em nivel transcricional,
interferir na estabilidade de RNA ou tradu¢do (JIANG e RAMACHANDRAN, 2010).

Além de métodos de transformacdo quimica e fisica outros métodos diretos de
interferéncia de genes, como silenciamento por amiRNAs e uso de genes de expressdao
ectopica, t€m sido utilizados para estudar fun¢des de genes (WANG et al., 2013). A cole¢do
de linhagens transgénicas de amiRNAs pode também ser usada como um importante
complemento de pesquisa.

Para todos os genes de arroz sem mutantes por inser¢do de T-DNA ou com fenétipo
letal, linhas transgénicas de amiRNAs podem ser utilizadas para prover informacgdes que nao
podem ser obtidas a partir de linhagens de mutantes insercionais tnicas, sendo que uma das
vantagens do método € a possibilidade de silenciamento com uma unica constru¢io de todos
os genes de uma familia a0 mesmo tempo, geralmente aplicado a pequenas familias génicas,
ou de multiplos genes nao homologos (ZHANG et al, 2008).

Quanto ao uso de transformacdo quimica, JIANG e RAMACHANDRAN (2010)
afirmam que nao € dificil produzir uma populagdo transformada quimicamente desde que
muitas sementes possam ser utilizadas para tratamento cometilmetanosulfonato(EMS), sendo
que, a dificuldade € detectar os polimorfismos ou substituicdes em nucleotideos tinicos nessas
linhagens mutantes em larga escala.

Todas as formas de mutagdo ja citadas podem contribuir para os estudos de genética
funcional em arroz. ZHANG et al. (2008) propuseram um projeto de estudos de gendmica
funcional de arroz, no qual, entre seus objetivos, estd o desenvolvimento de ferramentas
eficazes e pesquisas genéticas para uma comunidade internacional de cientistas conduzir
pesquisas de gendmica funcional de arroz. Segundo ZHANG et al. (2008) esse objetivo serd
alcancado com a formacgdo de (1) uma colecdo de mutantes insercionais; (2) colecdo de cDNA
com sequéncia completa e (3) colecdo de amiRNAs. Grande progresso tem sido alcangado no
cumprimento da meta de uma inser¢ao para cada gene.

Em estudos de caracterizacdo funcional de genes primeiramente devem ser obtidas as
plantas mutantes para o trabalho, e entdo devem ser desenhados experimentos onde as plantas
sejam cultivadas em condi¢des controladas e déem comparacdo com plantas que nao
passaram por nenhum processo de transformagdo para a inativacdo dos genes, que sao
chamadas “wildetype” ou tipo selvagem. O uso de plantas “wildtype” é essencial como
controle em experimentos para verificar a fun¢do de genes, pois possibilita uma comparagao
de caracteristicas fisicas e fisioldgicas entre essas plantas e as mutantes, o que constitui uma
caracterizacao fenotipica.

A mutacdo de uma planta para a inativagdo de genes especificos pode interferir ou
modificar vérias caracteristicas fenotipicas. Vdrios parametros bioldgicos de interesse
agrondmico sdo avaliados para realizar essa caracterizacdo, entre eles: época de
florescimento, comprimento do colmo, comprimento da panicula, nimero de paniculas por
perfilho, nimero de espiguetas por panicula, taxa de enchimento de graos (%), nimero de
graos cheios, peso total do grao (g) e peso de 1000 graos (g).

E essencial seguir abordagens sistemdticas principalmente para possibilitar o uso de
todos os genes conhecidos na andlise, relacionando o gene com as mudangas fenotipicas e,
deste modo, eventualmente assinalar uma func¢ao biolégica a cada gene (ZHANG et al, 2008).

Identificar genes associados a EUN pode contribuir para o desenvolvimento de
variedades que consigam produzir satisfatoriamente em condi¢des de baixa suplementagdao
nitrogenada, o que pode resultar nao s6 em uma diminui¢do dos custos com fertilizantes por
parte dos produtores mas também pode contribuir para evitar problemas ambientais
decorrentes de excesso de uso de fertilizantes.



O aumento da EUN € importante ndo s6 para grandes produtores mas também para
agricultores familiares que tém seus cultivos instalados em solos de baixa fertilidade natural e,
ao mesmo tempo, usam sistemas de plantio com baixo uso de fertilizantes. O aumento da
qualidade nutricional do arroz, em termos de teor de proteina, € importante especialmente no
que diz respeito a alimentagdo de populacdes de baixa renda, que tem nesse alimento uma
importante fonte de proteina.

2.3. Uso do Processo de Transferéncia de T-DNA de Agrobacterium em Transformacao
de Plantas e sua Importancia

O silenciamento génico é uma ferramenta de extrema importancia para caracterizagao
funcional de genes e ha varias formas de inativar genes em plantas. Segundo WANG et al.
(2013) o estudo de fungdes génicas através do uso de mutantes, que tiveram a estrutura do
gene de interesse rompida ou sua expressao eliminada, é possivel devido a existéncia de uma
relacdo causal direta entre a sequéncia do gene e sua fungao bioldgica, o que influencia nas
caracteristicas fenotipicas dos individuos que passaram pelo processo de transformacao.

Umas das ferramentas mais utilizadas para provocar mutacdes em plantas € a insercao
de fragmentos de DNA na sequéncia do gene de interesse, o que € possivel pela transferéncia
de um T-DNA, que € o segmento de um plasmideo indutor de tumor de
Agrobacteriumtumefaciens, conforme comentado anteriormente. Devido a efeitos causados
pelos genes de viruléncia da bactéria quando introduzidos na planta hospedeira, basicamente
ocorre aformagdo de tumores para a producdo de opinas que sdo utilizadas como fonte de
alimento pelas bactérias.Para o seu uso em engenharia genética, foi necessaria a manipulagcdo
do T-DNA de forma a torni-lo desarmado, ou seja, sem 0s oncogenes, € a0 mesmo tempo
conservar a presenca dos genes vir e extremidades do T-DNA, o que possibilita a
transferéncia e replicagdo do plasmideo (ANDRADE, 2003)

A capacidade de transferéncia de genes para plantas tem sido utilizada para
desenvolver Agrobacteriumtumefacienscomo um vetor para manipulacdo genética a partir da
engenharia de fragmentos de DNA de interesse, que sdo primeiramente clonados na regido T-
DNA de “plasmideos desarmados” e depois introduzidos em Agrobacterium e
subsequentemente transferidos para as plantas (PITZSCHKE e HIRT, 2010)

Ap6s a descoberta de que um T-DNA pode ser transferido a partir da Agrobacterium
para células de plantas, iniciaram-se pesquisas para introducdo de genes de interesse no T-
DNA. No entanto, havia varias caracteristicas que dificultaram esse trabalho, como o grande
tamanho dos plasmideos Ti e a existéncia de diversos sitios para endonucleases de restricao
na regido do T-DNA, o que levou ao desenvolvimento de diferentes estratégias de clonagem
no intuito de resolver os problemas associados aos plasmideos, entre elas o sistema bindrio de
clonagem (GELVIN, 2003).

Segundo GELVIN (2003) a base molecular da transformacgdo genética de células de
plantas por Agrobacteriumé a transferéncia e integragdo no genoma nuclear da planta de uma
regido do plasmideo da bactéria de inducdo de tumor Ti, que carrega dois componentes
necessarios para a transformagdo genética: a regido T-DNA e vir. A regido vir codifica a
maioria das proteinas bacterianas necessdrias para processamento, transporte e importacao do
T-DNA para o nicleo da célula hospedeira e o T-DNA por sua vez ndo carrega nenhum sinal
de direcionamento especifico e ndo codifica qualquer proteina para transporte ou fungdes de
integracao (TZFIRA et al., 2004).

Genes de interesse sdo clonados entre as bordas, esquerda e direita, do T-DNA, que
sdo sequéncias reconhecidas pela maquinaria de processamento do T-DNA. A
Agrobacteriumentdo transfere o T-DNA com o gene de interesse. Ou seja, o0 mecanismo de
transferéncia horizontal de genes mediado por Agrocabterium, Gnico na natureza, constitui um
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eficaz processo de engenharia genética que os bidlogos vegetais, apds caracterizagdo do
mecanismo de infec¢@o, aproveitaram para a transferéncia de genes de interesse para as
células vegetais (CANHOTO, 2010). GELVIN et al. (2003) ja citavam que em alguns paises
desenvolvidos, um alto percentual de drea com culturas economicamente importantes como
milho, soja, algodao, canola, batata e tomate € de transgénicos € que um aumento no nimero
dessas variedades transgé€nicas € ou serd em breve gerada por transformacdo mediada por
Agrobacterium, em oposi¢ao a transformac¢ao mediada por bombardeamento de particulas.

Considerando a eficiéncia de transformacgdo global, avangos desde meados da década
de 1980 no entendimento sobre o processo de transferéncia de DNA mediado por
Agrobacteriumtem levado a tremendos aumentos na eficiéncia e uso desse vetor de
transformacao, e entre esses avangos pode-se citar o uso dos vetores bindrios, que apresentam
dois plasmideos envolvidos em todo o processo de transformacao, onde muitas das fungdes de
transferéncia sao retidas em um plasmideo Ti modificado com o T-DNA removido enquanto o
segundo vetor bindrio carrega o T-DNA (STEWART JR, 2008).

O uso do sistema de vetor bindrio revolucionou o uso de Agrobacteriumpara
introducdo de genes em plantas, pois permite que cientistas sem treinamento especializado em
genética microbiana consigam manipular facilmente Agrobacterium e E. coli para criar
plantas transgénicas, uma vez que os plasmideos tém um tamanho menor e sdo faceis de
manipular (GELVIN et al., 2003).

Depois que a Agrobacteriumé inoculada nos tecidos apropriados da planta a bactéria
pode reconhecer o tecido alvo como um hospedeiro adequado, pois esses tecidos de planta
feridos produzem acetoseringona, que ativa os genes de viruléncia da bactéria (vir) e iniciam a
maquinaria de transferéncia de T-DNA (STEWART JR, 2008). Produtos de diferentes genes
virsdo responsaveis por: (1) excisdo do T-DNA do plastidio primério, na forma de DNA de
fita simples, (2) protecao do fragmento de DNA contra degradagao no citossol da célula, (3)
direcionamento do DNA para o nucleo celular da planta e (4) producdo de um “pilus”, que
serve como canal de passagem do DNA da bactéria para a planta (STEWART JR, 2008).

Portanto, uma das principais contribuicdes da Agrobacteriumpara a pesquisa de
plantas tem sido o uso de T-DNA como agente mutagénico, permitindo ndo s6 facilitar
estudos de caracterizagdo de genes através do uso de mutantes como também facilitar a
producdo de bancos de mutantes, que sdo de extrema importancia em trabalhos de
identificacdo de genes de interesse agronomico em espécies cultivadas.

2.4. A Importancia das Leveduras para Estudos Genomicos

O organismo modelo Saccharomycescerevisiae tem contribuido amplamente com o
atual conhecimento sobre os genes eucaridticos, seus produtos e suas funcdes, sendo um
organismo adequado para estudos de processos celulares bdasicos devido ao grande
conhecimento adquirido ao longo de décadas de estudos sobre sua fisiologia, genética,
funcdes moleculares e proteinas e, além disso, pode ser uma boa escolha para andlise in vivo
de proteinas de outros eucariotos (DURAND et al., 2012). Segundo MELL e BURGESS
(2003) o uso de leveduras facilita andlises de fungdes de genes e estudos de resolucdo de
problemas genéticos devido ao seu curto tempo de geracao e as caracteristicas de seu genoma,
como: (1) pequeno nimero e tamanho de genes, (2) alta densidade de genes, (3) poucos
introns e regides intergénicas, (4) baixa redundincia genética no genoma e (5) a presenca de
diversos genes em leveduras que sao relacionados evolutivamente e funcionalmente com
genes de eucariotos superiores.

Segundo BOTSTEIN e FINK (2011) nos ultimos 23 anos as leveduras, devido a serem
os seres vivos que mais facilitam os estudos de relacdo genétipo/fenétipo em células
eucaridticas, chegaram ao patamar de organismo pioneiro no estabelecimento de campos de
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estudo inteiramente novos, como a “gendmica funcional” e a “biologia de sistemas”, que
permitem entender além das funcdes de genes e proteinas individualmente, pois revelam
como eles interagem e trabalham juntos para determinar as propriedades de células e
organismos vivos.

Segundo CASTRILLO e OLIVER (2011) a levedura S. cerevisiaealém de ser um
organismo de vida livre e com rdpido crescimento sob condicdes de cultivo definidas,
apresenta mecanismos moleculares, redes bioldgicas e organizacdo subcelular conservados
quando comparados aos demais eucariotos, o que faz dessa espécie um modelo adequado para
estudos biologicos. Além de S. cerevisiae a levedura Pichia pastoris é considerada uma
ferramenta valiosa para rendimento elevado de expressdo heterdloga de varias proteinas, e €
preferida quando comparada a S. cerevisiae devido a seus promotores fortemente regulados,
facil integracdo de DNA heter6logo em seus cromossomos € a sua capacidade de fazer
modificagdes pos traducionais (YESILIRMAK e SAYERS, 2009).

Segundo BOTSTEIN e FINK (2011) o entendimento do papel de diversos genes pode
ser alcangado por mutagdes em leveduras, que sdo avaliadas em diversos ensaios bioldgicos,
pois a facilidade de introduzir mutacdes nesses organismos viabiliza estudos funcionais dos
genes e das caracteristicas bioquimicas de seus produtos, levando a conexdo entre genes e
funcOes de suas proteinas nas células. Essa pode ser a maior contribui¢do das leveduras (como
S. cerevisiae e Schizosaccharomycespombe) para a pesquisa cientifica.

A maioria das informagdes sobre funcdes de genes eucaridticos e suas interacdes é
derivada de experimentos com leveduras, ndo s6 devido as vantagens da utilizacdo desses
organismos, mas também a possibilidade de realizacdo de experimentos em escala genomica,
que podem ter como objetivo a identificagdo de fun¢des de proteinas e genes, podendo ser
visualizadas em uma rede (BOTSTEIN e FINK, 2011).

O que influencia a escolha do hospedeiro a ser utilizado em sistemas heterélogos € o
proposito do trabalho, que em geral € a producdo em grande escala da proteina de interesse ou
investigacdo funcional das caracteristicas da proteina codificada por um gene clonado, sendo
que S. cerevisiaeé um bom sistema a ser escolhido para investigacdo funcional e tem sido
extensivamente utilizada para caracterizagdo bioquimica, eletrofisiolégica e para
complementacdo funcional de proteinas de membrana e proteinas de transporte de plantas
(YESILIRMAK e SAYERS, 2009).

2.5. Uso de Leveduras em Experimentos de Complementacao de Mutantes para Analise
Funcional de Genes que Codificam para Transportadores de Aminoacidos

Nas diversas partes da planta, transportadores de aminodcidos sdo requeridos, por
exemplo, para carregamento do floema em folhas, carregamento do xilema em raizes,
transferéncia de aminodcidos entre os dois sistemas vasculares e para o descarregamento em
sementes em desenvolvimento (OKUMOTO et al., 2002).Transportadores de aminodcidos
foram identificados como membros de pelo menos cinco familias de genes, mostrando
diferentes localizacdes na planta e na célula, bem como, seletividades e afinidades distintas
com variados aminoacidos (RENTSH et al., 2007).

Embora muito da pesquisa inicial sobre os aspectos moleculares do transporte de N
organico tenha sido realizada usando Arabidopsisthaliana, alguns transportadores homoélogos
foram identificados e analisados em outros modelos ou plantas cultivadas, incluindo tomate,
fava, mamona, ervilha, cevada e arroz (LIU ¢ BUSH, 2006; TEGEDER e¢ WEBER, 2006;
WATERWORTH E BRAY, 2006; LUBKOWITZ, 2006).

A maioria dos transportadores de aminodcidos de plantas ja caracterizados
funcionalmente estdo incluidos na superfamilia ATF (Familia de transportadores de
aminoécido), sendo a subfamilia aminoacido permease (AAP) a mais estudada. Entre os
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diferentes genes de transportadores de aminodcidos identificados em Arabidopsis até agora,
AAPI e AAP2 foram os mais expressos em siliculasem desenvolvimento, indicando um papel
no abastecimento com nitrogénio organico das sementes em desenvolvimento, além disso, a
sincronizagdo da expressdao de AAPS também indica um papel na suplementacdo de sementes
com N organico (OKUMOTO et al., 2002). Em seus trabalhos, ZHANG et al. (2010)
verificaram que mutantes por inser¢do de T-DNA mostraram um decréscimo no conteudo de
N das sementes e que o AfAAP2 tem papel na translocacao fonte-dreno de aminodcidos.

Transporte de alta afinidade para todos os aminodcidos disponiveis é um pré-requisito
essencial para o desenvolvimento da semente, visto que o acimulo de proteinas de reserva €
precedido pela importacdo de aminoédcidos (OKUMOTO et al., 2002). Segundo HIRNER et
al. (1998), a expressdo de transportadores de aminodcidos em sementes precedeu a expressiao
de proteinas de reserva em Arabidopsis. Os transportadores LHT1, AAP1 e AAPS além da
funcdo de captar aminoécidos na raiz, estdo envolvidos na redistribui¢do de aminodcidos em
células do meséfilo (CHEN e BUSH, 1997; HIRNER et al., 2006), transporte de aminoacidos
para o desenvolvimento e acimulo de proteinas de reserva (FROMMER et al.,, 1993;
KWART et al., 1993; FISCHER et al., 1995; HIRNER et al., 1998) e carregamento de
aminodacidos no floema em folhas maduras (FISCHER et al., 1995).

A sintese de proteinas de reserva € dependente da disponibilidade de nitrogénio na
semente. Desta maneira, o acimulo de proteina pode ser controlado pela capacidade da
propria  semente em importar aminodcidos via transportadores  especificos
(ROLLESTECHECK et al., 2005).

Em arroz at¢ o momento ndo foram -caracterizados funcionalmente genes que
codificam transportadores de aminodcidos. LU et al. (2012) identificaram 79 provaveis genes
unicos de proteinas de transporte de aminodcidos expressos e verificaram, através de analises
funcionais e de perfil de expressdo em 13 mutantes por nocaute, que genes de transportadores
de aminodcidos em arroz (OsAATs) podem apresentar diversos papeis na producdo de
biomassa, metabolismo de C e N e distribui¢dao de N durante o desenvolvimento do arroz. Em
estudos mais recentes ZHAO et al. (2012) identificaram um total de 85 genes AAT no
genoma de arroz e os classificaram em 11 diferentes subfamilias com base em suas relagdes
filogenéticas e composicao de sequéncias.

ZHAO et al. (2012) identificaram que os genes OsAAP6 (LOC_Os01g65670),
OsAAPS (LOC_0Os01g66010) e OsAAP15 (LOC_Os12g08130) parecem desempenhar papel
critico para o transporte de nutrientes durante o desenvolvimento de sementes. O OsAAP6 foi
expresso principalmente em paniculas em estdgios iniciais do desenvolvimento e OsAAPS e
OsAAPI5 foram predominantemente ou especificamente expressos nos feixes vasculares e
parecem participar na absor¢do e transporte de aminodcidos a longa distancia.

LU et al. (2012) também observaram que o gene LOC_0Os01g65670, nomeado pelos
autores como OsAATI4, apresentou expressdo especifica no endosperma e que o gene
LOC_0Os01g65660.1, nomeado como OsAATI2, mostrou padrao de expressdo especifico em
sementes, sugerindo um papel desses genes na aquisi¢do de aminodcidos por sementes em
desenvolvimento. Além disso, esses autores também observaram mudangas significativas na
producdo, biomassa e conteido de C e N de mutantesosaats, osaat7, osaat24, osaat49 e
osaat60, o que sugere importantes papéis dos respectivos genes para esses parametros, pelo
menos no estdgio de maturagao.

Dentre os aminodcidos essenciais encontrados nas plantas a glutamina tem sido
considerada de grande importancia no uso de N, visto que é o primeiro a ser formado durante
a assimilagdo primdria de N e constitui a principal forma de N reduzido durante a
remobilizacdo, sendo o percussor de diversos aminodcidos e moléculas nitrogenadas. Além
disso, os teores de glutamina nos tecidos das plantas afetam a expressdo de genes e atividade
de enzimas chave no processo de utilizacdo desse nutriente. A glutamina sintetase (GS) é uma
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enzima de grande importincia para a EUN pelas plantas, principalmente por seu
envolvimento na sintese de glutamina durante a assimilacdo, remobilizacdo e reciclagem de
nitrogénio. Estudos tém demonstrado que isoformas de GS citossélica (GS1)apresentam
aumento de atividade no estdgio reprodutivo do ciclo de desenvolvimento, estando envolvidas
na remobiliza¢do de nitrogénio durante a senescéncia, e enfatizado um papel na producao de
sementes em espécies de cultivo com graos pequenos (SWARBRECK et al., 2011). Assim,
torna-se importante identificar transportadores que tenham maior afinidade com esse
aminodcido e sua a¢do em plantas no periodo reprodutivo do ciclo da cultura de arroz.

Sistemas de expressdo heter6loga permitem a produgdo em larga escala de proteinas
de plantas em microganismos para estudar suas caracteristicas bioquimicas e biofisicas
(YESILIRMAK e SAYERS, 2009). A levedura Saccharomycescerevisiae¢ um dos
organismos modelo de eucariotos mais utilizados para esse fim e tem sido util para estudos
sobre regulacdo da expressdo de genes, vias de transdug¢do de sinais, ciclo celular,
metabolismo e outros processos bioldgicos.

H4 muitos trabalhos nos quais leveduras mutantes foram utilizadas para caracterizar
afinidade de transportadores por diferentes aminodcidos. As cepas de levedura 22A8AA
(MATa, wura3-1, gapl-1, putd-1, ugad4-1, canl::HisG, lypl/alpl::HisG, hipl::HisG,
dip5::HisG) (FISCHER et al., 2002) e JA248 (MATa ura3A gaplA gnplA agplA)
(VELASCO et al., 2004) foram utilizadas em diversos trabalhos para verificar capacidade de
transporte de aminodcidos especificos por diferentes transportadores. A cepa 22A8AA ¢é
incapaz de utilizar eficientemente como unica fonte de N os aminoécidos arginina, aspartato,
citrulina, d4cido yaminobutirico, glutamato e prolina e a cepa JA248 € incapaz de utilizar
glutamina eficientemente como tnica fonte de N no meio.

COUTURIER et al. (2010) verificaram, através do uso das linhagens mutantes de
Saccharomycescerevisiae22ASAA e JA248, que o PtAAPII é um transportador de
aminoacidos de Populustrichocarpade alta afinidade, mais particularmente para prolina,
através de andlises de complementacdo desse gene nas leveduras que foram posteriormente
crescidas em meios com concentracdes de 1, 3 e 6 mM de L-prolina, L-citrulina, L-aspartato,
e L-glutamato, para a cepa 22A8AA, e 0,5, 1, 2 e 5 mM de glutamina, para a cepa JA248.

OKUMOTO et al. (2002) transformaram a cepa de levedura mutante 22A8AA com
cDNA dos transportadores de ArabidopsisAAP1, AAP5, AAP6 , AAP7, AAP8 e um vetor,
pFL61, vazio como controle e cresceram os transformantes em diferentes meios com auséncia
de uracila e contendo 1, 3 e 6 mM dos aminoécidos aspartato, glutamato, prolina e citrulina
como Uunica fonte de N e caracterizaram o transportador AAP8 como um transportador
universal, uma vez que possibilitou o crescimento de células sob glutamina, arginina, prolina
e citrulina a 1 e 3 mM, com alta afinidade para aspartato e responsavel por entrega de
aminodcidos para sementes em desenvolvimento e 0 AAP6 como responsédvel por absor¢ao de
aminodcidos a partir do xilema com alta afinidade.

Em trabalhos posteriores OKUMOTO et al. (2004) transformaram cepas do mutantes
22A8AA com cDNA de AtAAP3, que € expresso no floema de raizes de Arabidopsis, e
fizeram testes de crescimento em meio com 3mM de L-Prolina como unica fonte de N,
demonstrando que trata-se de um transportador funcional.

TAN et al. (2008) demonstraram através de trabalhos de complementacdo que o
transportador PvAAPI, de Phaseolusvulgaris, além de transportar histidina regula o
crescimento de leveduras mutantes 22A8AA em meio com aminodcidos dcidos (glutamato) e
neutros (prolina, citrulina e GABA), indicando que esse transportador reconhece amplo
espectro de aminodcidos. Esses autores também citaram que o PvAAP apresenta similaridade
com os AAPs de Vicia fabaVfAAPI e VfAAP3 e de MedicagotruncatulaMtAAPc e MtAAPD,

KOCH et al. (2003) demonstraram que o geneStAAPI, de Solanumtuberosum L., € um
transportador funcional de aminodcidos para distribuicdo de nutrientes a longas distancias nas
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plantas através de complementagdo em cepas de levedura mutante JT16, a qual depende da
absor¢do de histidina para o seu crescimento. Essa levedura foi utilizada em trabalhos
anteriores para isolar transportadores funcionais de Arabidopsis (HSU et al.,, 1993;
FROMMER et al., 1994; FROMMER et al., 1995; CHEN et al., 2001; DUNDAR E BUSH,
2009; LADWIGet al., 2012).

Como visto, o uso de leveduras € de fundamental importancia na caracterizacdo de
transportadores de aminodcidos em plantas, uma vez que permite o conhecimento sobre a
afinidade do transportador pelos diferentes tipos de aminoécidos transportados nas plantas.
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3. CAPITULO1

SELECAO E ESCOLHA DE GENES QUE CODIFICAM PARA
TRANSPORTADORES DE AMINOACIDOS E ESTUDO DA SUA
INFLUENCIA SOBRE A REMOBILIZACAO DE N E ACUMULO DE
PROTEINAS NOS GRAOS EM PLANTAS DE ARROZ
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3.1. RESUMO

Os transportadores de aminodcidos sdo componentes essenciais para a remobilizacdo de
nitrogénio (N). O N € remobilizado a partir das folhas na forma de aminodcidos, que sdao
carregados no floema para transporte de longa distancia para os graos. O objetivo deste estudo
foi identificar genes de arroz associados a remobilizacdo de N para os grdos e fazer a
caracterizacdo fenotipica de plantas mutantes para os genes escolhidos, além de verificar a
influéncia da mutacdo sobre os pardmetros de produtividade, proteinas dos graos e
metabolitos nas plantas. A identificacdo de genes para o estudo foi realizada através de
andlises de filogenia e de perfil de expressdo dos genes. A partir desses resultados foram
selecionados os genes OsAAPI e OsAAPIS para os estudos de caracterizacdo de plantas
mutantes. Para a caracterizacdo fenotipica foi implantado um experimento em casa de
vegetacdo da UFRRJ. Foram utilizadas plantas tipo selvagem e plantas mutantes da linhagem
3A-00581, mutante por T-DNA para o gene LOC_Os07g04180 (OsAAPI) e4A-00262,
mutante para o gene LOC_0s0636210 (OsAAPIS8). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 (plantas x coletas) com quatro repeticoes.
Foram realizadas quatro coletas durante o ciclo das plantas: no periodo do
"emborrachamento", na antese, aos 10 dias depois da antese (DDA) e a ltima coleta ao final
do ciclo. Foram analisados os teores de N total nas plantas e de proteinas nos graos,
parametros agrondmicos, fracdes nitrogenadas e expressdo de genes que codificam para
transportadores de aminodcidos em plantas. Os resultados obtidos sugerem a provavel
participacao dos genes OsAAPI e OsAAPI8 no transporte de aminodcidos para os graos em
desenvolvimento, sendo que OsAAPI8 afeta a producdo de sementes férteis, podendo estar
mais relacionado ao transporte de aminodcidos para a formagdo do embrido.

Palavras chave: Caracterizacio fenotipica. T-DNA. Parametros de producio.
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3.2. ABSTRACT

The amino acid transporters are essential components for the nitrogen remobilization (N). N is
remobilized from leaves as amino acids, which are loaded into the phloem for long distance
transport to grains.Thegoal of this study was to identify rice genes associated with nitrogen
remobilization to grains and perform the phenotypic characterization of mutant plants for this
genes to investigate the influence of the mutation on productivity parameters, grains proteins
and metabolites concentration in plants. The identification of genes for the study was
performed using phylogenetic and expression analysis. Based on the results were selected for
the study OsAAPIand OsAAP18 genes. For phenotypic characterization was implemented an
experiment in the UFRRJ greenhouse. Were used 3A-00581 mutant plants, insercional T-
DNA mutant line for OsAAP1 gene, 4A-00262, mutant line for gene OsAAP18 and wild type
plants. The experimental design was completely randomized in a factorial 3 x 4 (plants x
harverst) with four replications. Four harvests were performed during the plant cycle: at
"booting" period, at anthesis and 10DAA (days after anthesis). The last harvest was
performed at the end of the cycle. Were analyzed the total N content in plants and grains,
content of proteins en grains, agronomic parameters, soluble fractions and expression of
genes. The results suggest a possible involvement of OsAAPI and OsAAP18 genes in amino
acid transport to developing grains. Furtherore, OsAAPI8 affects the production of fertile
seeds, which may be related to the transport of amino acids for formation of embryo.

Key-words: Phenotypic characterization. T-DNA. Production parameters.
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3.3. INTRODUCAO

O arroz é um cereal consumido por mais de 1/3 da populagdo mundial e é parte
significativa da ingestao didria de energia e proteina da populagao de menor poder aquisitivo.
Sendo assim, o aumento conteido de proteina nos graos (CPG) é um fator-chave para
melhorar a qualidade nutricional do arroz (UFAZ et al., 2008). A produtividade dessa cultura
geralmente é maior em sistema de produ¢do inundado com grande uso de insumos, sobretudo
de fertilizantes nitrogenados. O uso de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados
geralmente estd associado a perdas significativas desse nutriente que, alem de aumentar os
custos de producdo, causa problemas ambientais como contaminagao de cursos d'dgua, lencol
fredtico e emissao de gases de efeito estufa, como o oxido nitroso.

Portanto, € imperativa a busca por variedades cultivadas com maior eficiéncia de uso
do nitrogénio (N), o que pode levar a uma redu¢do do uso intensivo de fertilizantes, e também
produzir graos de maior valor nutricional, ja que a proteina de reserva do arroz € de alto valor
bioldgico, a glutelina.

Grande parte da Eficiéncia de Uso de N (EUN) estd ligada a eficiéncia de
remobilizacdo de N (ERN) no periodo reprodutivo das culturas, incluindo o arroz. Estima-se
que até 80% do N presente no grao dos cereais € proveniente do processo de remobilizacdo.
Portanto, € essencial a identificac@o e caracterizacao de genes-chave para a remobilizacdo de
nitrogénio durante o periodo reprodutivo das plantas.

Os transportadores de aminodcidos sdo componentes essenciais para a remobilizacdo
de nitrogénio. O N € remobilizado a partir das folhas na forma de aminodcidos, que sao
carregados para o floema para transporte de longa distdncia para as paniculas, e
posteriormente para os graos. Recentemente foi demonstrado que o locos de caracteristicas
quantitativas (QTL) gPCI, que contém um putativo transportador de aminoicido OsAAP6,
controla o CPG através da regulacdo da sintese e acumulo de glutelinas, prolaminas,
globulinas, albuminas e amido (PENG et al., 2014).

Em plantas de arroz, os transportadores de aminodcido codificados pelos genes
OsAAPI (LOC_0Os07g04180) e OsAAPIS (LOC_0Os06g36210) podem estar associados com
funcodes de transporte de N organico durante a fase reprodutiva. A caracteriza¢do funcional
desses transportadores poderd esclarecer o papel dessas proteinas no transporte de
aminodcidos de 6rgaos fonte para graos e sua importancia para a ERN em plantas de arroz.

A elucidagado das funcoes de OsAAP1 e OsAAP18 foi realizada através de estudos de
complementacdo com leveduras mutantes (Saccharomycescerevisiae), para determinar a
especificidade por substrato, e através de estudos com plantas mutantes de arroz por inser¢ao
de T-DNA e plantas tipos selvagem para verificar as funcdes fisiolégicas desses
transportadoresem plantas e seu papel na remobilizacdo de N. Os resultados desta pesquisa
podem contribuir com informacdes relevantes para programas de melhoramento que visam
nao s6 aumento de producdo associado a uma maior eficiéncia de uso de N mas também a
qualidade nutricional do arroz em termos de aumento de teor de proteina.
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3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1. Selecao de genes para o estudo

Como plantas de arroz apresentam uma grande variedade de transportadoresde aminodacidos,
com diferentes funcgdes, iniciou-se o trabalho com a busca de genes que codificam
transportadores que provavelmente teriam um maior envolvimento no processo de
remobilizacdo de N para a formagdo de graos. Para isso, foram buscados provaveis ortélogos
de genes ja caracterizados como responsaveis pelo transporte de N para sementes em outras
plantas (Tabela 1), como os de Arabidopsis, com destaque para os genes AtAAP1 e AtAAPS.
A identificacdo dos ortdlogos dos genes de interesse para o estudo nas plantas de arroz foi
realizada através da constru¢do de arvores filogenéticas contendo os genes de Arabdopsise
sorgo e seus provaveis ortélogosemplantas de arroz.

Tabela 1. Genes de transportadores de aminoédcidos de Arabidopsis e Populustrichocarpa
utilizados como referéncia na busca de ortélogos para o estudo de identificacdo e
caracterizacdo de transportadores de aminodcido envolvidos em maior EUN em plantas

de arroz.

Gene Locus

Funcao do gene na planta (motivo pelo qual o gene
foi escolhido para busca de ortélogos em arroz)

Referéncias

AtAAPS  Atlgl0010

AtAAPS tem papel importante no desenvolvimento
inicial das sementes, suprindo o crescimento do
embrido e endosperma.Além disso, contribui para a
formagdo do estoque de proteinas nas sementes. Em
estudos de Schimidtet al., (2007) o conteido de
aminodcidos totais em siliculas de mutantes aap8 de
Arabidopsis foi reduzido cerca de 18% comparando
com WT

SCHMIDT et
al. (2007)

AtAAPI  Atl1g58360

Atua como o principal sistema de transporte de
aminodcidos necessdrios para a biossintese de
proteinas de estoque durante o amadurecimento

SANDERS et
al. (2009)

AtAAP2  At5g09220

Juntamente com o AAPl € o transportador de
aminodcido mais expresso em siliculas de Arabidopsis.
Candidato envolvido na recuperagdo de aminoacidos
liberados a partir da seiva do floema e na transferéncia
xilema-floema ao longo das vias de carregamento de
folhas para frutos

ZHANG
et al. (2010)

PtCATIO

Transportador induzido durante a senescencia em
folhas de poplar juntamente com o CAT11

COUTURIER
et al. (2010)

PtCATI1

Tem maior afinidade para o transporte de
glutamina. Transportador induzido durante a
senescencia em folhas de poplar. Fortemente
expresso em tecidos do floema.

COUTURIER
et al. (2010)

Para assegurar que os genes podem estar envolvidos na remobilizacdo em plantas de
arroz foi realizada a andlise do provével local de expressado e fase do ciclo da planta em que os

genes
GENEVESTIGATOR

s30 mais expressos

bases de dados
(https://genevestigator.com/gv/)

nas

de experimentos de microarranjo

e
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RiceXpro(http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/). Apds a escolha dos genes, OsAAP1 e OsAAP18S,
foi realizado um experimento para confirmar sua expressdo na época de remobilizacdo de N
em plantas de arroz. Para isso, foi implantado um experimento de verificagdo do perfil de
expressao dos genes candidatos em plantas de arroz da variedade Piaui.

a)Analise filogenética

Para a constru¢do das arvores filogenéticas, as seqiiéncias de aminodcidos das
proteinas codificadas foram identificadas, colocadas em forma de texto (formato fasta) e
procuradas por “BLASTP e BLASTN” nos bancos de dados das diferentes espécies: banco de
dados de A. thaliana  (http://www.arabidopsis.org/), Oryza  sativa  (arroz)
(http://rice.plantbiology.msu.edu/) e Sorghum  bicolor (sorgo) (http://genome.jgi-
psf.org/Sorbil/Sorbil.home.html). As seqii€éncias de aminodcidos similares encontradas foram
alinhadas utilizando-se o programa Clustal-X e posteriormente importadas para o programa
Molecular EvolutionaryGeneticsAnalysis (MEGA), versao 4.1 (TAMURAet al.,2007). As
andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando-se o método implementado no MEGA,
Neighbor—Joining (NJ), com a op¢ao de manipulagdo de falhas no alinhamento e com modelo
de correcao de Poisson para o cdlculo de distancia.

b)Analise de provaveis locais de expressao dos genes OsAAPI e OsAAP18 em bancos de
dados de experimentos de transcriptomica

Foram realizadas andlises em duas plataformas de dados de experimentos com
microarranjo, o GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.com/) e a RiceXpro
(http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/). Os genes OsAAPI e OsAAP18 foram buscados por pesquisa
por cromossomo (OsAAPI-LOC_0Os07g04180 e OsAAPIS8 - LOC_Os06g36210)) nas bases
de dados. O GENEVESTIGATOR contém dados de microarranjo com qualidade controlada e
anotacdo provenientes de experimentos que contém tratamentos com patologia, nutricao de
plantas, estresses abidticos e tratamentos com hormodnios, além de apresentar dados de
diferentes gendtipos e andlises espaciais ou temporais de expressio dos genes
(ZIMMERMANNEet al., 2008). O RiceXpro (SATO et al., 2010) € uma base de dados que
contém informacoes referentes ao perfil de expressao de genes espago-temporal em diferentes
orgdos e tecidos e perfil de expressao continua em folhas desde o transplante até a colheita de
plantas de arroz cultivadas em condicdes naturais de campo. Segundo os autores, os dados
incluidos na plataforma RiceXpro foram gerados por andlises de expressdo emmicroarranjos
desenvolvidas por hibridizagao com o “rice 4x44 Microarray RAP-DB(Agilent Technologies,
USA;G2519F#15241),” utilizando-se o Agilent Gene Expression Hybridization kit®.

¢) Confirmacao de expressiao de OsAAPle OsAAPI8em plantas de arroz da variedade
Piaui

Sementes da variedade de arroz Piaui foram semeadas em vasos pldsticos com
capacidade de 10 litros que receberam 8 kg de terra fina seca ao ar (TFSA). A umidade do
solo foi mantida entre 80 a 90% da capacidade de campo. Foi utilizada terra do horizonte A
de um Chernossolo (0-20 cm), que foi peneirada, em peneira de 2mm. As plantas receberam
adubacdo nitrogenada equivalente a 60 kg ha' de N na forma de (NH4),SO,. As doses de
outros nutrientes necessdrios ao desenvolvimento das plantas, como P e K, foram
determinadas de acordo com andlise de solo, seguindo as recomendagdes para atender as
necessidades da cultura. Foram realizadas coletas aos 15 dias antes do emborrachamento
(DAE), no emborrachamento, na antese e aos 7 e 15 dias depois da antese (DDA). Amostras
de folhas e paniculas foram retiradas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e
armazenadas a -80°C. O RNA foi extraido e andlises de expressdo por RT-PCR foram
realizadas. Foram realizadas ainda analises de atividade da enzima nitrato redutase (NR)
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durante as coletas realizadas no emborrachamento, na antese e apds antese, segundo
JAWORSKI (1971), e deatividade proteoliticadurante a coleta realizada aos 7 DDA.
Amostras de material coletado foram homogeneizadas em etanol 80%, e apds particio com
cloroférmio (FERNANDES, 1984), a fracdo soluvel obtida foi utilizada para a determinacdo
dos teores de N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NO3™ (CATALDOet al.,1975) e
acucares soliveis (YEMM & WILLIS, 1957).

d) Extracio do RNA

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (0,2 M Tris-Cl pH 8,0; 25 mM
EDTA; 0,3 M NaCl; 2% SDS). As amostras foram maceradas em Nliquido e homogeneizadas
em uma mistura contendo ImL de tampao NTES e 700 uL de solugdo fenol:cloroférmio
(1:1). Apés centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. O RNA total foi precipitado pela adicao de 1/10 volume de 2 M acetato
de sédio pH 4,8 (NaOAcpgpc) € 1 volume de isopropanol puro gelado. A seguir a mistura foi
mantida a -80 °C por 1 hora seguida de centrifugacdo a 12.000 x g por 20 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado em 0,5 mL de H;Opgpc €
precipitado novamente pela adicdo de 0,5 mL de 4 M cloreto de litio (LiClpgpc). ApOs
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70% e
dissolvido em 30 pL de H;Opgpc. A qualidade do RNA extraido foi verificada
espectrofotometricamenteutilizando-se 0 NanoDrop 2000c spectrophotometer
(ThermoScientific) por meio das relacdoes Anso/Azzo € Anso/Azgy € posteriormente por
vizualizagdo em gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio.

¢) Quantificacio do RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi quantificado em duplicata no espctrofotometro NanoDrop 2000c
(ThermoScientific). Trés microgramas de RNA total foram tratados com DNase (DNase I
Amplification Grade — SigmaAldrich™) seguindo as instrugdes do fabricante. Para isso, 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 reacdo foi conduzida a 25°C por 15 minutos,
seguida da adi¢do de 3 uL de EDTA 50mM e posterior inativagdo da DNase I a 65°C por 10
minutos. Apds a digestdao com DNase a qualidade do RNA e a presenca de DNA nas amostras
foi verificada através de eletroforese em gel de agarose. A reagdo de sintese do cDNA foi
realizada com o kit “TagMan® Reverse TranscriptionReagents” (AppliedBiosystem)
seguindo as instru¢des do fabricante.

f) PCR em tempo real

As analises de RT-PCR semi-quantitativa em tempo real foram realizadas utilizando
iniciadores (“primers”) especificos para os genes estudados (Tabela 2). Os primers foram
desenhados com o auxilio do programa Primer Express 3.0. A especificidade de cada primer
foi analisada por alinhamento das seqiiéncias no banco de dados (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e experimentalmente no fim da reacdo de
PCR durante a curva de desnaturacdo (melting). As reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas em duplicata, utilizando o kit “SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied
Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A reacdo foi realizada da
seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos de amplificagdo com 95 °C por 15
segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a “curva de melting” com aumento de
temperatura de 0,3°C, de 60°C até 95°C, para verificar a especificidade da reagdo.

O gene da actina 11 foi utilizado como controle endégeno para o calculo da expressao
génica relativa (JAIN et al., 2006).
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Tabela 2.Iniciadores (primers) utilizados no experimento de perfil de expressdao dos
transportadores de aminodcidos.

Familia AAP
Gene Foward Primer Reverse Primer Transportador
LOC_0s06g36210.1 CGGCTATCAACAAGTCCAACTG GATGTAGGCGCTCGTGTTCTG OsAAP1
LOC_0s03225869.1 CGGAGGCGTGGGAGAAC TTGAGATTCCTCACAAGCTTCGT OsAAP2
LOC_0s03g37984.1 TGGGCACTATGTTTCCTGAGAA GGCCCAAGGGCTGAAGAG OsAAP3
LOC_0s06g36180.1 GCTTGCGCGAACAATATCAG CCAACCTCAACGCCAGTCA OsAAP4
LOC_0s01g66010 GCGTCGCCGAGGTCTTC TGGAGAGCCAGGAGATCTGATC OsAAP5
LOC_0s03g37984 CAATGCTGGTTGGGTTCGT CACCGTCTCTTCTCCACGTACA OsAAP6
LOC_0s07g04180 CACGACGCAGCCTGCTT TTGGATGCCAGCAAATATGATC OsAAP7
LOC_0Os12g42850 CAAACAGGATGGGTCGGCTAT CCGTTCGCCCCATAAGG OsAAP8
Familia CAT
Gene Foward Primer Reverse Primer Transportador
LOC_Os11g05690 TCGACGTGCTGCTCAACCT CGTTGGCGACCATGTAGAAGA OsCAT1
LOC_0s12g06060 TGCACGTGTTGTTCATCATGTT CGTCAGATTCCGGGTGTCA OsCAT2

3.4.2. Obtencao de plantas de arroz mutantes para estudos dos genes selecionados a
partir das analises de filogenia e caracterizacio de expressio

Ap6s pesquisa em bancos de dados de mutantes de arroz foram encontradas sementes
de plantas mutantes formadas a partir de insercdo de T-DNA nos genes
OsAAPI(LOC_0Os07g04180) e OsAAP18 (LOC_Os06g36210), que foram escolhidos para o
experimento.

Foram utilizadas as linhagens mutantes 4A-00262 para as plantas osaapl e 3A-00581
para as plantas osaapl8, ambas da variedade Dong Jin que receberam o vetor pGA2715
(Figura 1), construidas como descrito por JEON et al. (2000). Plantas tipo selvagem da
variedade Dong Jin foram utilizadas como controle nos experimentos.
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Figura 1.Mapa da regido T-DNA do vetor pGA2715. As barras em cinza, RB e LB,
representam, respectivamente, as bordas direita e esquerda do vetor. I, representa o
intron2 deOsTubAl carregando 3 putativos sitios aceptores e doadores de “splicing”; Tn
representa o terminador; Tt representa o terminador OsTubAl; hph representa o gene de
higromicinafosfotransferase; OsTubAl-1 representa o primeiro intron de OsTubAl; E,
representa o elemento “enhancer’do promotor CaMV 358S; P representa o sitio de corte
de Pstl e X o sitio de corte de Xhol (JEONG et al., 2002).

Foram adquiridas sementes de plantas mutantes para diversos transportadores de
aminodcidos (Tabela 3), no entanto, para este experimento, foram utilizadas somente as
referentes a mutacdo para OsAAPI e OsAAPIS, por terem sido os genes selecionados para o
estudo. Foram cultivadas 10 plantas para cada mutante obtido a partir dos bancos de mutantes,
ou seja, para cada gene a ser avaliado e 10 plantas tipo selvagem (wildtype) da variedade
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Dong Jin (Tabela 3). A partir desse cultivo cada planta foi considerada como uma linhagem
isolada.

Para a confirmagdo da inser¢ao do T-DNA nas linhagens mutantes foram realizadas
andlises por PCR, com verificacdo dos produtos em gel de agarose a 1%, para confirmar a
presenca ou auséncia do gene HPTII(hph) nas plantas. Esse gene € um marcador que confere
resisténcia a higromicina e esta presente nas plantas que receberam a constru¢do (Figura 1).

Além das reacdes de PCR, foi realizado um teste de resisténcia a higromicina com
folhas bandeira das plantas a serem confirmadas como mutantes. Para isso, foi retirado o ter¢o
médio de uma folha bandeira para cada planta a ser testada. Trés fragmentos de 2cm de
comprimento de cada terco médio foram colocados em placas de petri contendo solugdo
contendo 50ugmL'de higromicina e ImgL-' de 6 benzilaminopurina (BAP). As placas foram
colocadas em camara para germina¢do (BOD) com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de
28°C durante 7 dias. Apdés o periodo do teste, as plantas cujos fragmentos de folhas
apresentaram necrose foram caracterizadas como suscetiveis a higromicina e, portanto, ndo
transformadas. As plantas que ndo apresentaram necrose nas folhas foram caracterizadas
como resistentes. As plantas tipo selvagem foram utilizadas como controle no teste. Sementes
das plantas que apresentaram resultado positivo para a mutacao nos dois testes realizados
foram cultivadas para a multiplicacdo e realizacdo de teste de segregacdo. Foram utilizadas
nos experimentos plantas advindas de resultados positivos em teste de segregacgdo,
apresentando relacdo 3:1.

Tabela 3.Identificacdo das plantas independentes para producdo de sementes a partir das
linhagens mutantes. Mutantes para os genes OsAAPI e OsAAPIS8 estao destacados em

negrito.
Planta Gene .onde l~10uve a Numera(;.ﬁo das linhagens
insercao isoladas
Wild Type (variedade Dong Jin) - 1a10

Wild Type (variedade HY) - 11a20
4A-00262 OsAAPI 21a30
1E-00233 OsAAPS 31a40
4A-00169 OsAAP3 41 a 48
3A - 05042 OsAAP3 49 a 56
3D-50363 OsAAPI 57 a 60
3A-00581 OsAAPIS8 61a70
3A-60443 OsAAP6 71a79
2C-40557 OsAAPIS 80 a 87

Apesar da existéncia de duas linhagens mutantes para cada gene, OSAAPI e OsAAPIS,
foram utilizadas somente as plantas das linhagens 4A-00262 para estudos com o gene
OsAAPle 3A-00581 para o gene OsAAPI8uma vez que mesmo apds trés tentativas de
multiplicacdo de sementes para as linhagens 3D-50363 e 2C-40557 nao foi possivel obter
nimero de sementes suficiente para utilizacdo em experimentos. Isso pode ter sido resultado
da mutacdo, uma vez que as plantas produziram espiguetas em sua maioria vazias (chochas)
durante os plantios realizados no verdo. Em cultivos realizados no inverno ndo foi possivel a
producdo de sementes para nenhuma das linhagens, provavelmente devidoa problemas
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relacionados ao fotoperiodo, uma vez que essas plantas sdo adaptadas a cultivos em condi¢des
de dias longos.

3.4.3. Caracterizacao fenotipica e analises metabélicas e de expressao em plantas
mutantes Osaapl e Osaapl8

Foi realizado um experimento para caracterizagcao fenotipica das plantas mutantes 3A-
00581, mutante por T-DNA para o gene LOC_0Os07g04180 (OsAAPI), e 4A-00262, mutante
para o gene LOC_0s0636210 (OsAAP18). Plantas das linhagens 4A-00262, 3A-00581 e tipo
selvagem foram germinadas em dgua em camara de crescimento. Apds germinagdo as plantas
foram transferidas para potes (com capacidade de 700mL) com solucdo nutritiva de
HOAGLAND &ARNON (1950) modificada contendo 2mM de N a % de forca idnica (FI).
Ap6s trés dias as plantas foram transferidas para a solu¢do na mesma concentracao a %2 de FIL.
As plantas permaneceram nos potes por trés semanas para a realizacdo do teste de
higromicina para confirmar a mutacao e separar as plantas a serem utilizadas no experimento.

O teste de resisténcia a higromicina foi realizado diretamente nas folhas das plantas,
para evitar o corte dos tecidos. Para isso, foram aplicados 2uL. de uma solucdo contendo
higromicina (100x) com 0,05% de Tween 20 diretamente no limbo da folha mais jovem
(primeira folha). Como a higromicina é sensivel a luz, o local de aplicacdo foi coberto com
folha de aluminio. Apds sete dias foram consideradas sensiveis as plantas que apresentaram
necrose no local da aplicacdo. Apds confirmacao pelo teste de higromicina foram separadas
plantas das linhagens mutantes confirmadas como resistentes e tipo selvagempara
implantacdo do experimento.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4(plantas x coletas) com 4 repeti¢des
(Figura 2). Foi utilizada terra do horizonte A de um Chernossolo (0-20 cm), previamente
peneirada, em malha de 2mm. Foram utilizados vasos pldsticos com capacidade de 10 litros
que receberam 8 kg de TFSA. A umidade do solo foi mantida entre 80 a 90% da capacidade
de campo.

Emborrachamento

1% coleta 5
Antese 10 DDA Final do ciclo

2 coleta 3% coleta 4* coleta

A

| Tratamento |

60 kg/ha de N
(inicio do ciclo)

DDA: dias depois da antese

Figura 2.Delineamento experimental utilizado para caracterizacdo fenotipica de plantas
mutantes.

Foram cultivadas duas plantas por vaso. As plantas receberam adubagdo nitrogenada
na dose de 60 kg ha'de N na forma de (NH4),SO4. As doses de outros nutrientes necessarios
ao desenvolvimento das plantas, como P e K, assim como as doses de N necessarias para
compor os tratamentos foram determinadas de acordo com andlise de solo, seguindo as
recomendacdes para atender as necessidades da cultura.

23



Foram feitas quatro coletas no ciclo das plantas: no periodo do "emborrachamento", na
antese, aos 10 dias depoisda antense (DDA) e a ultima coleta ao final do ciclo. As plantas
foram separadas em folhas, bainha e paniculas e foram retiradas amostras para andlise de
expressao génica e teores de fragdes soliveis em todas as coletas, com exce¢do da ultima, que
foi realizado ao final do ciclo da cultura, devido as plantas encontrarem-se secas nessa época.
Na tltima coleta, foram analisados os teores de N total nas plantas e de proteinas nos graos.
Os parametros agrondmicos: altura das plantas, producdo de massa, nimero de perfilhos,
nimero e peso de paniculas, nimero de espiguetas por panicula, nimero de grios cheios e
chochos, peso total de graos (g), peso de graos cheios e peso de 100 graos (g).

a) Extracao de RNA total, sintese de cDNA e analise de expressao génica

Foi avaliada a expressdo dos genes que codificam transportadores de aminodcidos em
arroz OsAAPI  (LOC_Os07g04180), OsAAP2  (LOC_0s03g25869), OsAAP3
(LOC_0s03g37984), OsAAP6 (LOC_Os01g65670) e OsAAPI8 (LOC_0Os06g36210) nas
folhas bandeira, folhas superiores, colmo, raquis e graos das plantas mutantesOsaaple
Osaapl8e da planta tipo selvagem.Foram utilizadas amostras das coletas realizadas antes da
antese, na antese e aos 15 DDA. Essa andlise foi realizada para confirmar a reduc¢do dos niveis
de expressdo dos genes OsAAPI e OsAAPI8 nos seus respectivos mutantes e verificar se
haveria aumento de expressdao de outros genes que codificam para transportadores de
aminodcidos nos mutantes.

A extracdo de RNA e sintese de cDNA foram realizadas conforme descrito nos
subitens d) e e) do item 3.4.1.

Para realizar a RT-PCR semi-quantitativa em tempo real foram usados primers para os
genes controle do fator de alongamento em arroz (eEF[-a) e actina (ACT11) desenhados por
JAIN et al. (2006) (Tabela 4). Os primers para os demais genes foram desenhados com o
programa Primer Express 3.0 (Tabela 4). A especificidade de cada primer foi analisada por
alinhamento  das  seqiiéncias no banco de  dados Genbank  (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e experimentalmente no fim da reacdo de
PCR durante a curva de melting. Todos os primers se mostraram especificos para os genes
analisados.

Tabela 4. Iniciadores (primers) forward e reverse para anélises por PCR em tempo real dos
genes das isoformas de glutamina sintetasecitossdlica (OsGSI.1 e 1.3) e plastidial
(OSGS2) de arroz e genes controle da actina 11 (OsActinll) e fator de alongamento

(eEF-1a).
Gene Proteina “Forward primer”’ “Reverse primer”’
OseEF JAIN Fator de 5 TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3'  5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3'
et al., 2006) alongamento
OsAAPG AAP6 5" TGCTCATCGAGATCCAGGACA3’ 5'CGATCGACACGTAGAAGACGGT 3"
OsAAPI AAPI 5" TTGGTGACATTGCCTTTGCA3’ 5‘CGCCTTCTTCATCACCTCGTT3”
OsAAPIS AAPI8 5" AGACCAGGTCCTGATTCGACCT3’ 5" AAGCTGCACCTCAGAGAGTCCA3’
Os‘s‘tcgflzlo((){s’?m Actina 5'CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGA3”  5'CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA”
OsAAP2 AAP2 5'CGGAGGCGTGGGAGAAC3’ 5" TTGAGATTCCTCACAAGCTTCGT3’
OsAAP3 AAP3 5" TGGGCACTATGTTTCCTGAGAA3’ 5’GGCCCAAGGGCTGAAGAG3”
OsAAP7 AAP7 5'CACGACGCAGCCTGCTT3’ 5" TTGGATGCCAGCAAATATGATC3’

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o kit
“SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta ciclos de
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amplificacdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a “curva de
dissociagdo (melting) com aumento de temperatura de 0,3°C, de 60°C até 95°C, para verificar
a especificidade da reagdo. Os genes da actina 11 e fator de alongamento foram utilizados
como controle endégeno para o calculo da expressao génica relativa. Os cdlculos de expressdo
foram feitos de acordo com LIVAK &SCHMITTGEN (2001) adotando as folhas superiores
das plantas tipo selvagemcomo controle.

b)Analise de fracoes soliveis

As amostras de folhas, bainha e paniculas coletadas antes da antese, na antese e apds a
antese foram acondicionadas a 4°C em frascos contendo 20 mLde etanol 80%. Posteriormente
essas amostras foram homogeneizadas e trituradas utilizando um triturador de tecidos,
filtradas em quatro camadas de gaze e papel filtro e transferidas para funil de separacdo, onde
foi adicionado volume de cloroférmio igual ao da solugdo alcodlica para a separacao das fases
apolar e polar (FERNANDES, 1984). A fase polar (fracdo soldvel) foi avolumada para 25
mLe utilizada para as andlises de N-amino livie (YEMM & COCKING, 1955), N-NH,"
(FELKER, 1977), N-NO3” (MIRANDA et al., 2001) e agucares soliveis (YEMM & WILLIS,
1957).

¢)Analise de N e proteina total

O material vegetal coletado foi pesado e seco a 65°C em estufa de ventilacdo for¢ada
por 72h para obten¢do da massa seca das folhas, colmo e paniculas. A massa seca total foi
obtida a partir da soma das partes. Apds secagem o material foi triturado e pesado para
avaliagdo de N-total segundo TEDESCO et al. (1998). O N-total nos graos foi multiplicado
por 5,95 para determinagdo do teor de proteina (JULIANO, 1985).

Com os resultados de N-total nas diferentes partes da planta calculou-se a
remobilizacdo de N para os graos (N-total da parte aérea na antese — N-total da palha no final
do ciclo). Nao foi determinado o teor de N-total das raizes devido a dificuldade de limpeza do
material para evitar contamina¢do com solo.

3.4.4. Analises estatisticas

Os resultados das diferentes linhagens independentes foram analisados separadamente
e comparados com as plantas controle (tipo selvagem)por andlise de variancia utilizando o
programa SAEG (UFV, 2000). Os efeitos das varidveis foram verificados pelo teste F (5% de
probabilidade). Quando houve diferengas significativas reveladas pela ANOVA, as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1. Analises filogenéticas

Foi construida uma 4arvore filogenética utilizando sequéncias de aminodcidos
codificadas pelos genes da familia da Aminodcidopermease (AAP) de plantas de sorgo, arroz
e Arabidopsis(Figura 3). A partir dessa arvore foi verificado que os genes de arroz OsAAPI
(LOC_07g04180) e OsAAPI8 (LOC_Os06g36210) foram os que apresentaram maior
proximidade com os genes AtAAPI(At1g58360), AtAAP6 (At5g49630) e ArAAPS
(Atlg10010), que sdo importantes no processo de remobilizacdo de aminodcidos em plantas
de Arabidopsis (SCHMIDT et al., 2007; SANDERS et al., 2009; HUNT et al., 2010).
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Figura 3. Arvore filogenética construida a partir dasequéncia de aminodcidos dos
transportadores da familia Aminodcido permease (AAP) em arroz, incluindo genes de
sorgo, arroz e Arabidopsis. Setas vermelhas indicam os genes escolhidos para o
experimento de andlise do perfil de expressao.

Os genes AtAAPI, AtAAP6 e AtAAPS apresentam proximidade na arvore filogenética
por serem provavelmente derivados de um ancestral comum, no entanto, apesar de sua intima
associagdo, esses genes possuem padrdes de expressdo e propriedade bioquimicas distintas,
nao apresentando redundancia de fun¢des (OKUMOTO et al., 2002).

O gene ArAAPG6¢ importante no processo de remobilizacdo de N por estar associado
ao carregamento de aminoécidos para o floema (HUNT et al., 2010). Em seus trabalhos,
SANDERS et al. (2009) demonstraram que AtAAPI transporta aminoacidos para o embrido
e apresenta grande importincia para a sintese de proteinas de reserva e produgdo de sementes
em Arabidopsis. SCHMIDT et al. (2007) verificaram uma reducdo de aproximadamente 50%
no ndmero total de sementes e no nimero de sementes normais em siliculas de plantas
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mutantes de Arabidopsis AtAAPS tanto em linhagens insercionais por T-DNA quanto por
RNAI. Os autores observaram ainda, que o gene AtAAPS (Atlgl0010) tem papel crucial no
transporte de aminodcidos para o endosperma das sementes e para o embrido no inicio da
embriogénese. No entanto, apesar de AtAAPI e AtAAPS estarem associados a importagdo de
aminoécidos para o endosperma e embrido, esses dois transportadores apresentam funcdo
distinta, uma vez que diferem na afinidade por substrato (aminoécidos transportados) e local e
época de expressao.

Apesar do genoma de arroz e Arabidopsis serem pouco relacionados, a proximidade
de OsAAPI e OsAAPIS com os genes envolvidos na remobilizacio de N para griaos em
Arabidopsisfornece evidéncias de provavel envolvimento desses genes em processos de
remobiliza¢do em arroz, podendo apresentar funcdes semelhantes as do genes de Arabidopsis,
constituindo-se assim provdveis ortdlogos. A andlise filogenética também mostrou uma
similaridade entre os genes AtAAPI, AtAAPS8 e o gene de arroz Os06g12330 (Figura 3), no
entanto, esse gene ndo foi considerado para andlise nesta pesquisa, devido a falta de mutantes.

3.5.2. Provaveis locais e épocas de expressio dos genes OsAAPI e OsAAPIS
determinadosnas plataformas Genevestigator e RiceXpro

De acordo com as andlises realizadas no Genevestigator observou-se que o gene
OsAAPI tem aumento de expressdo na fase reprodutiva das plantas de arroz, em especial apds
a antese, nas fases de grao leitoso e duro (Figura 4),apresentando uma queda da expressao no
estdgio de alongamento do colmo. Ainda de acordo com o Genevestigator, esse gene
apresenta expressao de média a alta em grande parte dos tecidos de plantas de arroz (Figura
5).

Através de andlises no RiceXpro, observa-se que OsAAPI é expresso durante a fase
inicial de desenvolvimento dos graos, com maior expressao nos dois primeiros dias apds o
florescimento, durante a formagdo do ovario e aos 6,7 e 8 dias apds florescimento, durante o
periodo de desenvolvimento do embrido (Figura 6). A expressdo de OsAAPI € verificada
também nos diferentes 6rgaos reprodutivos: inflorescéncias, antera, pistilo, pilea e lema
(Figura 7). Durante a fase de enchimento de graos, quando ocorre a formac@o do endosperma,
observou-se maiores valores de expressao no embrido aos 10 dias apos florescimento (Figura
8).

Esses resultados estdo de acordo com a andlise de expressdao em tecidos realizadas por
LU et al. (2012), que verificaram que o gene OsAAP1 ¢é altamente expresso em sementes apos
a germinacdo e no endosperma de graos de arroz e que esse gene pode ter importante papel na
producdo de graos, producdo de biomassa e metabolismo e distribuicdo de C e N em plantas
de arroz, uma vez que mutantes Osaapl utilizados no trabalho apresentaram alteracdes na
producdo de biomassa e conteido de C e N. ZHAO et al. (2012) também detectaram
expressdo de OsAAPI em paniculas.O perfil de expressio ao longo do ciclo de
desenvolvimento das plantas e os locais indicam provéavel participacio de OsAAPIna
remobilizacdo de N para os graos, em especial para a formacdo de embrido e enchimento dos
graos, fungdes desenvolvidas pelo gene AAPI em Arabidopsis (SANDERS et al., 2009).
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Figura 4. Niveis de expressdao do gene OsAAPI ao longo do ciclo de desenvolvimento das
plantas conforme a plataforma GENEVESTIGATOR.Ciculos de diferentes cores indicam
dados de expressao para o mesmo gene inseridos na plataforma.
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expressdo para o mesmo gene inseridos na plataforma.
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de desenvolvimento dos graos, em diferentes dias apds florescimento (DAF),conforme

plataforma RiceXpro.Agrupamentos de barras de cores repetidas indicam repeti¢des de

dados de expressao para o mesmo gene inseridos na plataforma.
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plataforma RiceXpro.Agrupamentos de barras de cores repetidas indicam repeti¢cdes de
dados de expressao para o mesmo gene inseridos na plataforma.
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Figura 8.Niveis de expressao do gene OsAAP Inos embrides e endospermas durante o periodo
de enchimento dos graos de arroz, em diferentes dias apds florescimento (DAF), na
plataforma RiceXpro. Agrupamentos de barras de cores repetidas indicam repeticoes de
dados de expressao para o mesmo gene inseridos na plataforma.

De acordo com andlises realizadas no Genevestigator os maiores niveis de expressao
do gene OsAAPI8 ao longo do ciclo da planta ocorrem no periodo reprodutivo, com picos na
antese e na fase de grao farindceo (Figura 9). Foram observados também niveis de expressao
média a alta nos 6rgdos reprodutivos das plantas de arroz para o gene OsAAPIS8, com
destaque para a antera, pélen, estame, embrido e endosperma (Figura 10).

Em andlises no RiceXpro verifica-se alta expressdo de OsAAPI8 no embrido no
periodo de 4 a 10 dias apds florescimento e durante o periodo de formagdo desse Orgio
(Figura 11). Diferente do observado para OsAAPI, o gene OsAAPI8 é pouco expresso no
ovério durante o desenvolvimento inicial dos graos, de 1 a 4 dias apds florescimento (Figura
11). Quanto aos 6rgaos reprodutivos, OsAAPI8 apresenta alta expressao somente nas anteras
(Figura 12), diferente de OsAAPI, que apresentou expressdao em todos os 6rgaos. OsAAPI8
também apresenta comportamento distinto de OsAAP1 durante o periodo de enchimento dos
graos, apresentando baixa expressdo no endosperma (Figura 13). LU et al. (2012) verificaram
alta expressao de OsAAPI8 em estames durante o florescimento e sementes apds germinagao.
ZHAO et al. (2012) verificaram alta expressao de OsAAP18 em paniculas com 22 a 30 cm de
comprimento.

Esses resultados indicam um provavel maior envolvimento do OsAAPI8 no transporte
de aminodcidos para a formacdo e manutencao de 6rgaos reprodutivos, € menor participagao
na formacao do endosperma,diferindo do OsAAP]I.
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Figura 9.Niveis de expressdo do gene OsAAPI8 ao longo do ciclo de desenvolvimento das
plantas conforme a plataforma GENEVESTIGATOR.
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Figura 11. Niveis de expressio do geneOsAAPI8  durante o periodo inicial de
desenvolvimento dos graos conforme a plataforma RiceXpro. Agrupamentos de barras de
cores repetidas indicam repeticdes de dados de expressdo para o mesmo gene inseridos na
plataforma.
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Figura 12. Niveis de expressdo do gene em 6rgdos reprodutivos de plantas de arroz segundo a
plataforma RiceXpro. Agrupamentos de barras de cores repetidas indicam repeticoes de
dados de expressao para o mesmo gene inseridos na plataforma.
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Figura 13. Andlises de niveis de expressdo do gene durante o periodo de enchimento dos
graos de plantas de arroz na plataforma RiceXpro. Agrupamentos de barras de cores
repetidas indicam repeticoes de dados de expressdo para o mesmo gene inseridos na
plataforma.

3.5.3.Anadlise de caracterizacao de expressao génica em plantas da variedade Piaui

Foi realizada andlise do perfil de expressao dos genes da familia de transportadores de
aminoécidos em arroz, para identificar os genes mais expressos nos 6rgdos considerados
fontes e drenos durante a fase reprodutiva, e assim identificar com maior precisao os genes
que podem estar relacionados a remobilizacdo de aminodcidos durante o enchimento de graos.
Além disso, a andlise da expressdo em tecidos foi confrontada com os dados obtidos através
do uso do Genevestigator e RiceXpro, e com andlises de fragdes soliveis e atividade da
enzima nitrato redutase (ANR) e de proteases, realizadas nas mesmas plantas.

No experimento, os maiores valores de ANR foram observados na coleta realizada no
emborrachamento nas folhas superiores (FS) (Figura 14). As folhas, superiores e inferiores,
apresentaram maiores valores de ANR que o colmo (C) das plantas da variedade Piaui em
todas as coletas (Figura 14). Isso estd de acordo com o fato das folhas serem um local de
assimilacdo do nitrato, enquanto as bainhas sd@o conhecidas como 6rgdo de estoque desse N
inorginico, que pode ser acumulado nos vacuolos. SANTOS et al. (2009a e 2009b)
demonstraram que plantas de arroz acumulam N-NOj™ preferencialmente nas bainhas, onde a
baixa atividade metabolica favorece o armazenamento do mesmo. O nitrato nos vactiolos nao
¢ somente importante para o estoque, mas também para a manutencio de turgor nas células,
eo citossol € um ambiente idnico cuidadosamente regulado com homeostase ndo somente de
pH, fosfato e cdlcio, mas também de concentracdo de nitrato (MILLER e SMITH, 2008).

Na antese ndo houve niveis detectdveis de ANR (Figura 14), o que pode estar
associado a auséncias de NO3;  no solo nessa fase do ciclo da planta, uma vez que a adubacao
nitrogenada foi aplicada somente no inicio do ciclo de desenvolvimento. O aumento da
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atividade apds antese, embora menor que no emborrachamento, pode estar associado a
assimilacdo de N-NOj; acumulado nas bainhas durante o periodo vegetativo que € liberado no
periodo reprodutivo. Esses dados estdo de acordo com o trabalho de COELHO (2011), que
verificou maiores valores de ANR em plantas da variedade Piaui aos 15DDA, adubadas com
60 kg N ha™ no momento do plantio e suplementadas ou ndo com 40 kg de N ha™' na antese.
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Figura 14.Atividade da Nitratoredutase (NR) nas folhas superiores (FS), Folhas inferiores
(Fi) e colmo (C) das plantas da variedade Piaui nas coletas realizadas emborrachamento,
antese e aos 7 dias depois da antese (DDA) no experimento para a andlise de expressao
dos genes candidatos. Letras mindsculas nas colunas representam diferenga significativa
entre linhagens pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na andlise de atividade de proteases, aos 7 DDA, foram observados maiores valores
para as folhas inferiores, quando comparadas as folhas superiores e colmo (Figura 15). Isto
estd associado ao fato das folhas inferiores serem as mais velhas, ou seja, em estdgio mais
avangado de senescéncia. Diversos processos proteoliticos estdo envolvidos na remobilizagao
de N uma vez que a progressiva degradagdo celular, iniciados nos cloroplastos, para liberacdo
de proteinas de reserva durante a senescéncia foliar € acompanhada de modifica¢des nas vias

de assimilacdo de C e N e da expressdo de proteases (MASCLAUX-DAUBRESSE et al.,
2008).
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Figura 15.Atividade de protease nas folhas superiores (FS), Folhas inferiores (Fi) e colmo das
plantas da variedade Piaui no experimento para a andlise de expressdo dos genes
candidatos.

Nao houve grandes diferencas nos valores de NOj3 entre as coletas nas diferentes
partes da planta (Figura 16). Os maiores teores de NOjs foram observados nas folhas
superiores e inferiores na época do emborrachamento (Figura 16). Nao foi realizada andlise
das paniculas no emborrachamento, pois estas ainda ndo tinham sido emitidas. Os maiores
valores de nitrato encontrados nas folhas na época vegetativa, antes da antese, podem estar
associados a metabolizacdo do N disponivel nessa fase.

Os maiores teores de amonio foram observados aos 7DDA no colmo e paniculas
(Figura 16). As paniculas apresentaram maiores teores de aminoécidos livres nas coletas
realizadas na antese e aos 7DDA. No colmo houve diferengas entre os teores de aminoacidos
nas trés coletas, sendo maior apds a antese, 0 que pode estar associado a remobilizacdo de N
na forma de aminodcidos (Figura 16). Nao houve diferencas nos teores de aminodcidos entre
as trés coletas nas folhas.

O fato das paniculas apresentarem maiores teores de amonio pode estar ligado a
assimilac@o do N fornecido para as paniculas para a formacao de proteinas de reserva do grao,
assim como os maiores teores de aminoacidos encontrados nas paniculas quando comparados
as demais partes das plantas nas coletas realizadas na antese e 7DDA.
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Figura 16.Teores de Nitrato, N-amino e amdnio nas folhas superiores (FS), folhas inferiores
(Fi), colmo (C) e paniculas (P) das plantas da variedade Piaui nas coletas realizadas no
emborrachamento, antese e aos 7 dias depois da antese (7DDA) no experimento para
andlise de expressdao dos genes candidatos. Letras mindsculas nas colunas representam
diferenca significativa entre coletas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As andlises de expressdo mostraram um grande aumento de expressdo do gene
0506236210 (OsAAPIS8) nas paniculas no periodo da antese quando, comparado ao
emborrachamento, e posterior queda de expressao (Figura 17). Nas andlises de filogenia esse
gene mostrou similaridade com o AtAAPI, AtAAP6 e AtAAPS8 de Aarabidopsis. Em seus
trabalhos, SANDERS et al. (2009) demonstraram que AtAAP1é responsdvel pela absor¢do de
aminoécidos pelo embrido e apresenta grande importincia para a sintese de proteinas de
reserva e producao de sementes. O fato da expressdo de OsAAPI8 ter alcancado o maior pico
no periodo da antese pode indicar que esse gene estd associado a fun¢des de transporte de
aminodcidos apenas nos periodos iniciais de formacdo da semente, corroborando com os
dados de expressdo vistos no GENEVESTIGATOR e RiceXpro (Figuras 9-13), onde foi
verificado que esse gene € mais expresso em Orgaos reprodutivos do que no endosperma.

Os genes Os07g04180 (OsAAPI) e Os12g42850 (OsAAPS8) mostraram um aumento de
expressdo nas paniculas nas coletas realizadas apds a antese, sendo que os maiores valores
foram observados aos 15 DDA (Figura 17), indicando uma inducdo na fase de enchimento dos
graos. O que corrobora com amaiorexpressiode OsAAPIna fase de enchimento do
endosperma, como visto nas andlises feitas nas plataformas de dados de microarranjo (Figura
4-8). O gene 0s03g37984 (OsAAP3) tambémmostrou aumento de expressdao nas paniculas
ap6s o emborrachamento,com os maiores valores apresentados na antese e aos 15 DDA,
quando os grdos ja estavam em fase de enchimento (Figura 17). Em andlises realizadas na
plataforma GENEVESTIGATOR, foi verificado que o local de maior expressdao do gene
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OsAAP3em sementes de arroz é o endosperma (dados ndo mostrados).

O aumento de expressdao de OsAAPI e OsAAPIS8 na fase reprodutiva do arroz em
plantas da variedade Piaui estd de acordo com os resultados verificados no
GENEVESTIGATOR e RiceXpro (Figuras 4-13). Os dados de expressdao e de andlises de
provavel local de expressao em plataformas de dados indicam uma possivel participacdo dos
genes OsAAPI e OsAAP18no transporte de aminodcidos para os grdos com a finalidade de
formar proteinas de reserva no grao e fornecimento de aminodcidos no inicio do periodo de
formacdo do embrido, assim como ocorre com os genes OsAAPI e OsAAP8 emArabidopsis
(SCHMIDT et al., 2007).

A maior expressao dos genes associados ao transporte de aminodcido em plantas da
variedade Piaui no periodo reprodutivo é importante devido a essa variedade demonstrar
maior eficiéncia de remobilizacdo de N em condi¢cdes de baixo fornecimento de adubos
nitrogenados. SOUZA et al. (1998) verificaram que a variedade local de arroz Piaui foi mais
eficiente na utilizacdo do N acumulado e, portanto menos dependente de suplementagdao
externa desse nutriente no periodo de enchimento dos graos do que uma variedade melhorada,
IAC-47. COELHO (2011) verificou que a variedade de arroz Piaui possui caracteristicas
adaptativas favoraveis ao cultivo em condi¢cdes limitantes de N, pois apresenta maior
capacidade de acimulo de nitrogénio nos periodos iniciais do ciclo de desenvolvimento e
eficiéncia de remobilizacdo do N acumulado quando ndo recebe suplementagao nitrogenada.

OsAAPI1 parece atuar mais no transporte de aminodcidos para a formagdo do
endosperma enquanto OsAAPI18parrece suprir os 6rgios reprodutivos. No entanto, para
confirmacao disso, sd@o necessdrios estudos futuros para caracterizacdo funcional desses genes
e confirmacdo de localizacao em tecidos e subcelular.

As andlises de expressdo do gene Os03g25869.1 (OsAAP2) foram realizadas mas nao
levaram a resultados satisfatérios devido a problemas com o primer utilizado.

Em andlises na plataforma GENEVESTIGATOR, foi verificado que os genes
0Os12g41890 e Os01g11160, que também codificam para transportadores de aminodcidos, sao
pouco expressos em plantas de arroz no periodo vegetativo do seu ciclo de desenvolvimento e
por esse motivo nao foi realizada a anélise de expressao.
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Figura 17. Expressao relativa dos genes Os07g04180.1 (OsAAPI), Os06g36210 (OsAAP18)

0s03g37984.1 (OsAAP3), 0s06g36180.1 (OSAAP4), O0s01g66010.1 (OsAAPS),
0s03g37984.1 (0OsAAP6), Osl12g42850.1 (OsAAPS), 0Os11g05690.1 (OsCATI) e
0s12g06060.1 (OsCAT2) em paniculas das plantas de arroz da variedade Piaui no periodo
do emborrachamento (Emb), na antese, aos 7 dias depois da antese (7DDA) e aos 15 dias
depois da antese (15 DDA).

Quanto a expressdo em folhas, houve maior expressdo do gene OsAAPI nas folhas

bandeira, que sdo importantes no processo de remobilizacdo, antes e depois da antese (Figura
18). ZHAO et al. (2012) observaram baixa expressao do gene Os07g04180 (OsAAPI) em
folhas jovens de plantas de arroz, mas expressao relativamente alta nos demais 6rgdos, o que
estd de acordo com os resultados observados, uma vez que as folhas das plantas analisadas
nao eram mais jovens.
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A expressao nas folhas do gene Os01g66010(OsAAPS) aumentou apds a antese, com o
inicio do processo de remobilizacdo. Os resultados para esse gene estdo de acordocom a forte
expressao observada por LU et al. (2012) em folhas e bainhas de arroz. Esses autores também
observaram baixos niveis de expressdo para OsAAP5 em sementes, raizes, paniculas e
endosperma. Uma vez que o OsAAPS é mais expresso em tecidos dreno apds o inicio do
processo de remobilizacdo, esses resultados podem indicar maior participagdao desse gene no
transporte de aminodcidos na parte aérea, para carregamento de vasos condutores. Em
Arabidopsis foram identificados AtAAP2(ZHANG et al., 2010), AtAAP3 (OKUMOTO et al.,
2004) e AtAAP6(HUNT et al., 2010) entre os genesenvolvidos nos transporte de aminodcidos
fonte-dreno a longas distancia.

Os dados de atividade de protease (Figura 15) em folhas estdo de acordo com a andlise
de expressdo dos transportadores de aminodcidos em folhas, uma vez que a expressdo de
todos os genes estudados apresentarou aumento no periodo de remobilizacdo (Figura 19).
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Figura 18. Expressao relativa dos genes Os06g36210 (OsAAP1) Os03g37984.1 (OsAAP3),
0s06g36180.1 (OSAAP4), 0Os01g66010.1 (OsAAP5), 0Os03g37984.1 (OsAAPO6),
Os12g42850.1 (OsAAPS), Os11g05690.1 (OsCATI1) e Os12g06060.1 (OsCAT2) em
folhas das plantas de arroz da variedade Piaui no periodo do emborrachamento, na antese,
aos 7 dias depois da antese (7DDA) e aos 15 dias depois da antese (15 DDA). Melhorar
diferenciacao entre as colunas.

3.5.4. Andlise de plantas mutantes Osaapl e Osaap18

Foram confirmados menores valores de expressao relativa de OsAAPI e OsAAPIS8 em
plantas mutantes para os respectivos genes quando comparadas a plantas tipo
selvagem(Figura 19). Uma maior reducdo da expressdo de OsAAP18 foi verificada nos graos
das plantas Osaap18, local onde esse gene € mais expresso em condi¢cdes normais. Verificou-
se um aumento de expressdo dos genes OsAAP2, OsAAP3 e OsAAP6 em algumas partes das
plantas mutantes quando comparadas a tipo selvagem, sendo que o OsAAP6 foi fortemente
induzido.Isso pode estar associado a um provavel efeito de compensacdo da reducdo da
expressdo de OsAAPI e OsAAP18 com o aumento de expressdo de outros genes, que podem
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estar associados ao transporte dos mesmos aminodcidos, mas com caracteristicas de cinética
de transporte diferentes.
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Figura 19. Anidlise de expressao génica em plantas Osaapl e Osaapl8nas plantas mutantes
Osaapl e Osaapl8 e tipo selvagem (WT) nas folhas bandeira (FB), folhas superiores
(FS) colmo (C) e graos (G).

a) Analises de metabdlitos solaveis

Foram observados maiores teores de N-amino nas folhas bandeira das plantas
Osaapl8 e nos colmos das duas linhagens mutantes quando comparada a tipo selvagem na
coleta realizada antes da antese (Figura 20). Corroborando esses resultados, SANDERS et al.
(2009) observaram acumulo de aminodcidos nas rosetas de plantas mutantes de
ArabidopsisAtaapl e afirmaram que os niveis de aminodcidos nas folhas foram alterados
devido a regulagdo por feedback do metabolismo de N nesses 6rgaos em fungdodas mudancgas
nos processos de transporte de N para as sementes.
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Na antese, as duas linhagens mutantes, Osaapl e Osaapl8 apresentaram maiores
teores de N-amino nas folhas superiores quando comparadas a tipo selvagem(Figura 20).A
linhagem Osaapl8 apresentou maiores teores que a tipo selvageme a Osaapl também nas
folhas inferiores na antese(Figura 20). Foram observados maiores teores de N-amino nas
folhas inferiores e colmo das plantas mutantes Osaapl8 na coleta realizada apds a antese. As
plantas Osaaple OsAAPI8 apresentaram maiores teores de aminodcidos aos 10DDA no
colmo quando comparadas as tipo selvagem.Osaapl apresentou os maiores teores de
aminodcidos nas folhas bandeira quando comparadas a Osaap8 e tipo selvagem (Figura 20).
A linhagem Osaapl8 apresentou menores teores de N-amino nas folhas superiores apds a
antese (Figura 20). Nao foram observadas diferencas significativas nos teores de aminodcidos
nas paniculas na antese e ap6s antese (Figura 20).
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Figura 20. Andlise de N-amino nas folhas bandeira (FB), folhas superiores (FS), folhas

inferiores (Fi), colmo (C) e paniculas (P) das plantas de arroz tipo selvagem e mutantes.
Letras mintsculas nas colunas representam diferenca significativa entre linhagens pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Os maiores teores de N-amino observados nos tecidos fonte (colmo e folhas) das
plantas mutantes, no periodo reprodutivo, apés antese, podem indicar um actimulo desses
aminodcidos nesses 6rgdos devido a problemas no transporte desses metabdlitos para os
orgdos dreno (graos). Ja foram verificadasmodificacdes nas concentragdes de aminoacidos em
orgdos fonte em trabalhos de caracterizacdao de mutantes para transportadores de aminoacidos
em outras espécies. ZHANG et al. (2010) verificaram reducao nos niveis de aminodcidos em
seiva de floema e actimulo em folhas fonte de plantas mutantes para o gene AtAAP2, que é
envolvido no carregamento do floema e distribui¢do de aminodcidos para o embrido.

O fato de nao haver diferencas entre as plantas mutantes e tipo selvagemnos teores de
aminoécidos nas paniculas na antese e apds a antese nao indica o transporte de aminodcidos
de forma adequada para os grdos em plantas mutantes. Uma vez que estes podem ter sido
transportados e acumulados em diferentes tecidos e 6rgaos das sementes. Plantas mutantes de
Arabidopsis Ataapl apresentaram decréscimo de absor¢ao de aminodcidos pelo embrido, o
que resultou em actimulo desses compostos nos demais tecidos das sementes, em especial na
casca da semente/endosperma, que apresentou um aumento de 2290 e 1222% de glutamina
nas diferentes linhagens utilizadas aapl-1 e aapl-2 (SANDERS et al., 2009). Esses autores
também verificaram acimulo nos teores de aminodcidos livres totais nas sementes.

O acumulo de aminodcidos nos 6rgaos fonte, associado aos dados de expressdo e
andlises no GENEVESTIGATOR e RiceXpro, reforcam o envolvimento dos genes OsAAPI e
OsAAPI8 naremobilizagao de N para graos de arroz.

As plantas mutantes também apresentaram acimulo de N-amdnio quando comparadas
as tipo selvagemem todas as coletas realizadas, com excec¢do das folhas superiores aos 10
DAA, folhas inferiores na antese e colmo 10 DDA (Figura 21). Como o amonio € formado na
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protedlise,durante o periodo de remobilizacdo, esse composto também pode estar sendo
acumulado em resposta a problemas de transporte de N na forma de aminodcidos, que sdo
posteriormente formados a partir do amonio liberado. Esses problemas de transporte podem
ser resultado da mutag@o nos genes OsAAPI e OsAAPIS.
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Figura 21. Andlise de N-amodnio nas folhas bandeira (FB), folhas superiores (FS), folhas
inferiores (FI), colmo (C) e paniculas (P)das plantas de arroz tipo selvagem e mutantes.

Letras mintsculas nas colunas representam diferenca significativa entre linhagens pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Foram verificados menores teores de actcares soltiveis nas folhas superiores, colmos e
paniculas das plantas Osaapl8 no periodo da antese e nos colmos e paniculas aos 10 DDA
(Figura 22). Esses resultados, aliados aos maiores teores de amodnio nos mesmos Orgaos das
plantas mutantes podem indicar influéncia da mutacao sobre o transporte de uso de esqueletos
de C pelas plantas.
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Figura 22. Andlise de acticares soliveis nas folhas bandeira (FB), folhas superiores (FS),
folhas inferiores (FI), colmo (C) e paniculas (P)das plantas de arroz tipo selvagem e

mutantes. Letras mindsculas nas colunas representam diferenga significativa entre linhagens pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

b)Caracterizacio fenotipica e parametros de producio de plantas Osaapl, Osaapl8 e
tipo selvagem.

As plantas mutantes osaapl8 apresentaram maior nimero de paniculas e perfilhos (Figura
23), no entanto, menor altura média dos perfilhos (Figura 23). Esse maior nimero de
paniculas de plantas Osaapl8 refletiu em um maior nimero total de graos (Figura 24). No
entanto, apesar da grande produ¢do em niimeros totais de graos das plantas Osaapl8 cerca de
86% deste apresentaram-se chochos (Figura 24) indicando problemas no enchimento dos
mesmos, o que pode ser resultado de problemas no transporte de aminodcidos tanto no
periodo de formacdo do endosperma quanto no periodo de formagao do embrido, o que nesse
caso levaria a formacdo de graos estéreis. SCHMIDT et al. (2007) verificaram que linhagens
Ataap8 apresentaram um menor tamanho total das siliculasdo que plantas tipo selvagem e que
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o total de possiveis sementes (sementes contdveis + sementes abortadas) foi reduzido em
cerca de 50%, sendo esse fenotipo visivel nas duas diferentes linhagens mutantes utilizadas no
experimento. Esses fenotipos apresentados pelas plantas mutantes para o gene AfAAPS foi
associado ao fato desse gene ser responsavel pela absorcao de aminoécidos pelo endosperma e
para suprir o embrido no inicio de seu desenvolvimento. Os resultados de reducdo de
producdo de grdaos em plantas mutantes sugerem que o gene OsAAPIS§ estd envolvido no
processo de remobilizacdo de N para os graos em plantas de arroz no periodo reprodutivo do
ciclo da cultura.
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Figura 23. Producdo de perfilhos e paniculas e altura das plantas. Letras mindsculas nas
colunas representam diferenca significativa entre linhagens pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As plantas Osaapl ndo diferiram significativamente dos tipos selvagem em relagdo ao
numero de perfilhos, paniculas e altura dos perfilhos (Figura 23). Quanto a produgdo de graos,
as plantas Osaapl apresentaram maior ndmero e peso total de graos que as tiposelvagem, com
a maioria dos graos cheios (Figura 24). O fato das plantas Osaapl apresentarem maior
producdo que as do tipo selvagemmesmo com a mutacdo pode estar associado ao fato do T-
DNA utilizado para a constru¢@o das linhagens conter elementos “enhancer”, o que pode ter
induzido a expressdo de outros genes proximos ao seu local de inserc@o, que podem ser genes
associados a essa maior producdo de graos. No entanto, isso s6 poderia ser confirmado com o
seqlienciamento das linhagens, o que ndo foi possivel ser realizado neste trabalho. Outra
hipétese poderia ser o fato de outros genes, como 0s que apresentaram maior expressao nas
plantas mutantes, OsAAP2, OsAAP3, OsAAP6 e OsAAPS, codificarem proteinas de transporte
com redundancia de funcao de OsAAPI, assumindo o papel deste.

Os dados de producdao de plantas mutantes Osaapl nao estdo de acordo com os
verificados em plantas Ataapl, uma vez que esses mutantes de Arabidopsis apresentaram
redu¢@o no ndmero de siliculas por plantas, na produgdo de sementes por planta e no peso de
1000 graos (SANDERS et al., 2009).

43



50 2500

Producao de graos I WT a Producio de graos
a [ osaapl
40 - % a — WT 2000 I osaapl8 a
[ osaapl
= BN osaapl8 ab a
B0 30 b b £ 1500 -
] b )
4 g b
< =
S 20 Z. 1000 - b
10 - c 500 - ab b b
aaa
0 T ‘ Wﬂl 0 : : .
» Y & \ ® 3
K XN 20 X o
<° & qub Ut &° &
@06 W 1}@6 O
G‘ G‘ Gﬂ‘b

Figura 24. Producio de graos total, cheios e chochos em plantas Osaapl e Osaapl8. Letras
minudsculas nas colunas representam diferenca significativa entre linhagens pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

As diferencas no nimero de altura de perfilhos verificadas entre as plantas nao
influenciaram a produ¢do de massa seca (Figura 25), uma vez que ndo foram verificadas
diferencas significativas entre as linhagens e plantas tipo selvagempara essa varidvel.
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Figura 25. Producdo de massa das plantas mutantes e tipo selvagem. Letras mintdsculas nas
colunas representam diferenca significativa entre linhagens pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

¢) N-total e proteinas nos griaos de plantas mutantes e tipo selvagem

Os dados de N-total estdo de acordo com o acimulo de N-amino observados nas
plantas mutantes e confirmam um acimulo do N nos tecidos drenos das plantas, uma vez que
foram observados maiores teores de N na parte aérea das plantas mutantes quando comparada
com a tipo selvagem (Figura 26). As plantas osaapl8 mostraram maior teor de proteinas nos
graos apesar do acimulo de N na parte aérea, o que pode ser explicado pela baixa producao
de graos cheios por essas plantas, o que ndo possibilitou um efeito de diluicio do N que foi
direcionado as paniculas.
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Figura 26. Teores de N-total na parte aérea (PA) e proteinas nos griaos das plantas tipo
selvagem e mutantes.Letras mintsculas nas colunas representam diferenga significativa entre
linhagens pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Confirma-se o acimulo de N na parte aérea das plantas mutantes ao se comparar os
teores desse nutriente na parte aérea na antese e quanto ficou na palha no final do ciclo
(Figura 27). Além disso, ao se comparar os teores de N-total nos graos no final do ciclo, que
foram provenientes da remobilizacdo, verifica-se maiores teores nas plantas tipo selvagem
(Figura 27). Esses resultados confirmam a influéncia da muta¢do de OsAAPI e OsAAPI8 no
metabolismo de N e processos de remobilizacao.
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Figura 27. N-total na parte aérea a grios em plantas de arroz Osaapl, Osaapl e tipo
selvagem. Letras mindsculas nas colunas representam diferenca significativa entre
linhagens pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Em plantas de Arabidopsis ja foi comprovado que, apesar de ambos os genes, AtAAP1
e AtAAPS, serem expressos em panicula, o gene AtAAPI atua como principal sistema de
transporte de aminodcidos para a biossintese de proteinas de estoque enquanto AtAAPS supre
o transporte de aminodcidos para desenvolvimento do embrido e a maior expressao de um
transportador ndo pode compensar a auséncia do outro (SCHMIDT et al., 2007). Com os
resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que os genes OsAAPI e OsAAPIS8 estao
envolvidos no processo de remobilizagdo de N para graos em plantas de arroz, e que a
mutacdo de OsAAPIS influencia a producdo de graos pelas plantas. No entanto, as fungdes
dos dois genes ainda ndo podem ser assinaladas devido a auséncia de algumas andlises, entre
elas, a de expressao localizada.
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3.6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem a provdvel participagdo dos genes OsAAPI e
OsAAPI18 no transporte de aminodcidos para os grdos em desenvolvimento, sendo que
OsAAPI18afeta a producdo de graos e a remobilizagdo de N para estes.

OsAAPI parece estar envolvido com a remobilizacdo de aminoécidos para a formagao

do embrido enquanto OsAAP18 para o fornecimento desses metabdlitos para os 6rgaos
reprodutivos.
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4. CAPITULO II

AFINIDADE DOS TRANSPORTADORES OSAAP1 E OSAAP18 POR
DIFERENTES AMINOACIDOS EMEXPERIMENTOS DE
COMPLEMENTACAO COM LEVEDURAS MUTANTES
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4.1. RESUMO

Proteinas de transporte de aminodcidos tém diferentes afinidades por substrato e parametros
cinéticos de absorcdo.Este trabalho teve como objetivo verificar a especificidade de OsAAP1
e OsAAP18 por substrato, ou seja, determinar quais aminodcidos essas proteinas sdo capazes
de transportar. Foram realizados experimentos de complementacido com as cepas de leveduras
mutantes 22A8AA, 22A6AAL e JA248 carregando a sequéncia codante dos genesOsAAPI e
OsAAPIS8. Os testes de complementacdo com as cepas da levedura 22A8AA foram
desenvolvidos em meio livre de nitrogénio suplementado com diferentes concentracdes de L-
prolina, L-citrulina, L-aspartato ou L-glutamato como unica fonte de N. Testes de
complementacdo com a cepa JA248 foram desenvolvidos em meio livre de N complementado
com diferentes concentracoes de L-glutamina como unica fonte de N. Testes de
complementacdo com a cepa 22A6AAL foram desenvolvidos em meio livre de N
complementado com diferentes concentracdes de L-lisina como unica fonte de N. Nao foi
possivel verificar a afinidade de OsAAP18 devido a problemas decorrentes do procedimento
de clonagem. Os resultados sugerem que OsAAPI tem capacidade de transportar amplo
espectro de aminodcidos, o que indica um papel importante no processo de transporte de N na
forma organica em plantas de arroz.

Palavras chave: Sacaromycescerevisiae. Aminodcidos. pDR195, 22A8AA, 22A6AAL e
JA248
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4.2. ABSTRACT

Amino acid transport proteins have different affinities for substrates and uptake kinetic
parameters. This study aimed to determine the substrate specificity of OsAAP1 and
OsAAPI18, this means determine which amino acids are those proteins capable of carrying.
Complementation experiments were performed with strains of mutants yeast 22A8AA,
22A6AAL and JA248 harbouring the codantesequence of these genes. Complementation tests
with yeast strain 22A8AA were performedon nitrogen-free medium supplemented with
different concentration ofL-proline, L-citrulline, L-aspartate or L-glutamate as the sole source
of N. Complementation tests with JA248 yeast strain were developed in N-free medium
supplemented with different concentrations of L-glutamine as the only N source.
Complementation tests with 22A6AAL yeast strains were developed in N-free medium
supplemented different concentrations ofL-lysine as the sole source of N. We were not able
toverify OsAAP18 affinity due problems in the cloning. The results suggest that OsAAP1 is
able of carrying wide spectrum of amino acid, indicating a role in the transport ofinorganic
form of N in rice plants.

Key-words: Sacaromycescerevisiae. Amino acids. pDR195, 22A8AA, 22A6AAL e JA248
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4.3. INTRODUCAO

Os aminodcidos sdo de extrema importancia para sintese protéica e metabolismo
secunddrio e seu metabolismo € fortemente relacionadoao metabolismo de carboidratos e
amonio.Além disso, esses compostos sdo utilizados como carregadores de N para varios
orgaos, através do xilema e floema, em especial para as sementes, onde sdo utilizados para a
sintese de proteinas de estoque (PRATELLI ePILOT, 2014).

Uma vez que a concentragdo de aminodcidos tende a ser maior nos 6rgaos de
transporte para o dreno durante o periodo de remobilizacdo, esse deslocamento ocorre contra
um gradiente de concentracdo, tornando necessdria a atuagdo de proteinas de transporte para
esses metabolitos. Essas proteinas de transporte t€ém diferentes afinidades por substrato e
parametros cinéticos de absorg¢ao.

Leveduras tém um valor inestimdvel para clonagem e expressao de genes de plantas
que codificam transportadores de aminoacidos, podendo ser também um bom modelo para
investigar os aspectos da regulacdo desses genes (FISCHER et al., 1998). Até o momento,
foram realizados diversos estudos envolvendo caracteriza¢do funcional de genes associados
ao transporte de aminodcidos em plantas, com grande impacto nesse campo de pesquisa. Entre
eles, pode-se citar a caracterizacdo de transportadores de aminoacido em Phaseolusvulgaris
(TEGEDER et al., 2000a; TEGEDER e WEBER, 2006; TAN et al., 2008), PsicumsativumL.
(TEGEDER et al., 2000b; TEGEDER et al., 2007), Solanumtuberosum (KOCH et al., 2003),
caracterizacdo de transportadores da familia aminodcido permease em Arabidopsisthaliana
(OKUMOTO et al., 2002; OKUMOTO et al., 2004; LEE e TEGEDER, 2004; LEE et al.,
2007; SANDERS et al., 2009; ZHANG et al., 2010; PERCHLIK et al., 2014) e estudos de
evolucdo e funcionamento dos transportadores de aminodcidos em plantas (FISCHER et al.,
1998; WIPF et al., 2002; LALONDE et al., 2003; TEGEDER e RENTSH, 2010; TEGEDER,
2012; TEGEDER e WARD,2012; TEGEDER et al.,, 2013;), além de outros diversos
trabalhos. Em grande parte dos trabalhos foi utilizada a expressdo heter6loga em leveduras de
transportadores de aminoacidos para auxiliar sua caracterizacao funcional.

Leveduras mutantes deficientes em sistemas de absor¢ao para certos aminodcidos sao
utilizadas em sistemas de complementagdo como alternativa para estudos bioquimicos e para
identificar e isolar proteinas de transporte, sendo uma forma de facilitar esses estudos
(FISCHER et al., 1998). Através desses estudos de complementacdo com leveduras ja foram
determinados os pardmetros de absor¢do e a afinidade por substrato de diversos
transportadores de aminodcidos em plantas.

RENTSCH et al. (2007) resumiram as afinidades de diferentes transportadores de
aminodcidos caracterizados em trabalhos com o uso de S. cerevisiae eo6citos deXenopusspp,
citando que os transportadores de aminodcidos da familia aminodcido permease (AAP) em
Arabidopsisapresentam de moderada (AtAAPI-5 e 8) a alta (AtAAP6) afinidade com
aminodcidos neutros e glutamato, enquanto transportadores At{LHT1 eAtLHT2 apresentam alta
afinidade com aminodcidos 4cidos e neutros. Apesar de transportadores de diferentes familias
terem a capacidade de transportar os mesmos grupos de aminodcidos, estes podem ndo
apresentar redundancia de func¢des, uma vez que apresentam diferentes padrdes e locais de
expressdo.

Entre as leveduras utilizadas em estudos de caracterizacdo de genes destaca-se a
Saccharomyces  cerevisiae. Esses organismos sdo escolhidos por serem saprofitos e
apresentarem a capacidade de rdpida adaptacdo a mudangas de fontes de nutrientes sobre
diferentes substratos, diferentemente de células vegetais, que ndo enfrentam mudangas
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significativas na composicdo extracelular de aminodcidos (FISCHER et al., 1998). A
confirmacao da afinidade por substrato de transportadores de aminoécidos através do uso de
sistemas de complementacdo em leveduras mutantes tem um papel fundamental na elucidacao
de fun¢do de transportadores nas plantas.

Este estudo teve como objetivo verificar a especificidade dos transportadores de
aminoacidos de arroz OsAAP1 e OsAAPI18por substrato, ou seja, determinar quais
aminodcidos essas proteinas sdo capazes de transportar, através de estudos de
complementacio com leveduras mutantes.
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4.4. MATERIAL E METODOS

Os testes de especificidade e afinidade por substrato com as leveduras mutantes foram
desenvolvidos na Washington State University (WSU). As cepas de leveduras 22A6AAL e
22A8AA utilizadas neste experimento foram obtidas de estoques em glicerol pertencentes ao
laboratério da professora MechthildTegeder, da Escola de Ciéncias Bioldgicas da WSU e a
cepa JA248 foi cedida pelo professor Bruno Andre, do Instituto de Biologia e Medicina
Molecularda Universidade Livre de Buxelas.

Para isso, a regido codante de OsAAPI e OsAAPI8 foi clonada no vetor doador
Gateway® pDON221 e esse material foi utilizado para inser¢do do fragmento no vetor
pDR195, clonagem da construcio nas leveduras mutantes e realizacdo dos testes de absor¢ao
de aminodcidos.

4.4.1. Leveduras utilizadas nos experimentos para determinar especificidade do
OsAAPle OsAAPI8por diferentes aminoacidos

Para verificar a especificidade dos transportadores OsAAP1 e OsAAP18 por diferentes
aminodcidos, foram realizados experimentos de complementa¢do com as cepas de leveduras
mutantes 22A8AA, 22A6AAL e JA248 carregando a sequéncia codante desses genes. A cepa
de levedura 22A8AA (MATa, ura3-1, gapl-1, putd-1, ugad-1, canl::HisG, lypl/alpl::HisG,
hip1::HisG, dip5::HisG) (FISCHER et al., 2002) € incapaz de utilizar eficientemente como
unica fonte de N os aminodcidos arginina, aspartato, citrulina, 4cido y-aminobutirico,
glutamato e prolina.A cepa JA248 (MATa ura3D gaplD gnplD agplD) (VELASCO et al.,
2004) € incapaz de utilizar glutamina eficientemente como unica fonte de N no meio e a cepa
22A6AAL (MAT-aq, ura3-1,gap-1, put4-1, ugal; canl::HisG, lyp/alp::HisG, and lys2::HisG)
(Fischer et al., 2002) € incapaz de utilizar lisina eficientemente como unica fonte de N no
meio.

Os testes de complementagao com as cepas da levedura 22A8 A A foram desenvolvidos
em meio livre de nitrogénio (N) suplementado com diferentes concentracdes de L-prolina, L-
citrulina, L-aspartato ou L—glutamato como tnica fonte de N. Testes de complementacdo com
a cepa JA248 foram desenvolvidos em meio livre de N e complementado com diferentes
concentracdes de L-glutamina como tunica fonte de N. Testes de complementa¢do com a cepa
22A6AAL foram desenvolvidos em meio livre de N complementado com diferentes
concentracdes de L-lisina como tnica fonte de N.

4.4.2. Obtencao das construcoesplasmidiais para clonagem em leveduras

a) Extracao do RNA de plantas de arroz e amplificacao da regiao codante dos genes
OSAAP1 e OSAAPIS

O RNA total foi extraido a partir de amostras de folhas bandeira e paniculas de plantas
tipo selvagemda variedade de arroz Nippombare no periodo da antese com a utilizagao de
tampao NTES (0,2 M Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,3 M NaCl; 2% SDS),conforme
descrito no item 3.4.1.3.2 do capitulo 1 deste trabalho..

O RNA total foi quantificado em duplicata no NanoDrop 2000c spectrophotometer
(ThermoScientific). Trés microgramas de RNA total foram tratados com DNase (DNase I
Amplification Grade — SigmaAldrich™) seguindo as instru¢des do fabricante. Trés
microgramas de RNA foram misturados com 3uL do tampao de reacdo da DNase I 10X, 3uL
da DNase I em um volume total de 30uL. A incubacdo da reacdo foi conduzida a 25°C por 15
min, seguida da adi¢do de 3 uL de EDTA 50mM e posterior inativagdo da DNase I a 65°C por
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10 minutos. Apds a digestio com DNase I a qualidade do RNA e a presenca de DNA nas
amostras foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com Gel Red.

A reacdo de sintese do cDNA foi realizada com o kit “SuperScript™ III Reverse
Transcriptase” (Life Technologies) seguindo as instrucdes do fabricante.

A regido codante do gene OsAAPIS8 foi amplificada a partir de cDNA sintetizado de
RNA extraido de folhas bandeira de plantas tipo selvagemda variedade Nippombare no
periodo da antese. Para amplificacdo da regidao codante do gene OsAAPI, foi utilizado o
cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de amostras de paniculas das mesmas plantas. O
periodo de coleta na fase reprodutiva do ciclo foi importante uma vez que foi verificado
aumento de expressdo desse gene nessa fase em andlises anteriores. Foram desenhados
primers especificos para a amplificagao dos genes (Tabela 5).

Tabela 5. Primers utilizados para a amplificacdo dos genes OsAAPI (0Os07g04180) e

OsAAP18 (0s06g36210).
Gene Sequéncia
0s07g04180 Foward AAAAAGCAGGCTAAATGGGGATGGAGAGGCCGCA
0Os07g04180 Reverse AGAAAGCTGGGTACATGAGGAGACGCTGAATG
0506236210 Foward AAAAAGCAGGCTGCATGGGAGGAGGGACCAACGG
0s06g36210 Reverse AGAAAGCTGGGTACAGGACCTGGTCTTGAAGGGC

A reacdo de PCR foi realizada com uma DNA polimerase de alta fidelidade, a
PlatinumPfx (Life Technologies)conforme recomendagdes do fabricante, com adaptacdes de
acordo com as caracteristicas dos primers. Em uma primeira reac¢do foi adicionado o tampao
de amplificacdo Pfx 1,5x, solucdo enhancer PCRx 2x, ANTP 0,3mM cada, MgSO4 ImM, 1
uM de cada primer, Pfx DNA polimerase 1U e amostra 2ul de cDNA. Primeiramente a
mistura de reagdo passou por uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 10 minutos antes da
adicao da enzima Pfx devido a alta quantidade de CG que os genes de interesse apresentam.
Apés essa primeira etapa a enzima Pfx foi adicionada e a PCR seguiu com as seguintes
etapas: desnaturacdo a 94° por 3 minutos e 45 segundos e 34 ciclos de 15 segundos de
desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de anelamento a 60°C e 2minutos de extensdo a 68°C.

b) Insercao dos sitios de recombinacio através de reacoes BP

As regides codantes dos genes OsAAPle OsAAP18 foram clonadas no vetor de doador
pDONZ221, usando a tecnologia “MultiSite Gateway” (Life Technologies) de clonagem. Para
isso, apds a amplificacdo dos genes foram realizadas duas reacdes de PCR com primers
hibridos desenhados para a construcd@o do sitio de recombinacio attBl e attB2 para cada gene
(Tabela 6).

Tabela 6. Primers utilizados para amplificacdo de sitios de recombinagdo attB1 e attB2 nas
sequéncias de OsAAPI (0s07g04180) e OsAAP18 (0s06g36210).

Gene Sequéncia doPrimer
0s07g04180 attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAA
0s07g04180 attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA
0506236210 attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGC
0506236210 attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA
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Apés a insercdo dos sitios de recombinacdo artBl e attB2 as sequéncias, foram
inseridas no vetor Gateway® pDONR™221. Os vetores doadores, da tecnologia MultiSite®
Gateway, sdo usados para clonar os produtos de PCR flanqueados pelos sitios attB para gerar
clones de entrada.

As reacdes BP foram realizadas com o kit “Gateway® BP Clonase II Enzime Mix”
(Life Technologies) seguindo as recomendacgdes do fabricante. O material da reacdo BP foi
utilizado para a transformacao de células competentes de E. coli (DHS5a) para caracterizar os
clones de entrada. O meio de selecdo das bactérias transformadas foi o LB contendo 50ugmL’
'de canamicina.

¢)Preparo de células competentes para eletroporacao de E. coli(DH5a)

Foram utilizadas células de E. colicepa DHS5a (Invitrogen) preparadas para
eletroporacdo utilizando o protocolo adaptado de SAMBROOK e RUSSEL (2001), com
algumas modificacdes. Uma aliquota da cultura de E. coliDHS5a, presente na colecdo de cepas
do laboratério foi cultivada em uma placa contendo meio de LB 4gar. A placa foi incubada a
37°C, por um periodo de 16 a 24 horas. Do crescimento resultante uma colonia foi isolada e
cultivada em 5SmL de meio LB liquido durante a noitea 37°C sob agitagdo de 225 rpm.
Posteriormente, 3mL. do cultivo foram utilizados para in6culo em um frasco com a
capacidade de 1000 ml contendo 300 mLde meio LB liquido e cultivado a 37°C, sob agitacdo
de 225 rpm, até a densidade 6tica a 600 nm (ODgg) atingir entre 0,5 e 0,7 (aproximadamente
5 x 107). A seguir, a suspensdo bacteriana foi transferida para tubos de centrifuga estéreis
com a capacidade de 50 mLe resfriada em banho de gelo por 20 minutos, e posteriormente
centrifugada a 4.000xg por 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo o sedimento celularfoi
ressuspendido em 50 mL de dgua purificada em sistemamilli-Q estéril a 4°C. A amostra foi
mais uma vez centrifugada sob as mesmas condi¢des, os sedimentos celularesressuspendidos
em 25 mLde dgua estéril a 4°C e os volumes de cada 3 tubos foram reunidos em um unico
tubo de 50 mL. Apds mais uma centrifugacdo sob as mesmas condicdes foi descartado o
sobrenadante, e o sedimento celularfoi ressuspendido em 2ml.de glicerol 10% estéril a 4°C
para cada 50 mLde meio original. As células eletrocompetentes foram aliquotadas (50uL) em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mLde capacidade e congeladas a — 80°C para transformacao.

d) Eletroporacao para transformacao de bactérias

Para a eletroporacao, foi utilizado 1uL da reagdo BP e 50 ul de DHS5a.. O eletroporador
(BioRadmicropulser) foi ajustado para 1,7 kV, e logo em seguida ao pulso elétrico foi
adicionado 700 pL de meio SOC. As bactérias transformadas foram incubadas a 37°C por
1:30 h antes de serem inoculadasem meio LB sélido com o antibidtico de selecdo 50 ug mL"
!(canamicina ou ampicilina para pDOR221 e pDR195, respectivamente). A confirmacio da
clonagem foi feita por andlise de digestao dos plasmideos com enzimas de restri¢ao.

e) Clonagem dos fragmentos no vetor pDR195

Foram reamplificadasas regidescodantes dos genes OsAAPI e OsAAPI8 em
pDON221 e clonadas no vetor de expressdo em leveduras pDR195 (Figuras 28 e 29). O
pDR195 € um vetor que usa o sistema corte-ligacdo e as enzimas utilizadas na inser¢do da
regido codante de OsAAPIe OsAAPI8 no vetor foram a Notl e BamHI.
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Figura 28. Vetor pDR195 abrigando sequéncia codante de OsAAP].

Promotor PMA1

G11PMASF
G 11

AMPr
Notl (1013)

OsAAPIS

pDR195+cDNA de OsAAP18
7736 bp

BamHI (2445)

N G12
SCURA3 (genede sintesede ADH (terminador)
uracila)
G12 ADH3 R

Figura 29. Vetor pDR195 abrigando a sequéncia codante de OsAAPI18

f) PCR e clivagem de OsAAPIe OsAAPI8com enzimas de restricao

Foi realizada a amplificacio por PCR da regido codante dos genes OsAAPle
OsAAP]18utilizando primers com sitios de clivagem das enzimas Notl e BamHI(Tabela 7). A
DNApolimerase utilizada foi a  Phusion High-Fidelity (ThermoScientific®), seguindo
recomendacoes do fabricante.
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Tabela 5. Primers utilizados para amplificacdo de OsAAP1 e OsAAP18 com sitios de corte
das enzimas Notl e BamHI.

Gene Primerda fita direta com sitio de corte Notl

OsAAP1 AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGGGGATGGAGAGGCCGCA
OsAAPI18 AAGGAAAAAAGCGGCCGCATGGGAGGAGGGACCAACGG
Gene Primerda fita inversa complementar com sitio de corte BamHI
OsAAPI CGCGGATCCTCATGAGGAGACGCTGAATG

OsAAP18 CGCGGATCCTCAGGACCTGGTCTTGAAGGGC

Foram realizadas duas reagdes de PCR independentes de cada gene para aumentar o
volume de reacdo. Os produtos das reagdes foram unidos posteriormente e purificados em
colunas do Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up kit (Promega), seguindo as recomendagdes
do fabricante.

As reacOes de PCR para o gene OsAAPI foram realizadas com as seguintes etapas:
desnaturacdo a 98°C por 30 segundos e 25 ciclos de 10 segundos de desnaturacdo a 98°C, 30
segundos de anelamento a 65°C, 45 segundos de extensdo a 72°C e 10 minutos de extensao
final a 72°C. As reacdes de PCR para o gene OsAAPI8 foram realizadas com as seguintes
etapas: desnaturacdo a 98° por 30 segundos e 25 ciclos de 10 seg de desnaturacdo a 98°C, 30
seg de anelamento a 58°C, 45 segundos de extensdo a 72°C e 10 minutos de extensdo final a
72°C. As reacdes foram confirmadas por visualizacdo em gel de agarose e purificadas em
colunas com a utilizacdo do kit Wizard® SV Gel and PCR clean up system (Promega)
seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

g) Clivagem das sequéncias dos genes OsAAPIle OsAAP18com enzimas de restricao

Ap6s a reagdo de amplificacdo dos genes foi realizada a reagdo de digestdo com as
enzimas de restri¢do, para a posterior ligacdo dos genes ao pDR195. Para garantir a clivagem
adequada foram realizadas reagdes independentes com cada enzima de digestdo. Foi realizada
a reacdo primeiramente com a Notl e apés a purificagdo do produto da reacdo em coluna do
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up kit (Promega) foi realizada a segunda reacdo de
digestdo, com a BamH]I, seguida de mais uma purificacdo na coluna. Para a reacdo de digestdao
com as enzimas, aproximadamente 1ug de DNA foi tratado com 5 U da enzima, adicionando-
se 100 uL de DNA com 15 pL de tampao de reacdo, 0,5 uL. de enzima e 34,5 pL. de dgua. A
reacdo foi incubada a 37°C por 40 minutos. Apds a digestao as enzimas foram inativadas por
incubagdo a 75°C por 10 minutos. As reacdes foram visualizadas em gel de agarose.

h) Preparo do vetor pDR195 para reacao de ligacao

O vetor pDR195 possui sitios de clivagem das enzimas Notl eBamH]I. Para assegurar o
corte pelas duas enzimas e reduzir possivel autoliga¢do do vetor, o que levariaa reducdo de
clones falso positivos, os produtos das reacdes de clivagem foram tratados com fosfatase
alcalina. Foram realizadas duas reac¢des de corte independentes com Notl € BamHI. O volume
total de cada reacdo de clivagem foi 150 pL, sendo 40 pL de pDR195 (extraido por
midiprep), 15 pL de tampdo de reacdo da enzima, 4 uL de enzima e 91 pL de dgua. A reagcdo
foi incubada a 37°C e visualizada em gel de agarose. Apds confirmacdo em gel a reagdo
passou por tratamento com fosfatase alcalina.

Para o tratamento com fosfatase alcalina foram adicionados 50uL de DNA
(aproximadamente 30ug de pDR195 digerido com BamHI ou Notl), 10uL de tampao, SuL de
fosfatase alcalina e 35uL de dgua. A reacdo foi incubada a 37° por 1 hora e depois
interrompida por purificagdo da amostra em coluna. Apds a clivagem com a primeira enzima
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e tratamento com fosfatase alcalina as reacdes passaram pelo mesmo processo com a outra
enzima e ap0s a purificagdo em coluna do Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up kit (Promega)
foi realizado um tratamento final com fosfatase alcalina. Entdo a amostra foi mais uma vez
purificada em coluna do Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up kit (Promega) para posterior
reacdo de ligacao.

i) Reacao de ligacao

Para a reacdo de ligacdo foi utilizada a enzima T4 DNA ligase (Life Technologies)
com a propor¢ao vetor:inserto de 1:4 seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

Os produtos das reagdes de ligacdo foram transferidos para células de E. coli DH5a
por meio de choque térmico. Células DMSO competentes foram colocadas em gelo por 2
minutos, em seguida adicionados 8 uL da reacdo de ligacdo e os tubos foram deixados no gelo
por mais 30 minutos.Posteriormente as células foram colocadas a 42°C por 40 segundos e em
seguidda no gelo por 2 minutos. As células foram inoculadas em meio LB com 50ug mL
ampicilina para selecdo de transformantes e obten¢ao da construcdo. Foi realizada a extracdo
de plasmideos utilizando o Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), conforme recomendagdes do fabricante. Aobtencdo da construcdo foi confirmada
com o uso de enzimas de restricdo. Posteriormente as constru¢des foram inseridas nos
mutantes de S. cerevisiae.

j) Preparo de células DMSO competentes

Células de E. coliDH5a foram cultivadas ao longo da noite a 30°C até uma densidade
de 0,6 a 600nm em meio contendo 10g de bactotriptona, 2,5g de extrato de leveduras, 1mL de
NaCl a 5M, 1,25 mLde KCIl a 1M, 5SmLde MgCl, a 1M e 5 mLde 1M MgSO4 em 500mLde
dgua. As culturas foram resfriadas em gelo por 10 minutos. Células foram centrifugadas a
2500xg e ressuspendidas em 80mL de meio contendo 0,2M de PIPES, 1M de MnCl,, 1M de
CaCl, e 1M de KCI. Posteriormente as células foram incubadas no gelo por 10 minutos e
centrifugadas novamente a 2500xg. As células entdo foram ressuspendidas em 20mL do
mesmo meio. Em seguida, 1,4mL de DMSO foram adicionados gentilmente sob agitacao. As
células foram incubadas em gelo por 10 minutos, posteriormente aliquotadas em 200 pL,
congeladas em N liquido e imediatamente armazenadas a -80°C até a etapa de
transformac¢do.Todas as etapas de preparo das construcdes estdo resumidas na Figura 30.
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Figura 30. Resumo esquemadtico das constru¢des do vetor pDR195 abrigando a regiao
codante de OsAAPle OsAAPIS.

4.4.3. Preparo de células competentes e transformacao de leveduras com as construcoes

Leveduras foram cultivadas durante a noite, sob agitacdo a 30°C, em SmL de meio
liquido ndo-seletivo para cada mutante (Tabela 8). Posteriormente 100mL do mesmo meio
foram inoculados a 30°C sob agitacdo com 1 mlda cultura crescida durante a noite e
aguardou-se a cultura atingir 0,5 a 0,8 a uma DO de 600nm. As células entdo foram
sedimentadas por centrifugacdo a 3000rpm por 5 minutos. As células foram lavadas com
20mL de uma solug@o contendo 10mM de bicina a pH8,35, 1M de sorbitol e 3%(v/v) de
etilenoglicol. Repetiu-se a centrifugacdo e as célulasforam ressuspendidas com 2mL da
mesma solucdo. As células foram aliquotadas em 200uL e armazenadas a -80°C até a etapa da
transformacao.

Tabela 8. Meios ndo seletivos, seletivos para plasmideo e seletivo para transporte utilizados
no experimento.

Levedura/aminodcido Melo.nao Meio seletivo para plasmideo Meio seletivo para transporte
testado seletivo
22A8AA YPD BA + (NH,), SO4—ura BA + aminoacido
L-prolina, - - BA + L-prolina 1, 3 ¢ 6 mM
Lcitrulina - - BA +citrulina 1, 3 e 6 mM
L-aspartato - - BA + aspartato 1, 3 e 6 mM
L-glutamato - - BA + glutamato 1, 3 e 6 mM
2IAGAAL YPD +.8',2mM BA+ uréia+ 500uM lisina- SC+50uM de lisina
de lisina aspartato
JA248 YPD YPD + 10mM de (NH,4),SO, BA+001,01,025,05, ¢

1mMde Glutamina
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As cepas de levedura 22A8AA, JA248 e 22A6AAL foram transformadas com o vetor
pDR195 abrigando a seqiiéncia de OsAAPle OsAAP18e com o vetor vazio, para serem
utilizadas como controle negativo nos testes de transporte dos aminodcidos.As células
competentes de cada linhagem mutante de leveduras foram colocadas em gelo e foram
adicionados 1 ug de DNA de plasmideo e 50ug de DNA de esperma de salmao diluidos em
10ul. As células foram incubadas a 37°C por 5 minutos sob agitacdo e 1ul de uma solugdo
contendo 200mM de bicina (pHS8,35) e 40% de PEG1000 foi adicionado. As células foram
homogeneizadas gentilmente e colocadas a 60°C por 30 minutos sem agitacdo. Apds a
incubacdo as células foram centrifugadas a 3000rmp, lavadas com 800ul de uma solugao
contendo 10mM de bicina (pHS8,35) e 150mM de NaCl, e posteriormente ressuspendidas em
100 pl dessa mesma solugdo. Apds a transformacdo as células foram inoculadas no meio
seletivo para plasmideo referente a cada linhagem mutante (Tabela 8).

4.4.4. Ensaio de transporte e afinidade por aminoacidos

Foram realizados experimentos de complementacdo com as leveduras mutantes
22A8AA, 22A6AAL e JA248 carregando as sequéncias do cDNA dos genes OsAAPle
OsAAPI8 na WSU. O gene OsAAP6 de arroz (Os01g65670) também foi utilizado neste
experimento para comparagcdo com os demais. A constru¢do pDR195 carregando o cDNA de
OsAAP6 foi obtida seguindo o mesmo protocolo utilizado para a clonagem de OsAAPle
OsAAPI8 nas leveduras. Os testes de transporte foram realizados em duplicata com células
oriundas de duas coldnias independentes para cada linhagem com quatro repeti¢des. Foram
utilizadas como controle negativo células de colonias transformadas com o vetor pDR195
vazio, e como controle positivo e negativo células transformadas com os pDR195 carregando
as sequencias dos transportadores de aminodcidos ja caracterizados AtAAP3, AtAAP6 e
AtLHT2. Foram multiplicadas leveduras transformadas com o vetor pDR195 carregando o
cDNA de AtAAP3 (OKUMOTO et al., 2004), AtAAP6 e AtLHT2 (LEE e TEGEDER, 2004)a
partir de células estocadas em glicerol a -80°C em colecdo existente no laboratério da WSU
para realizacdo dos testes.

Para os testes com 22A8AA foram utilizados como controle pDR195 carregando as
sequéncias dos genes AtfAAP3ou AtAAPG6, para os testes com 22A6AAL foi utilizado pDR195
carregando as sequéncias de AtAAP3ou AtLHT2 e para os teste com JA248 foram utilizados
pDR195 carregando as sequéncias de AtTAAP3, AtAAP6ouAtLHT?2 Foram utilizados os meios
com aminoacidos em concentracao seletiva para transporte nas diferentes linhagens mutantes
(Tabela 8). Testes de complementacdo com as cepas da levedura 22A8AA foram
desenvolvidos sobre meio livre de nitrogénio ao qual foi adicionado 1, 3, ou 6mM de L-
prolina, L-citrulina, L-aspartato ou L —glutamato como unica fonte de N. Testes de
complementacdo com a cepa JA248 foram desenvolvidos em meio livre de N complementado
com 0,5, 1, 2 ou 5SmM de L-glutamina como tnica fonte de N.

Testes de complementacdao com as cepas da levedura 22A8AA foram desenvolvidos
sobre meio livre de nitrogénio ao qual foi adicionado 10, 30 ou 50mM de lisina. Foram
utilizadas placas com meios que permitem que todas as leveduras, independetemente da
constru¢do, cres¢am como controle positivo para o meio, chamado meio ndo seletivo. Para
aslinhagens 22A8AA e JA248, o meio nao seletivo foi BA+ 10mM de (NH,4),SO4, enquanto
para a linhagem 22A6AAL os meios utilizados foram BA + 0,5g/1 de Uréia + 500uM de lys-
aps e BA+0,5¢g/1 de uréia +1mM de lisina (Tabela 8).Colonias isoladas das leveduras foram
utilizadas para inocular nos meios adequados e incubadas a 27°C até o aparecimento das
coldnias (cerca de 3 dias), que foram comparadas as coldnias das placas controle para cada
linhagem. As construgdes foram enviadas para seqiienciamento no Laboratério de Gendmica
da WSU antes da realizagcao dos testes de transporte.
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes iniciais com a concentracdo de 1mM para arginina, aspartato,
citrulina, GABA, glutamato e prolina com a cepa mutante 22A8AA (Figura 31). Os resultados
desse teste confirmaram que essa concentracdo estava adequada para o teste de afinidade por
substrato, uma vez que foi possivel verificar diferencas entre os controles e 0s genes testados.
Sendo assim, nao houve necessidade de realizacdo de testes com as concentragdes
previamente escolhidas de 3 e 6mM.

A realizacdo de testes iniciais e escolha de uma concentra¢do minima para
determinacdo da capacidade de transporte das cepas transformadas foi de extrema
importancia, uma vez que concentragdes maiores dos aminodcidos a serem testados podem
resultar em meio de cultivo ndo seletivo para transporte, ou seja, com impossibilidade de
distinguir a afinidade dos transportadores pelo substrato. Essa concentragdo minima de
aminodcidos nos testes € varidvel entre diferentes transportadores. A concentracdo de 1mM
foi utilizada em trabalhos para testar diferentes transportadores, mostrando-se adequada para
selecdo de afinidade de transporte para prolina (OKUMOTO et al., 2002; LEE eTEGEDER,
2004), citrulina (OKUMOTO et al., 2002), glutamato (OKUMOTO et al., 2002; LEE e
TEGEDER, 2004), aspartato (OKUMOTO et al., 2002; FISCHER et al., 2002) e arginina
(OKUMOTO et al., 2002, HIRNER etal., 2006). No entanto, deve-se atentar para possivel
necessidade de uso de concentracdes maiores dos substratos no caso de transportadores de
aminodcidos que apresentam baixa afinidade.

A complementacdo de leveduras com OsAAPI inserido no pRD195 restaurou a
capacidade de crescimento na cepa mutante 22A8AA em meio enriquecido com ImM de
arginina, aspartato, citrulina, glutamato ouprolina como unica fonte de N (Figura 31).
OsAAPI também mostrou a capacidade de sustentar o crescimento dacepa mutante 22A6AAL
em meio suplementado com lisina como tnica fonte de N mesmo na concentracdo mais baixa,
de 10uM (Figura 32).

Foi verificado que os meios utilizados para os testes de complementacio com a
levedura JA248 possibilitaram o crescimento de todas as construgdes testadas, inclusive as
leveduras que receberam o vetor pDR195 vazio, mesmo na menor concentragdo, de 0,01lmM
de glutamina (Figura 33). Isso caracteriza um meio ndo seletivo, ou seja, que possibilita o
crescimento de todas as células. Sendo assim, como ndo houve o estabelecimento de uma
dose seletiva de glutamina ndo foi possivel verificar a capacidade de transporte desse
aminodcido por OsAAPI no experimento. Além disso, existe a possibilidade do teste com a
cepa JA248 nao mostrar resultados de selecdo devido a problemas com a cepa, como por
exemplocontamina¢ido com cepas nio mutantes.

Os resultados indicam a capacidade de transporte de ampla gama de aminodcidos pelo
transportador OsAAP1, embora ndo seja possivel indicar os parametros cinéticos de transporte
desses aminodcidos, uma vez que nao foram determinados o K, € V.. Para determinar esses
parametros seriam necessarios testes de absorcdo desenvolvidos com aminoédcidos marcados
("*C), o que ndo foi possivel ser realizado na WSU, apesar da universidade possuir toda a
infra-estrutura necessdria para realizacdo dos testes, devido ao curto tempo disponivel para
realizagdo dos experimentos nos Estados Unidos. Esses resultados estdo de acordo com os
observados para o transportador AAP1 de Arabidopsis. LEE et al. (2007) verificaram através
de estudos de complementacio em leveduras que o transportador AAP1 de
Arabidopsisapresenta a capacidade de transporte de prolina, e através de estudos com plantas
mutantes, observaram que glutamato, histidina e aminoacidos neutros, incluindo fenilalanina,
sdo substrato para AAPI.
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O amplo espectro de aminodcidos pelos quais OsAAP1 tem afinidade pode representar
um papel desse transportador no transporte de N organico em diferentes fases de
desenvolvimento da planta, e em diferentes 6rgaos,apresentando distintos padrdes cinéticos de
acordo com o substrato. Além disso, o fato de OsAAP1 transportar diferentes aminodcidos
pode indicar fun¢do de compensacdo quando algum outro transportador ndo € expresso, ou
redundancia de fun¢des. O amplo espectro de aminodcidos transportados por OsAAP1 pode
estar ligado ao fato da mutag@o nesse gene ndo ter reduzido a produgdo de plantas mutantes
Osaapl como descrito no capitulo 1, uma vez que outros transportadores com afinidade para
0s mesmos aminodcidos podem compensar sua agao.

A complementagdo de leveduras com OsAAPI8 inserido no pRD195 ndo restaurou a
capacidade de crescimento em nenhum dos meios testados. Resultados de seqiienciamento
comprovaram erro na sequencia de OsAAPI8 inserida em pDR195, invalidando os resultados
verificados para essa constru¢cdo. Com isso, ndo pode ser afirmado que osAAPI8 ndo € capaz
de transportar os aminodcidos testados, uma vez que a auséncia de crescimento deve ter
ocorrido pelo erro na sequéncia codante inserida.

BA + 1mM citrulina

BA + 1mM GABA BA + 1mM glutamato BA + 1mM prolina

Figura 31. Teste de afinidade dos transportadores OsAAP1, OsAAP6 e OsAAPI18 por
substrato a ImM (aminodcidos arginina, aspartato, citrulina, GABA, glutamato e prolina)
com coldnias das leveduras 22A8AA. O meio BA enriquecido com 10mM de (NH4)>SO4
foi utilizado como controle positivo para cultivo. Leveduras da cepa 22A8AA carregando
vetor vazio (pDR195) foram utilizadas como controle negativo para o teste. Leveduras
22A8AA carregando a sequéncia dos genes AtAAP3 e AtAAP6foram utilizadas como
controle positivo.
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BA + uréia+ 1mM de Lysine

BA + uréia + 500uM deLys-asp BA + uréia + 10uM de lisina

BA + uréia+ 30mpM de Lisina BA+ uréia + 50mpM de Lisina
Figura 32.Teste de afinidade de OsAAP1, OsAAP6e OsAAP18 por substrato (lisina) em
meio BA com concentracdoes de 10, 30 e 50 pMutilizando coldnias das leveduras
22A6AAL. O meio BA enriquecido com 0,5g/1 de uréia + ImM de lisina foi utilizado
como controle positivo. Leveduras da cepa 22A6AAL carregando vetor vazio (pDR195)
foram utilizadas como controle negativo para o teste. Leveduras 22A6AAL carregando a
sequéncia dos genes AtAAP3 e AtLHT?2 foram utilizadas como controle positivo.

BA+ 10mM de (NH,),SO, BA + 0,5mM de gin BA+ 1mM de gin

BA+ 10mM de (NH,),SO, BA+ 0,SmM de gin BA+ 1mM de gin
Figura 33. Teste de afinidade de OsAAP1 e OsAAP6 por susbtrato (glutamina) em meio BA
com 0,5 e ImM de glutaminautilizando cepas das leveduras mutantes JA248. O meio BA
enriquecido com 10mM de (NH4),SO; foi utilizado como controle positivo para cultivo.
Leveduras da cepa JA248 carregando vetor vazio (pDR195) foram utilizadas como
controle negativo para o teste. Leveduras JA248 carregando a sequéncia dos genes
AtAAP3 e AtLHT? foram utilizadas como controle positivo.
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4.6. CONCLUSOES

Os resultados sugerem que OsAAP1 tem capacidade de transportar amplo espectro de
aminodcidos, o que indica um papel importante no processo de transporte de N na forma
organica em plantas de arroz.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O gene OsAAPI8 codifica para uma proteina de transporte de aminodcidos envolvida
no processo de remobilizacdo de N para os graos em plantas de arroz e a interrup¢ao de sua
expressao afeta significativamente a producao de graos.

O gene OsAAPI codifica para uma proteina de transporte de aminodcidos em arroz
que possui afinidade por um amplo espectro de aminodcidos e apresenta maior expressao no
periodo reprodutivo, podendo estar associada a remobilizacdo de diferentes aminodcidos para
a formacao do endosperma.

OsAAPI e OsAAPIS8 constituem genes de interesse para estudos envolvidos em

engenharia genética podendo ser utilizado em estratégias de aumento na EUN em plantas de
arroz.
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