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RESUMO

SOUZA, Vinicius Miranda. Parametros cinéticos da absorcdo de aménio e expressao
génica dos transportadores OSAMT1 em variedades de arroz (Oryza sativa L.). 2010. 38f.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Variedades de arroz (Oryza sativa) melhoradas e locais do Maranhdo foram agrupadas
geneticamente utilizando a técnica de RAPD. Dentre as variedades, quatro variedades
contrastantes quando ao agrupamento pela técnica de RAPD foram selecionadas para estudos
de cinética de absorcéo e expressao dos transportadores de aménio OsAMT1;1, OSAMT1;2 e
OsAMT1;3, sob o sistema de alta afinidade (HATS). As variedades foram cultivadas em
camaras de crescimento, em sistema hidropénico. Para o experimento de cinética de absorcéo
de aménio foram separados dois grupos de plantas ao 28 dias apds germinacao, e apds 24
horas de deficiéncia de N, as plantas de arroz foram transferidas para potes com duas
concentragdes de amonio, 0,2 mM e 1,5 mM onde foram coletadas amostras de solucéo para a
realizacdo da cinética de deplecdo de amdnio e apds 24 horas para a concentragdo de 0,2 mM
e 48 horas para a concentracdo de 1,5 mM, as plantas foram coletadas e amostras de raiz,
bainha e folha foram avaliadas quanto ao peso fresco, teores de N-amino, agucares solUveis e
N-am6nio. Em um segundo experimento, as mesma variedades foram transferidas para potes
com solucgéo nutritiva com concentragdo de 0,2 mM de aménio, e amostras de raiz foram
coletadas as duas e quatro horas ap0s inicio do experimento para avaliacdo por real-time RT-
PCR da expressdo dos transportadores de amonio OsAMT1;1, OsAMT1;2 e OsAMT1;3, e das
enzimas de assimilacdo GS1.2 e NADH-GOGAT1. Os resultados indicam que as variedades
locais apresentam uma maior expressdo dos transportadores, 0 que esta associado com
maiores taxas de absor¢do (Vmax) € afinidade pelo aménio em solucdo nutritiva (Km). Além
disso, as variedades locais apresentaram menores valores de Cmin indicando que as variedades
locais sdo adaptadas a solos com baixas concentragdes de N. Destaque para a variedade
Manteiga, que apresentou os maiores niveis de expressdo entre os parametros analisados e
teve 0 menor Cmin dentre as variedades analisadas.

Palavras-Chave: RAPD, EUN, Transportadores de amoénio, enzimas de assimilagdo de
amonio, arroz.
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ABSTRACT

SOUZA, Vinicius Miranda. Kinetic parameters of ammonium uptake and genetic
expression of OSAMT1 transporters in varieties of rice (Oryza sativa L.). 2010. 38f.
Dissertation (Master Science in Fitotecnia). Institute of Agricultural Sciences, Department of
Lands, Rural Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 20009.

Varieties of rice (Oryza sativa), improved and landrace of Maranhdo, were genetically
grouped using the RAPD technique. Among the varieties, four contrasting varieties for the
grouping by RAPD were selected for studies of ammonium uptake kinetics and expression of
ammonium transporters (OsAMT1;1, OsAMT1;2 and OsAMTL1;3) under the high-affinity
system (HATS). The varieties were grown in a growth chamber in hydroponic system. For the
experiment of ammonium uptake kinetics, were separated two groups of plants at 28 days
before seeding, and after 24 hours of N strarvation, rice plants were transferred to pots with
two concentrations of ammonium, 0.2 mM and 1.5 mM, where we collected samples of
solution for the measuring the kinetics of depletion of ammonium, and after 24 hours for the
concentration 0.2 mM and 48 hours for the concentration 1.5 mM, the plants were collected
and samples of root, sheath and leaves were assessed for fresh weight, amino-N, soluble
sugars and N-ammonium. In a second experiment, the same varieties were transferred to pots
with nutrient solution with a concentration of 0.2 mM ammonium and root samples were
collected two and four hours after the beginning of the experiment for evaluation by real-time
RT-PCR for expression of the ammonium transporters (OsAMT1;1, OsAMT1;2 and
OsAMT1;3), and the enzymes to assimilate (GS1.2 and NADH-GOGATL1). The results
indicate that local varieties have a higher expression of the transporters, which this is
associated higher rates of uptake (Vmax) and affinity for ammonium in nutrient solution (Kw).
Moreover, local varieties had lower values of Cmin indicating that local varieties are adapted to
soils with low concentrations of N. Focus on the variety Manteiga, which showed the highest
levels of expression between the parameters analyzed and had the lowest Cmin among the
varieties analyzed.

Key words: RAPD, NUE, ammonium transporters, ammonium assimilation, rice
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO,
2008), o arroz (Oryza sativa L.) é o alimento basico de sete paises da América Latina e
constitui a fonte responsavel pelo suprimento de 27% da energia e 20% da proteina alimentar
nos paises em desenvolvimento.

No Brasil, 0 arroz é consumido por uma ampla parcela da populacéo, principalmente a
menos favorecida, que utiliza este cereal como alimentacdo basica e diaria. A
participacdo do arroz em grande propor¢do na dieta do brasileiro e o reduzido consumo de
proteina "per capita” no pais justificam a procura por variedades de arroz com alto teor de
proteina nos graos.

Dada a grande importancia do arroz para a alimentacdo humana, faz-se necessaria a
realizacdo de estudos para 0 aumento de sua produtividade, bem como da elevacédo de seu teor
de proteina visando a garantia da qualidade da alimentacgdo, principalmente das pessoas sem
poder aquisitivo para o consumo de outras fontes protéicas.

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

No clima tropical caracterizado por uma estagcdo que corresponde a um periodo de
seca, seguida de outra com grande intensidade de chuvas, tem-se um fluxo sazonal da
disponibilidade de nitrogénio, o que torna necessario, que as plantas cultivadas sejam
eficientes na utilizacdo deste nutriente.

Estudos apontam que aproximadamente 85 a 90 milhdes de toneladas de fertilizantes
nitrogenados sdo adicionados nos solos ao redor do mundo anualmente, e acredita-se que este
valor possa chegar a 240 milhdes em 2050 (GOOD et al., 2004). Tem sido estimado que 10
kg de N sdo aplicados como fertilizantes ao redor do mundo por ano, um valor vinte vezes
maior que ha 50 anos, com um custo de 50 bilhGes de ddlares (GLASS et al., 2003). Além
disso, dados experimentais apontam que por volta de 50 a 70% do nitrogénio aplicado no solo
é perdido do sistema solo-planta (PEOPLES et al. 1995).

A absorcdo de amodnio pelas plantas possui maior eficiéncia energética, ja que o
amonio tende a ser menos lixiviado no solo e sua absorcdo demanda menos energia das
plantas, pois se encontra prontamente assimilavel pelas enzimas GS/GOGAT, diferentemente
com 0 que ocorre com 0 nitrato. Entretanto, quando absorvido, o aménio tem que ser
rapidamente assimilado a esqueletos de carbono na producdo de aminoécidos devido a sua
toxidez (KRONZUCHER et al., 2001). Fato que pode ser prejudicial a sua absorcdo em
ambientes de baixa luminosidade e temperatura.

A eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) tem sido definida como o rendimento de
grdos por unidade de N disponivel no solo (LEA e AZEVEDO, 2006) e esta EUN pode ser
dividida em dois processos: eficiéncia na absorcdo, que € a habilidade da planta em remover o
N do solo normalmente presente nas formas de nitrato (NO3’) e amonio (NH4"); e eficiéncia
na utilizacdo, que é a habilidade da planta em transferir o N para o grdo, onde predomina na
forma de proteinas. Entretanto, as plantas cultivadas sdo capazes de converter apenas de 30 a
40% do N aplicado em producao de graos.

Diferentemente ao que ocorre com 0 nitrato, as plantas em geral ndo tendem a
acumular altas concentra¢es do ion aménio (LEA e AZEVEDO, 2006).

As proteinas transportadoras de NH4* sdo codificadas por uma familia multigénica e
apresentam ampla variacdo de padrbes de cinética de absorcdo, fato que demonstra a
plasticidade das plantas para a aquisicdo de formas reduzidas de N abundantes durante um
grande periodo na evolucdo das plantas superiores. Contudo, da mesma forma que acontece



para a absorcdo de nitrato, a absorcdo de NH4" é feita por um sistema bifasico. Quando os
niveis de NH4" no meio externo (solugao nutritiva ou solugéo do solo) estdo abaixo de 1 mM,
opera um sistema de absorcao de alta afinidade (HATS), e acima desta concentracdo opera o
sistema de absorcédo de baixa afinidade (LATS).

Nitrogénio é um elemento essencial, e é constituinte de grande nimero de compostos
importantes para o desenvolvimento da planta, incluindo aminoécidos, proteinas (enzimas),
acidos nucléicos e clorofila.

A selegdo de variedades que promovam um melhor mecanismo na absor¢do do
nitrogénio em solos de baixas concentracdes é essencial para a sustentabilidade da agricultura
mundial (GLASS et al. 2002), para isso é necessario um profundo entendimento das
respostas, moleculares e fisiolégicas, de plantas submetidas a baixas concentracGes de
nitrogénio.

Por necessitar de menos energia para a assimilacdo do amonio em relacdo do nitrato,
esta é a forma de nitrogénio preferencialmente assimilada quando plantas sdo submetidas a
deficiéncia de nitrogénio (GAZZARRINI et al. 1999).

Variedades locais que apresentam maior EUN que variedades melhoradas, sugerem
que o processo de melhoramento empregado em variedades de arroz tenha sido realizado em
condi¢des nutricionais que selecionaram variedades produtivas, porém, mais exigentes em
nitrogénio.

Sendo a capacidade da planta em absorver nitrogénio, um fator constituinte da sua
eficiéncia no uso deste nutriente, 0 conhecimento prévio dos parametros cinéticos da absorcao
de NH4* é, portanto, de fundamental importancia para a continuidade dos estudos
relacionados & EUN.

A determinacdo dos parametros cinéticos da absorcdo de NH4" pelas variedades de
arroz exige a realizacdo de exaustivos experimentos com cada uma das variedades em
diferentes concentra¢fes do nutriente e a posterior analise de um grande nimero de amostras
das soluc@es nutritivas nas quais as plantas foram cultivadas. Desta forma, a caracterizacéo da
diversidade genética, pode possibilitar ganho de tempo na obtencdo de resultados
satisfatorios, permitindo a selecdo de variedades geneticamente mais distantes para a
realizacdo de experimentos, e impedindo a realizacdo de experimentos com genotipos
idénticos, que porventura estejam cadastrados como acessos distintos em um mesmo banco de
germoplasma (BAG).

Com o objetivo de encontrar variedades com parametros distintos de absorcdo e
expressdo dos transportadores de amonio de alta afinidade e das enzimas de assimilacdo do
ciclo glutamina sintetase (GS)/glutamato sintase (GOGAT), variedades de arroz foram
selecionadas com base na divergéncia genética determinada por polimorfismos através da
técnica de RAPD.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Transportadores de N-NHs* (AMT)

As plantas em geral ndo tendem a acumular altas concentracdes do ion aménio (LEA e
AZEVEDO, 2006), principalmente por ser toxico quando estd dentro da planta. As proteinas
transportadoras de NH4" sdo codificadas por uma familia multigénica e apresentam ampla
variacdo de padrdes de cinética de absorcédo, fato que demonstra a plasticidade das plantas
para a aquisicdo de formas reduzidas de N, abundantes durante um grande periodo na
evolugdo das plantas superiores.

A absorcdo de NH4" € feita por um sistema bifasico. Quando os niveis de NH4" no
meio externo (solucgéo nutritiva ou solucdo do solo) estdo abaixo de 1 mM, opera um sistema
de absorcdo de alta afinidade (HATS), e em concentragdes superiores a esta, opera o sistema
de absorcéo de baixa afinidade (LATS).

A expressao dos genes que codificam transportadores de aménio em arroz (OSAMTS)
apresentam perfis distintos. OSAMT1;1 é um gene constitutivo, expresso tanto na raiz quanto
na parte aérea, enquanto os genes OSAMT1;2 e OsAMT1;3 tem sua expressdo especifica em
raizes, sendo que o primeiro responde positivamente a disponibilidade de amdnio enquanto o
segundo tem sua expressdo reprimida a disponibilidade de amoénio.(SONODA et al. 2003a).

SONODA et al. (2003b) sugerem que a regulacdo dos transportadores de NH4*
responsaveis pela absorcéo, sdo controlados pelos teores de glutamina no interior das raizes e
nao pelos teores de amoénio em solucdo (Figura 1a). I1sso demonstra um controle interno a
absorcdo de amonio indicando uma adaptacdo das variedades de arroz ao diferentes niveis de
nitrogénio na solucéo do solo.
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Figura la: Sistema hipotético proposto por SONODA (2003a) para regulacdo génica dos
transportadores de amdnio em raizes em alta afinidade (HATS).

A expressdo do transportador OSAMTL1;2 foi principalmente detectada no cilindro
central das raizes, sugerindo um papel importante deste, como principal transportador de
amonio no interior da planta, sendo assim, 0 OsAMT1;2 estd envolvido em 2 funcdes
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distintas, auxiliar o transportador OsSAMT1;1 na absor¢do de amonio quando presente na
solucéo do solo, e na absorgéo e recuperacdo de amdnio no sistema vascular.(Figura 1b).

Os transportadores AMT de arroz possuem comportamento distintos quanto a
disponibilidades de amoénio no meio externo, OsSAMTL1;2 responde positivamente e
rapidamente a disponibilidade de amdnio, indicando que seu principal papel é auxiliar o
OsAMT1;1 na absorcdo de amonio em solos enriquecidos, enquanto OsAMT1;3 é induzido na
auséncia de amonio, o que pode estar relacionado com a absorcdo de amoénio quando a
concentracdo deste ion na solugdo do solo estd muito baixa (TABUCHI et al. 2007).

Figura 1b: Sistema que mostra o duplo papel do transportador OSAMT1;2 na absorc¢do de
amonio pelas raizes, atuando na absorcao direta do aménio da solucdo do solo e seu transporte
célula a célula através do tecido radicular. Abreviagdes: ep - Epiderme, ex-Exoderme, Ed -
Endoderme, sc - Estria de Caspary, co - Cortex, cl - Cilindro central e pe — periciclo.
(TABUCHI et al. 2007).

Analises das seqiiéncias de dois fragmentos e um clone de DNA indicaram que 0s
transportadores OSAMT1;1, OsAMT1;2 e OsAMT1;3 codificam 499, 497 e 498 residuos de
aminoacidos com massa molecular de 52,6, 52,2 e 53,1 KDa respectivamente, e analises de
sequéncias hidrofobicas de cadeias de aminoacidos indicam que os trés transportadores
OsAMT1 provavelmente possuem 11 dominios transmembrana (SONODA et al., 2003).

Estudando o comportamento dos transportadores através do promotor GUS, YAO et
al. (2008) verificaram que os transportadores OsAMTL1;2 e OsAMTL1;3 sd0 expressos
exclusivamente em raiz durante varios estaddios de desenvolvimento da planta, ambos sob
condigdes de suprimento e deficiéncia de nitrogénio. A expressao desses genes em raiz sugere
que ambos estdo envolvidos com a absorcéo de nitrogénio. Os resultados encontrados indicam
que os transportadores apresentam papéis distintos na absorcdo de nitrogénio, OSAMT1;3
parece atuar como um sensor da presenca de amonio, sendo reprimido na sua presenca, e 0
OsAMT1;2 aumenta a sua expressdo na presenca de amoénio. A proposta de que o
transportador OsAMT1;3 atue como sinalizador da presenca de nitrogénio ficou evidenciada
devido a repressdo ocorrer ndo s6 na presenca de amdnio, mas também na presenca de nitrato.

Uma familia de cinco genes transportadores de amodnio (AtAMT1;1 a AtAMT1;5) foi
originalmente identificada em Arabidopsis thaliana, por similaridade com transportadores de
amoénio de cianobactéria, enquanto que em tomate somente trés genes AMTL1 foram
identificados. Em ambas as plantas, uma segunda sequéncia referente ao AMT2 mais parecida
aos transportadores isolados de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli foi identificada
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(LOQUE e VON WIREN, 2004). Em arroz, 10 diferentes genes foram identificados e podem
ser divididos em quatro grupos (SUENAGA et al., 2003).

A proteina do AtAMT1;1 esta localizada na membrana plasmatica das células do cortex
radicular, periciclo, epiderme e pélos radiculares (MAYER e LUDEWING, 2006). Estudos
com a técnica de insercdo de T-DNA para o AtAMT1;1 tem produzido linhagens de A.
thaliana com apenas 30% de decréscimo na habilidade de absorver aménio com o HATS,
indicando que h& uma sobreposicdo de funcdes das diferentes proteinas AMT (KAISER et al.,
2002).

HOQUE et al. (2006) obtiveram duas linhagens transgénicas de arroz com a
superexpressdo do cDNA do OsAMT1;1 sobre o controle do promotor da ubiquitina de milho.
Estes autores verificaram que as plantas transgénicas exibiram aumento nas taxas de absorcéo
de amonio comparado com as plantas selvagens, e que a biomassa da parte aérea e sistema
radicular foram menores durante a germinacdo e nos estagios iniciais de crescimento das
plantas crescidas com alto suprimento de amonio (2 mM).

2.2. Enzimas de assimilacé@o de N e eficiéncia de uso de nitrogénio
2.2.1 Glutamina sintetase (GS)

A absorcdo de NH4" € realizada por transportadores de alta e baixa afinidade (HATS e
LATS) que sdo codificados por uma familia de genes. Apo6s a absor¢do do amdnio pelo
sistema radicular, este deve ser rapidamente assimilado, principalmente por causa da acéo
toxica do amonio. Este processo ocorre principalmente pelas enzimas do ciclo glutamina
sintetase (GS)/glutamato sintase (GOGAT). (HIREL e LEA, 2002)

O NH4" absorvido pelas raizes é assimilado em aminoacidos primariamente via
GS/GOGAT, embora rotas alternativas, como, por exemplo, via (GDH) e asparagina sintase
tenham sido propostas, mas ndo confirmadas (HIREL e LEA, 2002; DUBOIS et al., 2003).

A glutamina sintetase catalisa a conversdo de glutamato e NH4* para glutamina com
gasto de ATP. Existem duas isoformas de GS: a GS citosolica (GS1), ocorrendo no citosol de
raizes e células da parte aérea; e a GS plastidica (GS2), presente nos tecidos fotossintéticos,
plastidio de raizes e outros tecidos ndo fotossintéticos. Enquanto que as enzimas GS2 e Fd-
GOGAT parecem estar ligadas a reutilizacdo de compostos nitrogenados provenientes da
fotorrespiracdo, GS1.2 e NADH-GOGAT1 tém sua expressdo aumentada em tecidos
radiculares no ressuprimento de NH4*, 0 que indica que esses genes podem ter um papel
importante na assimilacdo de NH4" em raizes de arroz. (LEA e MIFFIN, 2003)

Assim como em outras plantas, uma familia multigénica que codifica GS1 tem sido
identificada assim como NADH-GOGAT em arroz (TABUCHI et al. 2005), esses genes séo
0sGS1.1, 0OsGS1.2 e OsGS1.3, e OsSNADH-GOGATL1 e OsNADH-GOGAT2. A expressao
desses genes apresenta perfis diferentes quanto a idade da planta e o tecido analisado, e
respondem a presenca de NH4*, indicando que cada gene apresenta uma funcéo distinta em
arroz.

Seguindo a descoberta da importancia da GS e da GOGAT na assimilacdo do aménio
em plantas superiores, varios laboratorios tém concentrado esforgos para entender os
mecanismos que controlam esta rota (GOOD et al., 2004). A criagdo de mutantes ou plantas
transgénicas com niveis alterados de GS/GOGAT tém sido utilizada para determinar 0s
efeitos destas proteinas sobre o desenvolvimento das plantas e para estudar a expressao de
diferentes membros da familia multigénica da GS. Duas isoformas de GS estéo localizadas no



citosol (GS1) ou nos plastideos (GS2) e tem fungbes especificas na assimila¢do ou reciclagem
do aménio.

Comparando duas variedades de arroz, uma com alta EUN e outra com baixa EUN,
SHI et al. (2010) observaram diferencas entre 20-30% na atividade de GS e NADH-GOGAT
entre as variedades, o que sugere que GS e NADH-GOGAT possuem um papel importante na
assimilacéo de nitrogénio em plantas jovens de arroz sob baixas concentra¢des de nitrogénio.
Entretanto, resultados da expressao em real-time RT-PCR demonstraram que a regulacéo
desses genes pode estar relacionada com um controle poés-transcricional.

2.2.2 Glutamato sintase (GOGAT)

A transferéncia redutiva do grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato, para
formar duas moléculas de glutamina pela enzima GOGAT € a segunda etapa do ciclo
GS/GOGAT.

A glutamato sintase (GOGAT), catalisa a conversdo de glutamina e 2-oxoglutarato a
duas moléculas de glutamato, podendo usar ferredoxina ou NADH. Tanto a Fd- quanto a
NADH-GOGAT aparentam estar localizadas somente em cloroplastos e plastidios, com uma
atividade maior da Fd-GOGAT em tecidos fotossintéticos. Dois genes distintos que sdo
diferencialmente expressos nas raizes e folhas foram encontrados para codificar a Fd-GOGAT
(LEA e MIFLIN, 2003) e dois genes distintos que codificam NADH-GOGAT (OsGLT1
OsGLT2) em arroz tinham sido previamente identificadas pelos autores (ZHAO e SHI, 2006).

Estudos com diferentes espécies afirmam que, para concentracbes ndo toxicas de
amonio, as raizes sdo o principal local de assimilacdo de NHs" (ANDREWS et al., 2001).
Geralmente as raizes apresentam altos niveis de GS e NADH-GOGAT e, além disso, ambas
as enzimas sdo induzidas pelo aumento no suprimento de NHs" (HIREL e LEA, 2002;
ISHIYAMA et al., 2003).

Em comparagdo com a enzima GS, poucos estudos tém sido feitos com a producgéo de
plantas transgénicas superespressando genes da GOGAT (GOOD et al.,, 2004). Plantas
transgénicas superexpressando uma GOGAT de alfafa, mostraram aumento da producdo da
proteina GOGAT, mas ndo mostraram nenhum fenotipo associado com esta caracteristica
(CHICHKOVA et al., 2001). Por outro lado, YAN et al. (2002), superexpressando a NADH-
GOGAT em arroz sobre o controle do seu proprio promotor observou que as plantas
transgénicas aumentaram, por volta de 80%, o peso dos grdos. Este estudo mostrou que a
superexpressdo de NADH-GOGAT pode ser usada como uma etapa chave no uso do
nitrogénio e enchimento dos graos em arroz e outros cereais.

A reducdo na atividade da GS em transgénicos de Lotus japonicus foi também
correlacionado com um aumento no contetdo de asparagina (HARRISON et al., 2003),
apoiando a hipotese de que quando a GS se torna limitante, asparagina sintetase pode ser
importante no controle do fluxo de N reduzido no interior da planta (LAM et al., 2003).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selecdo das Variedades e Construcao do Dendrograma de Similaridade Genética
pela Técnica de RAPD

Originalmente 113 variedades de arroz, pertencentes a colecdo de sementes do
Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas da UFRRJ, foram separadas para verificacdo do
indice de germinacéo e vigor de cada variedade. Em uma selegdo inicial, foram descartadas as
semente das variedades que apresentaram baixos indices de germinacdo e vigor, restando
apenas 66 variedades (Tabelal) para o estudo de diversidade filogenética pelo produto de
amplificacdo por RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) proposto por
WILLIAMS et al. (1990) e com modificacdes de ARAUJO et al. (2003).

Tabela 1. Lista das 66 variedades selecionadas para realizacdo do Dendrograma de
similaridade filogenética a partir dos produtos de amplificacdo por RAPD.

Variedades De Arroz Origem N° de Acesso
AGULHINHA BRANCO ARARI - MA
AGULHINHA VERMELHO ARARI - MA
ZEBU BRANCO VIANA - MA
LAGEADO ARARI - MA
AGULHINHA BRANCO VITORIA DO MEARIM - MA
CANA ROXA VIANA - MA
ARROZ 70 VITORIA DO MEARIM - MA
BRAQUIARIA VITORIA DO MEARIM - MA
CUTIAO VIANA - MA
MANTEIGA PENALVA - MA
ZEBU BRANCO PENALVA - MA
RABO DE BURRO PENALVA - MA
CHEQUE-CHEQUE PENALVA - MA
CANELA DE FERRO MIRANDA DO NORTE - MA
PINGO D' AGUA VIANA - MA
BACABINHA VITORIA DO MEARIM - MA
ZEBU BRANCO VITORIA DO MEARIM - MA
LAGEADO LISO VITORIA DO MEARIM - MA
TRES MESES VITORIA DO MEARIM - MA
PALHA MURCHA PENALVA - MA
NIPPONBARE JAPAO
VERMELHO 1
LAGEADO SEM PELO 220018
VERMELHO 3
AGULHINHA VERMELHO
LAGEADO 790001
LAGEADO LISO 220029
BACABINHA 790157
JATOBA 790165
BACABA 790098
BACABINHA 220027
CANELA DE FERRO 790164
LAGEADO 220006
PINGO D' AGUA 790148
RABO DE BURRO MARANHAO - MA 790006
COME CRU VERMELHO MARANHAO - MA 790034



PALHA MURCHA MARANHAO - MA 790008

AGULHA 790057
GOIANO 780165
LAGEADO 840118
IAC-25 2020
LIGEIRO MARANHAO - MA 790102
SAGRIMAO MARANHAO - MA 790138
BICO GANGA 790180
COMUM BRANCO MARANHAO - MA 790160
IAC-1278

DOBRADINHO 790054
LIGEIRO VERMELHO 790052
ZEBU BRANCO 790121
ARROZ DE REVENDA MARANHAO - MA 790088
ZEBU 790028
IR-08 FILIPINA

TRES MESES (ANA)

LAGEADO

BONANZA

COME CRU VERMELHO (ANA)

1AC-202 IAC-SP

IAC-47 IAC-SP

DOURADO PRECOCE

IAC-4440 IAC-SP

1AC-600 IAC-SP

ESPADAO IN-24
SBT-33 (LINH. AROMATICA)

ARARIBA (ALAGADO) ARARI - MA

DONGIJIN JAPAO

PIAUI

Inicialmente, de 10 a 30 sementes de cada variedade foram desinfestadas em solugéo
de hipoclorito de sddio 2 a 3% por 15 minutos, e em seguida lavadas com &gua destilada em
abundancia até remover todo hipoclorito de sodio. Logo apds, as sementes foram colocadas
para germinar em recipientes de 0,5 L, com o fundo cortado cobertos com uma dupla camada
de gaze, de modo a impedir a imersdo das sementes e em seguida esse copo foi inserido
dentro de outro recipiente maior, de 0,7 L, e seu volume completado com agua destilada, de
modo que as sementes dispostas sobre a dupla camada de gaze ficassem sempre em contanto
com a agua.

Quando as plantas atingiram 10 a 15 cm de altura, o tecido vegetal da parte aérea foi
coletado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior extracdo do DNA.

A extracdo de DNA foi realizada com a metodologia de FERREIRA e
GRATTAPAGLIA (1998). Uma quantidade de aproximadamente um grama de tecido vegetal
de cada variedade foi macerada em N liquido até que o material fosse totalmente pulverizado
e entdo, aproximadamente 200 mg material foi transferido para microtubo ependoff de 1,5
mL, e em seguida foram adicionados 700 uL de solucdo tampéo de extracdo (2% de CTAB;
1,4 mM de NaCl; 20 mM de EDTA; 100 mM Tris-HCI e 1% de mercaptoetanol). A mistura
foi homogeneizada agitando-se por inversdo por aproximadamente 20 vezes e incubada em
banho-maria a 65 °C por 30 minutos. Durante a incubacdo, as amostras foram agitadas 10
vezes por inversao em dois momentos (10 e 20 minutos apds inicio da incubacao).

Para o primeiro fracionamento, foram adicionados 600 puL de CIA (Cloroférmio-
alcool isoamilico 24:1) e entdo o material foi homogeneizado por agitacdo em vortex durante
5 minutos. O material homogéneo foi entdo centrifugado a 16.000g por 5 minutos e o
sobrenadante foi recolhido e transferido para novos microtubos.



Aos novos microtubos contendo a fase aquosa, foram adicionados 50 puL de uma
solucéo contendo 10% de CTAB e 1,4 mM NaCl e a mistura foi homogeneizada por inversao
e em seguida foi realizada a segunda partigdo com 600 pL de CIA. Apds a segunda
centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para novos microtubos e foram adicionados 280
uL de isopropanol frio (-20°C) e em seguida as amostras foram colocadas em freezer a -80°C
por 30 minutos, para preciptacdo dos &cidos nucléicos. Apds este periodo, uma nova
centrifugacdo a 12.000g por cinco minutos foi realizada e o sobrenadante descartado. O pellet
formado no fundo do microtubo foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70%, para remover
0 excesso de sais, seguido de uma ultima lavagem com etanol absoluto.

As amostras foram colocadas para secar em camara de fluxo por aproximadamente 10
minutos, até evaporar todo o etanol, em seguida o pellet foi ressuspenso em 100 pL de tamtdo
TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e as amostras foram guardadas em freezer -
80°C, para futuras analises.

Apos esse processo, o material genémico foi quantificado em Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer® e da solugio estoque foi retirado uma aliquota, a qual foi diluida em TE
para 100 pL, na concentragdo final de 12,5 ng pL™.

A partir da consulta a trabalhos sobre analises de RAPDs com arroz, obteve-se 50
primers que foram classificados em ordem decrescente do nimero de bandas polimorficas
obtidas nos trabalhos. Em seguida, foram selecionados os 26 que apresentaram maior nUmero
de bandas polimorficas nos trabalhos analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores selecionados para analise RAPD.

INICIADORES SEQUENCIAS DE BASES FONTE CONSULTADA

OPB - 17 5-AGGGAACGAG-3'  RABBANI et al. (2008)
OPA - 17 5-GACCGCTTGT-3' RABBANI et al. (2008)
OPA - 19 5-CAAACGTCGG-3' RABBANI et al. (2008)
OPE - 17 5-CTACTGCCGT-3' BAPTISTA et al. (2002)
OPA - 20 5-GTTGCGATCC-3' RABBANI et al. (2008)
OPB - 08 5-GTCCACACGG-3' RABBANI et al. (2008)
OPA - 18 5-AGGTGACCGT-3' RABBANI et al. (2008)
OPA - 08 5-GTGACGTAGG-3' RABBANI et al. (2008)
OPE — 19 5-ACGGCGTATG-3'  BAPTISTA et al. (2002)
OPD - 18 5-GAGAGCCAAC-3' BHUYAN et al. (2007)

OPL - 16 5-AGGTTGCAGG-3' BHUYAN et al. (2007)
OPB - 11 5-GTAGACCCGT-3' RABBANI et al. (2008)
OPE - 18 5-GGACTGCAGA-3'  BAPTISTA et al. (2002)
OPD - 10 5-GGTCTACACC-3' BHUYAN et al. (2007)
OPH - 05 5-AGTCGTCCCC-3' BHUYAN et al. (2007)
OPP — 02 5-TCGGCACGCA-3' BHUYAN et al (2007)

OPA - 04 5-AATCGGGCTG-3' RABBANI et al. (2008)
OPA - 07 5-GAAACGGGTG-3'  RABBANI et al. (2008)
OPB - 07 5-GGTGACGCAG-3' RABBANI et al. (2008)
OPE - 20 5-AACGGTGACC-3'  BAPTISTA et al. (2002)



OPH -08 5-GAAACACCCC-3' BHUYAN et al. (2007)

OPB -13 5-TTCCCCCGCT-3' RABBANI et al. (2008)
OPA -09 5-GGGTAACGCC-3' RABBANI et al. (2008)
OPB -18 5-CCACAGCAGT-3' RABBANI et al. (2008)
OPE - 07 5-AGATGCAGCC-3' BAPTISTA et al. (2002)
OPB -10 5-CTGCTGGGAC-3' BHUYAN et al. (2007)

Com base na consulta de trabalhos sobre RAPD em arroz (BAPTISTA et al. 2002,
BHUYAN et al. 2007 e RABBANI et al. 2008), as reac6es de PCRs foram planejadas para
um volume final de 20 pL, contendo 25 ng de DNA gendmico, 2,3 mM de MgCly, 0,2 mM de
dNTP, 0,2 uM de primer, uma unidade de Tag DNA polimerase recombinante Invitrogen® e 2
pL do tampdo da enzima, sendo o volume final completado com agua UP (ultra pura). As
condigdes de temperatura foram 94°C durante 5 minutos para desnaturacao inicial; 40 ciclos
de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), 38°C por um minuto (anelamento), 72°C por dois
minutos (extensao) e mais cinco minutos a 72°C ao final do ultimo ciclo para extenséo final.

O produto da amplificacdo das reacdes de PCR foi separado em cuba vertical de
eletroforese a 200V por 150 minutos em gel de agarose 1,5% e revelado com 5 pL com
brometo de etidio na concentracdo de 1 mg mL™, as fotos foram tiradas com aparelho
transluminador UV.

Devido a problemas de contaminacgéo de algumas reac¢des de PCR, apenas sete primers
(OPA0O4, OPAO7, OPA19, OPD10, OPE17, OPHO5 E OPPQ2) foram selecionados para a
execugdo do dendrograma de similaridade genética (Figura 2).

Para construcdo do dendrograma de similaridade genética, as imagens dos produtos da
amplificacdo por PCR em gel de agarose 1% corados com brometo de etideo, foram ajustadas
e analisadas com o uso do programa Gel Compar 1l da Applied Maths®, de acordo com a
presenca ou auséncia de bandas, e a similaridade genética foi determinada pelo indice de
similaridade de JACCARD (1976) (Figura 3).

O dendrograma de similaridade genética dividiu-se em dois grandes grupos, sendo que
0 grupo um se dividiu em outros trés subgrupos (1A, 1B e 1C).

Para dar continuidade a hipotese do trabalho de comparar genotipos contrastantes
geneticamente, as variedades foram selecionadas de grupos isolados para os estudos de
cinética de absorc¢do, expressdo dos transportadores de amonio e enzimas de assimilacao.
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BET]

Zspadao - IN-24

Jourado Precoce

AC-4440

AC-47

Come Cru Vemmelho (And)
AC-202

Jongijin - Japdo
Jobradinho - 790054

Zebli Branco - 790121

Zebu - 790028

Trés Meses (Ana)

-igeiro Yermelho - 790052
Aoz de Revenda - 790088
3onanza

Comum Branco - 790160
R-08 -Fillipinas

-ageado

3BT-33 (Linha Aromatica)
Arariba (Mlagado) - Arani-M A
AC-278

Jacabinha - 790157

Jatoba - 790165

3acaba - 790098

-igeiro - 790102
AC-25-2020

2ingo D “agua - 790148
Rabo de Burmo - 790006
2alha Murcha - 790008
Soiano - 780165

Come Cru Vemelho - 790034
Agulha - 790057

Candade Ferro - 790164
Sagrim&o - 790138

3ico Ganga - 790180
3acabinha - 220027
Agulhinha Vermelho
-ageado Liso - 220029
-ageado - 220006

_ageado - 790001

-ageado - 840118

“alha Murcha - Penalva-MA
Nippombare - Japdo
Agulhinha Branco - Arari-MA
_ageado Sem Pélo - 220018
vermelho 3

vermelho 1

Wanteiga - Penava-MA
Cheque-Cheque - Penalva-t A
Zebl Branco - Penalva A

Canela de Fermo - Miranda do Norte-M A

Rabo de Burmo - PenalvaA

Arroz 70 - Vitdra do Mearim-MA
Cutido - Viana-MA

2ingo D “agua - Viana-M A

Sraquiarnia - Vitoria do Mearim-MA
CanaRoxa - VianaMA

ZebU Branco - Vitoria do Mearim - A
Trés Meses - Vitoria do Mearim-hMA
3acabinha - Vitoria do Mearim A
-ageado - Aran-MA
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Come Cru Vermelho - 790034
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Canela de Ferro - 790164
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Canela de Ferro - Miranda do Norte-MA

Rabo de Burro - Penalva-MA
Arroz 70 - Vitéria do Mearim-MA
Cutido - Viana-MA

Pingo D"agua - Viana-MA

Braquiaria - Vitéria do Mearim-MA

Cana Roxa - Viana-MA

Zebu Branco - Vitéria do Mearim-MA
4':|: Trés Meses - Vitéria do Mearim-MA
Grupo 2 Bacabinha - Vitoria do Mearim-MA
Lageado - Arari-MA
{ Lageado Liso - Vitoria do Mearim-MA

— Agulhinha Vermelho - Arari-MA

L ZebuBranco - Viana-MA
Agulhinha Branco - Vitéria do Mearim-MA

Figura 3. Dendrograma de similaridade genética calculado pelo indice de Jaccard (1976) das variedades de
arroz analisadas
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3.2 Conducao do Experimento em Camara de Crescimento

Quatro variedades de arroz foram selecionadas com base na divergéncia genética
através da técnica de RAPD para dar continuidade aos estudos de cinética de absorcéo e
expressdo dos transportadores de amonio, a variedade 1AC-47 (melhorada) e trés variedades
locais, originalmente coletadas no Maranhdo (Manteiga, Revenda e Bico Ganga).

Foram comparados os teores de proteina nos grdos entre as variedades quando
produzidas no Maranhdo e quando produzidas em estufa no campus experimental da UFRRJ
(Tabela 3). Fatores ambientais e diferentes tratos culturais sdo as principais fontes de variacdo
do teor de proteina nos gréos de arroz.

O teor de proteina de uma variedade de arroz pode variar cerca de sete pontos
percentuais em funcéo das condi¢bes ambientais como: intensidade luminosa, temperatura do
ar, disponibilidade de &gua e disponibilidade de nitrogénio (CAGAMPANG et al., 1966). O
aumento no teor de proteina esta relacionado com a reducdo dos niveis de carboidratos e ndo
com o aumento de proteina em si. (JENNER et al., 1991).

Em atividades paralelas ao trabalho de dissertacdo, foi executado um trabalho de
construcdo de um dendrograma de similaridade genética (dados ndo concluidos) utilizando a
técnica de microssatélites, em analises preliminares com o primer P22 (BONOW et al. 2009)
capaz de diferenciar variedades de arroz, entre as subespécies indica e japonica. Foi possivel
determinar que as quatro variedades analisadas neste trabalho pertencem a subespécie
japénica.

As variedades selecionadas foram cultivadas em solucdo nutritiva na camara de
crescimento, do Departamento de Solos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). As condicdes ambientais foram: fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) com
luminosidade de 480 umol m2 st (fluxo de fotons fotossintéticos), umidade relativa do ar de
70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

Tabela 3. Teor de proteina das variedades avaliadas. Plantas cultivadas em diferente locais
(Maranhdo e em estufa no campus da UFRRJ). *Aradjo 2010, dados ainda ndo publicados.

Variedade Acesso/ Teor de Pr~ote|na Local de producéo Fonte
Local no Grao das sementes
) 10,48 Maranh&o Araljo et al. 2003
Manteiga Penalva-MA .
5,52 Campus UFRRJ Aradjo 2010*
6,68 Maranhdo Ferraz Jr. 2001
Revenda 790088-MA .
7,22 Campus UFRRJ Aratjo 2010*
. 11,21 Maranhdo Ferraz Jr. 2001
Bico Ganga  790180- MA .
7,31 Campus UFRRJ Araujo 2010*
7,00 Maranhdo Ferraz Jr. 2001
IAC-47 IAC-SP .-
8,23 Campus UFRRJ Araujo 2010*

Sementes de cada variedade foram tratadas com hipoclorito de sodio 2-3% por 15
minutos e posteriormente lavadas com agua destilada em abundancia até eliminar qualquer
residuo restante de hipoclorito de sodio. Ap6s o tratamento das sementes, estas foram
colocadas para germinar em potes de 3 L de agua destilada e cobertos por uma dupla camada
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de gaze para impedir a imersdo das sementes. Uma semana ap0s a germinacao, as plantulas
foram transferidas para potes de 0,7 L, quatro plantas por pote, contendo uma solugédo
nutritiva basal de crescimento de HOAGLAND e ARNON (1950) modificada com 0,2 mM
de N-NH4" e a % de forca idnica para os demais nutrientes. Quatros dias apds a transferéncia
para os potes, a solucdo nutritiva basal de crescimento foi trocada por uma a Y2 forga i6nica
até os 28 DAG. A solucdo nutritiva foi trocada a cada dois dias, e o pH foi corrigido para 6,0
com H>SOa4.

Aos 28 DAG, a solucdo nutritiva foi trocada para uma solugdo sem nitrogénio por 24
horas e em seguida os potes foram separados em dois grupos e cada grupo separado em mais
dois sub grupos.

O primeiro grupo foi dividido em outros dois grupos que receberam 0,2 M de N-NH4*
(HATS) e 1,5 mM de N-NH4" (LATS), duas horas ap6s o inicio do periodo luminoso, e foram
separados para o experimento de cinética de deplecdo de amdnio. Amostras da solugdo
nutritiva foram coletadas a cada meia hora para a concentracdo de 0,2 mM de N-NHs" e a
cada duas horas para a concentracdo de 1,5 mM de N-NH4" afim de determinar os parametros
cinéticos de cada variedade. Foram coletados 1,5 mL de solucéo por coleta em tubos ependoff
e 0 conteudo de aménio foi determinado pelo método de FELKER (1977). Néo foi realizado a
cinética de deplecdo de aménio no sistema LATS para a variedade Manteiga, devido ao baixo
vigor na germinacdo das sementes. Apos o periodo de 24 horas, foram coletadas as plantas
para a concentracdo de 0,2 mM de N-NH4" e ap6s 48 horas as plantas para a concentracdo de
1.5 mM de N-NH4*. Amostras de um grama de material foram coletadas das raizes, bainha e
folhas e posteriormente foram homogeneizadas em etanol 80% e fracionadas com cloroférmio
(FERNANDES, 1984) e através da fracdo soltvel obtida foi utilizada para determinacdo dos
teores de N-amino livre (YEMM & COCKING, 1955), N-NHs" (FELKER, 1977) e agucares
soliveis (YEMM e WILLIS, 1954).

O segundo grupo foi dividido em dois outros grupos, onde metade recebeu solucao de
0,2 mmoles L de N-NH4" e a outra metade ndo recebeu N-NH4" atuando como um controle
para os resultados de expressdo génica dos transportadores OSAMT1s e as enzimas GS1.2 e
NADH-GOGAT1, essas plantas foram coletadas em dois tempos distintos, duas e quatro
horas ap0s a troca da solucdo, para analise dos parametros de expressao entre as variedades
com os tempos estudados.

Para determinacdo do Cmin, 1,0 mL da solucéo nutritiva foi coletado ap6s 24 horas do
inicio do experimento e concentrado em Concentrador Ependoff® & temperatura de 45°C até
toda agua contida na solugdo evaporar. Posteriormente, o concentrado final foi novamente
suspenso em 200 pL de &gua milliQ e determinada a concentracdo de amdnio pelo método de
FELKER (1977).

Para determinacdo dos demais parametros cinéticos, foi utilizado o programa cinética
1.0 (RUIZ et al., 1992) que se baseia no método proposto por CLAASSEN e BARBER
(1974), onde o melhor ajuste entre as variedades foi escolhido e adotado para todas.

3.3 Extracé@o de RNA Total

O procedimento para extragcdo do RNA total foi realizado segundo GAO et al. (2001)
mantendo as amostras sobre gelo e as centrifugacdes sob a temperatura de 4 °C. As amostras
foram maceradas em nitrogénio liquido até serem completamente pulverizadas e
homogeneizadas. Uma fracdo de tecido foi coletada em microtubos de 2 mL, preenchendo até
a metade do microtubo de tecido vegetal e adicionados 1000 pL de tampédo de extracdo
NTESperc, composto de 200 mM Tris-Cl, pH 8,0; 25 mM EDTA; 300 mM de NaCl e 2% de
SDS. Depois de misturadas, amostras e tampédo de extragdo, foram adicionados 350 pL de
fenol e 350 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura foi agitada em voértex
durante 10 minuto e em seguida centrifugadas por 20 minutos a 18.000g. Da fase agquosa
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foram transferidos 700 pL para novos tubos e apds este procedimento o RNA foi precipitado
com 1/10 volume de NaOAcCperc 2 M pH 4,8 e 1 volume de isopropanol. Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em freezer -80 °C por 30 minutos e posteriormente
centrifugadas por 10 minutos a 12.000g. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com
1,0 mL de EtOHperc 70% gelado e novamente centrifudado a 12.000x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet ressuspenso com 750 ul de agua milliQpepc.
Apo6s completa dissolucdo do pellet, foram adicionados 750 ul de LiClperc 4 M para
precipitacdo do RNA. Estas amostras foram mantidas em repouso em geladeira durante a
noite e entdo centrifugada por 20 minutos a 12.000g na manha seguinte. O pellet foi
novamente ressuspenso em 450 pl de H2Operc € 50 pl de NaOAcperc 2 M pH 4,8 e
posteriormente, foram adicionados 1000 ul de EtOH absoluto gelado (-20 °C) e a mistura foi
novamente acondicionada em freezer -80 °C por 30 minutos. Apds esse periodo foi realizado
uma nova centrifugacdo a 12.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado com 500 pL de EtOHperc 70%. Apos a secagem do pellet o RNA foi ressuspenso em
30 pL de agua milliQpepc € armazenado no freezer -80 °C.

3.4 Tratamento com DNase | e Sintese do cDNA

O RNA total foi quantificado no Thermo Scientific NanoDrop 2000c e apés a
quantificacdo, foram corridas amostras de cada extracdo em gel de agarose 1% para deteccdo
de possiveis sinais de degradacdo e contaminagdo com DNA. (Figuras 4 e 5).

Como as amostras apresentaram padrdes semelhantes de qualidade de RNA extraido e
pouca contaminacdo por DNA, as trés repeticdes escolhidas para as analises foram
selecionadas com base nas concentragcbes determinadas durante a quantificagdo, sendo
escolhidas as amostras que apresentaram concentragdes proximas a 0,6 pg L™ de RNA.

RNA total extraido de cada amostra foi diluido de forma que todas as amostras
ficassem com a concentragéo final de 0,5 ug em 5uL e foram tratados com DNase (DNase |
Amplification Grade — SIGMA®), seguindo instrucdes do fabricante. A incubagio da reago
foi conduzida a 25°C por 15 minutos, seguida da adicdo de 0,5 pL de EDTA 25 mM para
evitar a hidrélise do RNA e posterior inativacdo da DNase | a 65 °C por 10 minutos. A reacao
de sintese do cDNA foi realizada com o kit “TagMan® Reverse Transcription Reagents”
(Applied Biosystem®) seguindo instrugdes do fabricante como mostrado na Tabela 4.

A reacdo de sintese do cDNA foi conduzida a 25 °C por 10 minutos seguido de uma
segunda etapa de 120 minutos a 37 °C e sendo finalizada com 5 segundos a 85°C

Tabela 4. Reagdo de Sintese do cDNA utilizando o kit TagMan® Reverse Transcription
Reagents (Applied Biosystem®).

Componentes Volume (L)
2X RT Buffer 1,0
2x ANTP Mix (100 mM) 0,4
2X RT Random Primers 1,0
MultiScribe™ 05

Reverse Transcriptase '

RNase Inhibitor 0,5
Nuclease-free H20 1,6
Amostra 0,5
Total por Reacdo 5,5
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Figura 4. Avaliacdo da qualidade do RNA extraido. M — marcador 1Kbp Plus DNA Ladder

Invitrogen®; 1 a 26 — amostras da extracdo de RNA das quatro repeticdes do experimento de
expressao génica extraidas em duplicatas.
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Figura 5. Avaliacdo da qualidade do RNA extraido. M — marcador 1Kbp Plus DNA Ladder

Invitrogen®; 27 a 52 — amostras da extracdo de RNA das quatro repeticdes do experimento de
expressao génica extraidas em duplicatas.
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3.5 Iniciadores e Expressdo Génica por PCR em Tempo Real

Os primers foram selecionados através de resultados obtidos com outros trabalhos,
todos desenhados para o sistema real time RT-PCR (Tabela 5).

Para os genes que codificam os transportadores OsAMT1;1, OsAMT1;2 e OsAMT1;3
foram utilizados os primers desenhados por DUAN et al. (2007), ja para 0s genes que
codificam as enzimas de assimilagio GS e NADH-GOGAT foram utilizados os primers
desenhados por ZHAO et al. (2006).

A especificidade dos primers foi testada através da ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabela 5. Sequéncias dos primers utilizados nas reacées de PCR em tempo real e nimero de
acesso dos genes para busca no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Gene Primer Forward Primer Reverse N° acesso
OsAMT1:1 5’-CGTGCCGTGTCAGGTCCAT-3’ 5-GGTCATCTTCGGGTGGGTCA-3*  AF289477
OsAMTL;2 5-GAAGCACATGCCGCAGACA-3’ 5-GACGCCCGACTTGAACAGC-3’ AF289478
OsAMTL;3 5’-GCGAACGCGACGGACTA-3’ 5-GACCTGTGGGACCTGCTTG-3’ AF289479

GS1.2 5 -GAGTCGTGCTCTCCCTTGAC-3’ 5 -CTCATCGACTTGGTGCTGAA-3’

OsGltl 5’-GGAGGGAAATCTAATACAGG-3  5°-AGTTCATCAGCGTTAGTCAG-3°  AP004363

Actin 5 -TTATGGTTGGGATGGGACA-3’ 5’-AGCACGGCTTGAATAGCG-3’ NM_197297

A reacdo de sintese do cDNA foi diluida 5X para utilizagdo nas reacdes de PCR em
tempo real. O gene da Actina de arroz foi utilizado como padrao interno nas reacdes de PCR.
As reacOes de PCR em tempo real foram feitas no aparelho StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®) utilizando o kit Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems®) seguindo recomendacdes do fabricante. Todas as reagbes foram feitas em
duplicatas, para as reacdes de expressdo dos transportadores foram utilizadas trés repeticdes
por tratamento, ja para as reagdes de expressdo das enzimas de assimilacdo fora utilizadas
somente duas repedicdes. A reacdo foi montada em placas de PCR da seguinte forma: 6 puL do
tampao Power SYBR® Green PCR Master Mix 2X, 3 pL de uma solugdo de primers 3,6 UM
cada e 3 uL do cDNA diluido, com volume final de 12 pL. A placa foi selada com filme 6tico
apropriado, e foi realizada uma pré centrifugacdo por 30 segundo. Posteriormente, a placa foi
agitada por um minutos em voértex proprio e ap6s repouso de 30 segundos o0 processo de
agitacdo foi repedido e a operacdo foi finalizada com centrifugacdo a 4.000g por 3 min a 25
°C. A reacdo foi colocada no aparelho com a seguinte programacgdo: 95 °C 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de 95 °C, 15 segundos e 60 °C 1 minuto. Uma curva de dissociagdo
(melting curve) foi adicionada ao programa para identificar possiveis amplificacdes
inespecificas. Nenhum gene estudado mostrou amplificacdes inespecificas, validando todas as
analises de expressao feitas neste trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da Cinética de Absor¢do de Aménio

Os parametros cinéticos utilizados para a avaliacdo da absorcdo de nutrientes em
plantas s30: Vmax, Km € Cmin. Vmax (Umol g hl), que significa o maximo de transporte
possivel de um nutriente, quando todos os transportadores estdo carregados, e quanto maior o
seu valor, maior sera a velocidade da planta em absorver o nutriente do solo.

O valor do Km (umol L) representa a concentracdo de determinado nutriente
necessaria para que a absorcdo do nutriente atinja metade de sua Vmax. Quanto menor o valor
de Kwm, maior a afinidade do transportador pelo nutriente do solo.

O Cmin (umol L) por sua vez é um valor de concentragdo do nutriente na solucéo do
solo em que o influxo liquido é igual a zero. Quanto menor é este valor, maior é a eficiéncia
da planta na aquisi¢do do nutriente.

O padrdo de Ku nédo diferiu entre as variedades para a concentra¢do de 0,2 mM de N-
NH4* (Figura 6). Em parte, isso se deve a baixa concentragdo da solucdo nutritiva e a rapida
absorcéo pelas plantas, o que terminou ndo sendo sensivel para determinar diferencas entre as

variedades. Com relacdo ao parametro Vmax, a variedade Manteiga se destacou das demais,
apresentando um menor valor de Vmax.
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Figura 6. Valores de Km e Vmax das variedades de arroz: Manteiga, Revenda, IAC-47 e Bico
Ganga, ap0s ressuprimento com uma solugdo nutritiva contendo 0,2 mM de N-NH4*. Barras
representam o erro padrdao da média entre 4 repeticGes.

Quando se observa o grafico de deplecdo de aménio entre as variedades para a
concentracdo de 0,2 mM de N-NH.", ndo se observa diferencas entre as variedades (Figura 7),
em parte pela rapida absorcdo do amonio pelas variedades. Ja quando observado a deplecédo
na concentracdo de 1,5 mM de N-NHs* (Figura 9) ha uma sensivel diferenca entre as
variedades ap6s as 6 horas de coleta, onde ocorre a mudanca no sistema de absorcdo de
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amonio, de baixa para alta afinidade (LATS para HATS), confirmando a hipdtese de que a
menor concentracdo de aménio ndo foi sensivel para diferenciar as variedades.
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Figura 7. Deplecdo de N-NH4" em quatro variedades de arroz apds ressuprimento com uma
solucdo nutritiva contendo 0,20 mM de N-NH." ap6s 24 horas de privacdo de N. Barras
representam o erro padrdo da média entre 4 repeticGes.

Ao analisar os parametros de Ku para a concentracdo de 1,5 mM de N-NH4" (Figura
8), as variedades Revenda e Bico Ganga se destacam da variedade 1AC-47, indicando uma
maior eficiéncia na absorcdo do aménio, fator esse esperado, ja que variedades melhoradas
como o caso da variedade IAC-47 foram melhoradas sob altas concentra¢Ges de insumos,
tendo assim, uma menor afinidade a absor¢do do amonio pelas raizes.

A variedade Bico Ganga ndo s6 apresentou maior valor de Vmax, indicando uma maior
taxa de absor¢do, como também o menor valor de Ky, indicando uma alta afinidade.

A capacidade diferenciada entre as variedades de desenvolver o sistema radicular pode
ser interpretada como uma habilidade adaptativa para absorver nutrientes mais eficientemente
(MENGEL e BARBER, 1974), o que reflete o perfil das variedades locais Manteiga, Revenda
e Bico Ganga em relacdo a variedade melhorada IAC-47.
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Figura 8. Valores de Km e Vmax das variedades de arroz: Revenda, IAC-47 e Bico Ganga,
apds ressuprimento com uma solucdo nutritiva contendo 1,5 mM de N-NH4*. Barras
representam o erro padrdo da média entre 4 repeticGes.

A massa de raiz observada nas variedades locais Manteiga, Revenda e Bico Ganga
quando cultivadas por 24 horas com solucdo nutritiva contendo 0,2 mM de N-NH4" foram
superiores ao da variedade melhorada IAC-47 (Figura 10). Por outro lado, a massa de bainha
e folhas ndo difere entre as variedades. Esse comportamento pode ser uma adaptagdo dos
genodtipos locais para aumentar a razao raiz / parte aérea a fim de explorar um maior volume
de solo em busca de nutrientes e conseqiientemente melhorar a taxa de absorcdo. A variedade
melhorada IAC-47 ndo apresenta essa caracteristica. Diferentemente aos valores observados
para o ressuprimento com a concentracdo de 1,5 mM de N-NH4*, onde as variedades Revenda
e IAC-47 apresentaram um maior investimento em sistema radicular em relacdo a variedade
Bico Ganga
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Figura 9. Deplecdo de N-NH4* em trés variedades de arroz ap6s ressuprimento com uma
solucdo nutritiva contendo 1,50 mM de N-NHs" ap6s 24 horas de privagdo de N. Barras
representam o erro padrao da média entre 4 repeticGes.

Dentre os pardmetros cinéticos, 0 Km é 0 que apresenta maior variagdo entre as
variedades, indicando que as variedades aqui estudadas foram obtidas através de um processo
adaptativo sob diferentes concentragcdes de nitrogénio no solo. Fato que pode ser verificado
nas variedades locais, principalmente as variedades Bico Ganga e Revenda, que se
diferenciaram da variedade melhorada 1AC-47 na cinética de deplecdo de amonio (Figura 8) e
tiveram um maior investimento em tecido radicular, caracteristicas de variedades mais
adaptadas a baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente de N.

Os pardmetros cinéticos como Km e Cmin podem apresentar mais relevancia na
agricultura tropical, por se tratar de regides com solos mais intemperizados e,
consequientemente, com menores concentragdes de nutrientes. Nessas regides, chuvas intensas
durante um curto periodo de tempo, levam a uma rapida decomposi¢cdo da matéria organica do
solo, ocasionando o que conhecemos como flush de nutrientes, que deve ser rapidamente
aproveitado pelas plantas. Assim, plantas com maior afinidade pelo nutriente em questdo, ou
seja, com menor Ky podem apresentar uma vantagem. Fora destas épocas, os teores dos
nutrientes no solo sdo geralmente muito baixos, tendo vantagens variedades que apresentam
menor Cmin.
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Figura 10. Massa fresca (g/vaso) de raiz, bainha e folha das quatro variedades (Manteiga,
Revenda, |IAC-47 e Bico Ganga) para a concentracdo de 0,2 mM de N-NH.". (A). Massa
fresca (g/vaso) de raiz, bainha e folha das trés variedades (Revenda, IAC-47 e Bico Ganga)
para a concentragdo de 1,5 mM de N-NH.". (B). Barras representam o erro padrdo da média
entre 4 repeticoes.

Mesmo apresentando um valor de Vmax inferior das demais, a variedade Manteiga
parece ser mais adaptada a solos pobres em N-NH4". Com menor valor de Cmin (Figura 11),
indicando uma maior adaptacdo a baixas concentracdes de nutrientes na solugdo do solo,
sendo capaz de absorver o0 N-NH4" em concentragBes menores que as demais variedades.
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A variedade Bico Ganga também apresentou Cmin superior de N-NHs" em solugédo
quando comprada com a variedade Agulha por Baptista (1995), o que parece ser uma
caracteristica da propria variedade de ter valores de Cmin maiores que as demais variedades
locais estudadas.
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Figura 12. Teores de acucares sollveis nas raizes bainhas e folhas de variedades de arroz
submetidas a diferentes doses de N-NH4* depois de 24 horas de privacdo de N. Teores de
acUcares sollveis 24 horas ap6s a adicdo da solugdo contendo 0,2 mM de N-NH4*. (A).
Teores de agucares sollveis 48 horas apds a adicdo da solucéo contendo 1,5 mM de N-NH4*.
(B). Barras representam o erro padrao da media entre 4 repeticOes.
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Figura 13. Teores de N-amino livre nas raizes bainhas e folhas de variedades de arroz
submetidas a diferentes doses de N-NH4* depois de 24 horas de privacdo de N. Teores de N-
amino 24 horas apés a adicdo da solucdo contendo 0,2 mM de N-NH4". (A). Teores de N-
amino 48 horas ap6s a adicdo da solucdo contendo 1,5 mM de N-NH4*. (B). Barras
representam o erro padrdo da média entre 4 repeticdes.

24



Outro ponto importante € o menor acumulo de amdnio no tecido radicular da
variedade Manteiga (Figura 14). Aparentemente, o amonio absorvido esta sendo rapidamente
assimilado em esqueletos de carbono e sendo transportado na forma de aminoacidos,
predominantemente na forma de glutamina, para a parte aérea da planta e, em principal, para
as folhas, onde atua como matéria prima para a sintese de outros aminoacidos e outras
moléculas como proteinas, enzimas e acidos nucléicos.
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Figura 14. Teores de N-NH4" nas raizes bainhas e folhas de variedades de arroz submetidas a
diferentes doses de N-NH4* depois de 24 horas de privacdo de N. Teores de N-NH4* 24 horas
apos a adicdo da solucdo contendo 0,2 mM de N-NH4". (A). Teores de N-NH4" 48 horas ap6s
a adicdo da solugdo contendo 1,5 mM de N-NH.". (B). Barras representam o erro padrdo da
média entre 4 repeticdes.

Estudos recentes tentando explicar a toxidez pela assimilacdo de NH4" por algumas
variedades, fato esse ainda pouco esclarecido, geraram diversas propostas para explicar esse
fendbmeno. A absorcdo de NH4", bem como a liberacdo de H* na incorporacdo NHs" em
esqueletos de carbono sdo acompanhados pela extrusdo de H™ pelas raizes. Tem sido
repetidamente sugerido que a acidificacdo do meio apoplastico e conseqientemente da
solucdo nutritiva, é reflexo de um desbalango de cargas no citosol decorrente do influxo de
amonio, e que este influxo € dependente de um potencial de membrana previamente existente
em cada variedade ou espécie vegetal, resultando em maior ou menor tolerancia ao NH4".
Geralmente, plantas que conseguem manter um menor potencial de membrana frente a altos
niveis de NH4* na solugdo, sdo mais tolerantes a esse fon. Qutros autores tém sugerido que a
limitacdo de carboidratos pode contribuir para a sindrome de toxicidade, por alterar a relacdo
C/N nas raizes, com base na constatacdo de que NH4", por si s6 ndo é translocado para a parte
aérea na maioria das plantas (KRONZUCKER et al, 1998). Outro fator estaria relacionado
com a dificuldade das raizes em absorver outros cations essenciais, como Ca*?, Mg*? e K,
quando expostas a concentragdes de NH4* por longos periodos. Assim, variedades que
possuem a capacidade de rapidamente absorver o NHs" em solucdo, ou seja, menor Km
associada a rapida assimilacdo pela acdo das enzimas do ciclo GS/GOGAT, apresentam
vantagem para a agricultura tropical. Este perfil pode ser observado quando comparados os
fatores que conferem essa adaptacdo entre as variedades locais do Maranhdo estudadas
(Manteiga, Revenda e Bico Ganga), em relacdo a variedade melhorara (IAC-47).
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4.2 Estudo dos Transportadores de Amonio e Enzimas Relacionadas a Absorgéo

A absorcdo de NH4" pelas raizes de arroz se da através da acdo de transportadores de
NH4" (OsAMTS), principalmente em solos alagados.

Para avaliar a diferenca entre a expressdo dos transportadores de amoénio OSAMT1;1,
OsAMT1;2 e OsAMT1;3, entre as variedades estudadas foram estabelecidas 2 momentos
distintos para avaliacdo, o primeiro, duas horas apés o ressuprimento com 0,2 mM N-NH,",
onde ocorre 0 momento de maxima resposta ao ressuprimento com base nos dados obtidos
por SONODA (2003a) e o segundo momento, quatro horas apés o ressuprimento com NH4*
para avaliar a tendéncia de manter altos niveis de expressdo de cada variedade.

LOC 0s01g61510 CDS OSAMT22
L 1 0C 0s01g61550 CDS OSAMT23
L loc 0s05¢39240 CDS OSAMT21

LOC Os03g62200 CDS OsAMT32
L’i LOC Os01g65000 CDS OsAMT31
| LOC 0Os02g34580 CDS OsAMT33
LOC Os03g53780 CDS OsAMT4
LOC Os02g40710 CDS OsAMT12
e LOC 0Os04943070 CDS OsAMT11
L Loc 0s02940730 CDS OsAMT13

0.1

Figura 15. Arvore de similaridade genética baseada nas regies codantes (CDS) do mRNA
dos transportadores de amonio em arroz calculado por Neighbor-Joining.(Saitou e Nei, 1987)

O periodo de 24 horas de deficiéncia que antecedeu o ressuprimento de NH4" para as
variedades estudadas visa reduzir os niveis de NH4* e de N-amino nas raizes, SONODA et al.
(2003) determinou que a regulacdo dos transportadores de alta afinidade de NH4* (OsAMT1)
estdo relacionados aos teores internos de N-amino nos tecidos radiculares e ndo com a
concentragdo de NH4* na solugéo do solo.

A expressédo dos transportadores de NH4* de alta afinidade é sensivel a concentragdes
muito baixas, tendo forte inducdo em concentraces entre 0,2 e 0,3 mM de nitrogénio na
forma amoniacal (SONODA et al., 2003b). De acordo com KUMAR et al. (2003) os trés
transportadores de alta afinidade em arroz respondem de forma expressiva quando as plantas
sdo cultivadas em concentracoes de 10 uM de N-NH4", reduzindo os niveis de expressdo
quando transferidas para uma solucdo de 10mM de N-NH4".
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Figura 16. Expressdo génica do transportador de NH4* OsAMT1;1 nas variedades Manteiga,
Revenda e Bico Ganga (locais) e na variedade IAC-47 (melhorada). Barras representam o erro
padrdo da média entre 3 repetigdes.

As 2h, momento de méaxima inducdo de expressao em resposta ao ressuprimento de
NHs" para a cultura de arroz (SONODA et al., 2003), as variedades Manteiga e Revenda
apresentaram maiores niveis de expressdo do OsAMT1;1 (Figura 16), sendo que a variedade
Revenda teve uma inducgéo de aproximadamente duas vezes maior que a indugéo da variedade
Manteiga, j& as variedades IAC-47 e Bico Ganga ndo apresentaram aumento de indugdo da
expressdo do transportador OsAMT1;1. O transportador OsAMT1;1 € o membro dos
transportadores de alta afinidade que mais contribui para absorcdo de aménio em plantas de
arroz. Além disso, a variedade Manteiga mantém niveis elevados de expressdo mesmo as 4h
apos o ressuprimento, praticamente dobrando sua inducdo as duas horas, fato que ndo ocorreu
com as demais variedades, 0 que pode explicar, a0 menos em parte, 0 seu menor Cmin entre as
variedades estudadas.

O transportador OSAMT1;2 possui dois papeis distintos. Dar suporte ao transportador
OsAMT1;1, quando a concentracdo de NH4" no meio externo esta elevada e atuar como
transportador, célula a célula, de NH4* (TABUCHI et al. 2007). Esse relato esta de acordo
com os resultados encontrados para as variedades estudadas, onde os dados da expresséo para
0 OsAMT1;1 guarda proporcbes logicas com a expressdo do OsAMTL;2, para os dois
momentos analisados. Este fato esta relacionado com a menor concentracdo de NH4* nas
raizes e na solucdo nutritiva da variedade Manteiga, indicando ndo esta apenas relacionado ao
NH." absorvido da solugdo do solo, mas também com a rapida exportacdo célula a célula.
Esse comportamento também é valido para a variedade Revenda, guardada as devidas
proporcoes (Figura 17).

Suportando a hipdtese de que a variedade Manteiga € mais eficiente na absorcdo de
NH4" entre as variedades estudadas, e que parte desse comportamento pode ser decorrente da
manutencdo de menores niveis de N-NHs" em seus tecidos, esta o fato desta variedade
também apresentar maiores niveis de expressdo das enzimas de assimilagdo GS1.2 e NADH-
GOGAT1 (Figura 20). E interessante notar, que este comportamento nio se reflete em
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maiores teores de N-amino acumulado nos tecidos radiculares e das bainhas. Apenas uma
pequena diferenca pode ser observada nas folhas, mas ainda assim com menores niveis que a
variedade Revenda (Figura 13).
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Figura 17. Expressao génica do transportador de NH4* OsAMT1;2 nas variedades Manteiga,
Revenda e Bico Ganga (tradicionais) e na variedade IAC-47 (melhorada). Barras representam
0 erro padrdo da média entre 3 repeticoes.

Verificando a contribuigdo do transportador AtAMT1;3 na absor¢do de amonio pelas
raizes mutantes de Arabidopsis t. (knockout, insercdo T-DNA), LOQUE et al. (2006)
verificaram uma reducdo da absorcdo do aménio em aproximadamente 30%, quando em
solucdo com concentragdo na faixa micromolar, ja quando analisado em solugdo com
concentracdo na faixa milimolar ndo houve reducdo do influxo de aménio em relacdo a
variedade selvagem. Os mesmos resultados foram obtidos para do transportador AtAMT1;1
(KAISER et al.,, 2002). Quando avaliado a absorcdo de um mutante duplo para os
transportadores AtAMT1;1 e AtAMT1;3 foi constatado um decréscimo de 70% no influxo de
amonio.

Em experimentos com arroz, KUMAR et al.(2003) transferindo plantas de uma
solucdo com concentracdo de 10 mM para uma de 10 uM de N-NH4*, observaram aumentos
da expressao dos transportadores OSAMT1;1, OsAMT1;2 e OsAMT1;3, sendo a maior resposta
observada pelo transportador OsAMT1;1, seguido do OSAMT1;2. Curiosamente 0s niveis do
transportador OSAMT1;3 aumentaram durante o final do periodo diurno, podendo este estar
ligado ao nivel de carboidratos interno da planta. Este fendmeno evidencia a idéia de que 0s
transportadores de aménio possuem papeis distintos.

Tanto a variedade Manteiga quanto a variedade Revenda, apresentaram elevada
expressdo do transportador OsAMT1;3 (Figura 18) em relacdo as demais variedades, o que
pode estar relacionado com os menores valores de Cmin apresentado por estas em relacdo as
demais. 1sso se deve ao fato do transportador OsAMT1;3 atuar na absor¢do de N-NHs" em
suporte a0 OsAMT1;1 quando a concentracdo de N-NH4* disponivel na solucdo encontra-se
muito baixa, dados semelhantes foram encontrados por SONODA et al. (2003a).
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Figura 18. Expressao génica do transportador de NH4* OsAMT1;3 nas variedades Manteiga,
Revenda e Bico Ganga (locais) e na variedade IAC-47 (melhorada). Barras representam o erro
padréo da média entre 3 repeticdes.

A expressao do gene OsGS1.2 € detectado em toda parte da planta, porém apresenta
uma alta expressdo em raizes 3-5 horas ap6s o ressuprimento com NH." na fase vegetativa,
estando aparentemente ligado a assimilacdo do NH4* absorvido nas raizes dando suporte a
GS1.1 (ISHIYAMA et al., 2004) e apresentam propriedades cinéticas classificadas como de
alta afinidade (TABUCHI et al. 2005).
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Figura 19. Expressdo génica da enzimas de assimilacdo de NH4" GS e GOGAT, isoformas
GS1.2 e NADH-GOGATL1 nas variedades Manteiga, Revenda e Bico Ganga (locais) e na
variedade IAC-47 (melhorada). Barras representam o erro padrdo da média entre 3 repeticdes.

Avaliando a atividade das enzimas de assimilacdo de nitrogénio em variedades de alta
e baixa EUN, sob baixa disponibilidade de N-NH4" SHIN et al. (2010) verificaram que ndo
houve diferencas significativas quando avaliado em parte aérea. Entretanto, quando avaliado a
atividades das enzimas em sistema radicular, as atividades da GS e NADH-GOGAT tiveram
um aumento de 20-30% quando comparadas entre as variedades, sugerindo que as enzimas
de assimilacdo GS e NADH-GOGAT possuem um importante papel na assimilacdo do
nitrogénio absorvido sob baixas concentra¢fes de nitrogénio em solu¢do. Em concluséo aos
seus resultados, SHIN et al. (2010) verificaram que GS, NADH-GOGAT e OsAMT1;1 sdo 0s
elementos mais importantes na aquisicdo de nitrogénio de plantes jovens de arroz sob baixa
disponibilidade de amonio quando comparado entre variedades de alta e baixa EUN,
corroborando com os valores observados entre as variedades Manteiga, Revenda e Bico
Ganga (locais) e a variedade IAC-47 (melhorada) para os dados apresentados.
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5. CONCLUSOES

As variedades locais, Manteiga e Revenda, apresentaram maiores niveis de expressao
dos transportadores de aménio de alta afinidade, mostrando-se mais adaptadas a condicdes de
baixa concentragdo de aménio.

A variedade local Manteiga apresentou 0s maiores niveis de expressdo dos
transportadores estudados, tanto para as 2 horas apds a indugdo, quanto para as 4 horas apds a
inducéo.

A variedade local Manteiga apresentou 0s maiores niveis de expressdo para as enzimas
de assimilacdo GS1.2 e NADH-GOGATL.

Os pardmentros cinéticos Vmax, Km € Cmin encontrados corroboram com os niveis de
expressdo dos transportadores de amdnio para as variedades estudadas.
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