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RESUMO GERAL 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. Caracterização de Transportadores envolvidos na 

Remobilização de Nitrato armazenado no vacúolo em Arroz. 2021. 102p Tese (Doutorado 

em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

O acúmulo de nitrato (NO3
-) nos vacúolos celulares é uma estratégia de extrema importância 

para suprir o nitrogênio (N) necessário ao desenvolvimento da planta devido as variações de 

disponibilidade no solo. O transporte desse íon pelo tonoplasto é mediado por proteínas 

transportadoras específicas, ainda pouco conhecidas. A identificação dessas proteínas permite 

esclarecer o processo de acúmulo e remobilização de NO3
- e delinear estratégias visando 

aumentar a eficiência do uso de N. O objetivo deste trabalho foi a identificação de genes que 

codificam proteínas transportadoras responsáveis pela remobilização do NO3
- acumulado no 

vacúolo em arroz. Inicialmente sequências de aminoácidos potencialmente codificantes de 

proteínas de transporte de NO3
- expressas no vacúolo foram reunidas e realizada uma análise 

filogenética. Em seguida avaliou-se a resposta de expressão destas proteínas frente ao flush de 

NO3
- em um experimento com plantas de arroz (var. Manteiga) em solução nutritiva de 

Hoagland com 5 mM de N-NO3
- por 30 dias, sob um período de supressão de N por 72 horas, 

seguido do ressuprimento do fornecimento de N. Posteriormente, os genes OsNPF7.8 e 

OsNPF5.13 foram clonados inseridos em vetor de superexpressão e realizou-se a transformação 

genética de plantas de arroz (var. Nipponbare) via A. tumefaciens. Dois experimentos foram 

realizados semelhantes ao inicial com modificação no tempo de cultivo e nas coletas: as 

linhagens OsNPF7.8 foram cultivadas em dose constante por 20 dias e submetidas a 72h de 

supressão seguido pelo ressuprimento do fornecimento de NO3
- realizando coletas após a 

supressão e 24h após o ressuprimento. As linhagens OsNPF5.13 foram cultivadas em dose 

constante por 24 dias e submetidas a supressão de N realizando coletas 24 e 96 h após a 

supressão. Um total de 71 genes foram utilizados na criação da árvore filogenética que 

evidenciou a diferenciação entre as sequências codificantes de canais de cloreto (CLC), 

transportadores de alta afinidade (NRT2) e de baixa afinidade (NPF) com a separação de 8 

grupos. Dentre os transportadores de baixa afinidade o grupo III reuniu genes da família NPF5 

caracterizadas como atuantes no efluxo de NO3
- a partir do vacúolo em A. thaliana, e o grupo 

IV genes NPF7 com genes caracterizados como atuantes no influxo de NO3
- para o vacúolo em 

arroz. A análise de expressão demonstrou que os genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, 

OsNPF5.16sp1 e OsNF5.17 apresentaram indução de transcrição em resposta a supressão do 

fornecimento de NO3
- na solução associado ao aumento dos teores de NO3

- na planta e da 

atividade da enzima nitrato redutase (NR), indicando relação com o efluxo de nitrato a partir 

do vacúolo. Por outro lado, o gene OsNPF7.8 apresentou maior resposta ao período de 

ressuprimento relacionando-o ao influxo do íon. A superexpressão do gene OsNPF5.13 resultou 

em maior atividade da NR, aumento dos teores de amônio, N-amino e açucares solúveis 

demonstrando um aumento da estabilidade da assimilação de N. Enquanto as linhagens 

superexpressando o gene OsNPF7.8 apresentaram aumento dos teores de NO3
- na raiz e da 

atividade da NR, além de aumento dos teores de amônio e N-amino nas folhas, demonstrando 

alterações no influxo de NO3
- nas raízes. 

 

Palavras-chave: proteínas de transporte de baixa afinidade, NPF, Oryza sativa, transportadores 

tonoplasto. 

  



 

 

GENERAL ABSTRACT 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. Characterization of transport proteins involved in the 

Remobilization of Nitrate accumulated in vacuole of Rice. 2021. 102p Thesis (Doctor of 

Science in Plant Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

The uptake and remobilization of nitrate (NO3
-) in cells vacuoles is an extremely important 

strategy for nitrogen (N) supply to plant development due to variations in soil availability. The 

transport of this ion across the tonoplast is mediated by specific transport proteins still poorly 

understood. The identification of these proteins allows to elucidate NO3
- accumulation process 

and outline strategies in order to increase the use efficiency of N. The aim of this study was to 

identify genes that encode transport proteins responsible for remobilization of NO3
- 

accumulated in the vacuole in rice. Amino acid sequences potentially coding for NO3
- transport 

proteins expressed in vacuole were selected from gene bank and a phylogenetic analysis 

performed. The relative expression response of these proteins against the NO3
- flush was 

evaluated in an experiment with rice plants (var. Manteiga) in Hoagland nutrient solution with 

5 mM N-NO3
- for 30 days, the plants were subjected to N suppression for 72 hours, followed 

by resupply of N. The genes OsNPF7.8 and OsNPF5.13 were cloned, inserted into an 

overexpression vector and the genetic transformation of rice plants (var. Nipponbare) was 

performed via A. tumefaciens. Two more experiments were carried out similar to the initial with 

modification in cultivation time and harvest: OsNPF7.8 strains were cultivated in constant dose 

for 20 days and submitted to 72h of suppression followed by the resupply of the NO3
- harvesting 

after the suppression and 24h after resupply. The strains OsNPF5.13 were cultivated at constant 

dose for 24 days and submitted to N suppression, performing sample collections 24 and 96h 

after suppression. A total of 71 genes were used in the phylogenetic tree that showed 

differentiation between the coding sequences of chloride channels (CLC), high affinity (NRT2) 

and low affinity (NPF) transporters with separation of 8 groups. Among the low affinity 

transporters, group III clustered sequences of the NPF5 family characterized as responsible of 

NO3
- efflux from the vacuole in A. thaliana and group IV show NPF7 genes mostly 

characterized as acting in NO3
- influx to vacuole in rice. The expression analysis showed that 

OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, OsNPF5.16sp1 and OsNF5.17 genes presented 

transcription induction in response to NO3
- suppression associated with the increase of NO3

- 

levels in plant and nitrate reductase (NR) activity, it indicates a relationship with nitrate efflux 

from the vacuole. On the other hand, the OsNPF7.8 gene showed greater response to resupply 

period, relating to ion influx. The overexpression of OsNPF5.13 gene had higher NR activity, 

increased ammonium, N-amino and soluble sugar contents, demonstrating an increase in the 

stability of N assimilation. While overexpression of OsNPF7.8 gene showed increased NO3
- 

content in the root and NR activity, as well as increased ammonium and N-amino content in 

leaves, demonstrating changes in influx of NO3
- in the roots.  

 

Key words: Low affinity transporter, NPF, Oryza sativa, tonoplast transporters. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das culturas de cereais com maior importância 

econômica e social do mundo. Membro da família Poaceae, é uma planta diploide com 2n=24 

cromossomos. Com genoma relativamente pequeno (430 Mb), apresenta extenso conteúdo de 

sequências disponibilizadas nos últimos anos, tanto para variedades domesticadas como para 

genótipos selvagens. Em razão disso, o arroz está entre as plantas cultivadas com melhor 

anotação gênica sendo uma planta modelo para análises de genoma funcional em 

monocotiledôneas (HE, et al. 2016). 

Com o crescimento populacional avançando, com a estimativa de atingir 10 bilhões de 

pessoas até 2050 (FAO, 2020), a meta das pesquisas é encontrar soluções para alcançar 

produtividades cada vez maiores, com menor uso de fertilizantes, pesticidas e maior 

aproveitamento das áreas cultivadas (JAGANATHAN, et al. 2018) 

O nitrogênio é o macronutriente requerido em maior quantidade pela planta, e o seu 

fornecimento, frequentemente resulta em melhor desenvolvimento e maior produtividade. 

Componente de biomoléculas vitais como aminoácidos, ácidos nucleicos, proteínas e 

importantes constituintes celulares, incluindo membranas e hormônios vegetais (SOUZA; 

FERNANDES, 2018). Apesar de ser um dos principais constituintes da atmosfera, 

representando 78% dos gases, encontra-se na forma de nitrogênio molecular (N2) que por ser 

uma molécula altamente estável e inerte, não está disponível para absorção direta pela planta. 

Nos solos o nitrogênio é disponibilizado em grande parte por meio da fixação biológica 

de nitrogênio (FBN) (VITOUSEK, et al. 2013). Esse processo é realizado por microrganismos 

que apresentam um complexo enzimático cujo principal constituinte é a enzima nitrogenase, 

tornando-os capazes de captar o N2 e convertê-lo a amônia (NH3) (REIS, et al. 2018). Outra 

forma em que se encontra disponível é em compostos orgânicos provenientes da mineralização 

da matéria orgânica no solo. Uma pequena parte do nitrogênio do solo é proveniente de 

descargas elétricas na atmosfera que geram óxidos de nitrogênio ou do arraste ocasionado pelas 

chuvas. 

Contudo, há uma elevada escassez deste nutriente em solos tropicais, principalmente 

devido aos processos de perda como a lixiviação, desnitrificação e a volatilização. A eficiência 

do uso de nitrogênio nos sistemas agrícolas é muito baixa, estando sujeito a perdas de até 70% 

do N total aplicado para o ambiente (COSKUN, et al. 2017). Pesquisadores apontam que o 

consumo de N pode ultrapassar 50 mil Mt por ano até 2050 e o crescimento populacional 

requisitará um aumento de 100 a 110% na produtividade de alimentos (TILMAN, et al. 2011). 

Um consumo deste nível pode ocasionar emissões globais de CO2 de 3Gt por ano e impactos 

ambientais que podem alterar todo ecossistema.  

Mediante essa preocupação com o meio ambiente, a agenda 2030 liderada pela 

Organização das Nações Unidas busca desde 2016 unir o mundo para melhorar a vida das 

pessoas em todos os lugares, determinando 17 objetivos a serem alcançados. Dentre eles, o 

segundo prevê acabar com a fome, melhorar a nutrição, alcançar a segurança alimentar e 

promover a agricultura sustentável, compreendendo como metas dobrar a produtividade 
agrícola, garantir sistemas sustentáveis de produção de alimentos e implementar práticas 

agrícolas resilientes que aumentem a produtividade ajudando a manter os ecossistemas, com 

capacidade de adaptação às mudanças climáticas e que melhorem progressivamente a qualidade 

da terra e do solo (ONU, 2021).  

Uma das estratégias que podem auxiliar a alcançar esse objetivo é a busca de cultivares 

mais eficientes no uso e absorção de nitrogênio (EUN e EUpN) (BUCHER, et al. 2014). A 

absorção do nitrato pelas células das raízes vegetais ocorre por meio de proteínas 
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transportadoras, geralmente do tipo simporte, que são capazes de carrear um íon de nitrato 

(NO3
-) juntamente com dois prótons (H+) para o interior da célula. Estes transportadores são 

classificados como transportadores de alta afinidade, quando atuam em concentrações menores 

que 1mM e de baixa afinidade quando atuam em concentrações >1,0mM (SOUZA; 

FERNANDES, 2018). Os transportadores de nitrato apresentam duas famílias principais e 

foram mais estudados na planta modelo Arabidopsis thaliana (LÉRAN, et al. 2014). A família 

NRT2 de transportadores de alta afinidade é constituída por nove genes em A. thaliana e por 

quatro genes em arroz até o presente momento. A família NPF, anteriormente denominada 

NRT1, é composta por 59 genes caracterizados em A. thaliana e aproximadamente 90 em arroz 

(TSAY, et al. 2007; LÉRAN, et al. 2014).  

A absorção de formas amoniacais pelas células das raízes vegetais ocorre a favor do 

gradiente de potencial eletroquímico, via transportadores uniporte ou canais e a assimilação do 

amônio em glutamina e glutamato pelas enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase (GS-

GOGAT) requer menor disponibilidade de poder redutor (KRONZUCKER, et al. 2000; 

HOLZSCHUH, et al. 2009). O nitrato, por sua vez, quando absorvido pode seguir por duas vias 

principais: i) assimilação, onde é reduzido a nitrito e a amônio por meio da atividade das 

enzimas nitrato redutase e nitrito redutase (NR e NiR respectivamente) para em seguida ser 

assimilado pela GS e GOGAT; ou ii) estoque, com armazenamento no vacúolo celular podendo 

ser reduzido em outro momento (SOUZA; FERNANDES, 2018). O acúmulo de nitrato pode 

ser favorecido por diversos fatores como desbalanço na eficiência de absorção (DU, et al., 2008; 

LIANG; ZHANG, 2020), disponibilidade de água (QIU, et al. 2014), entre outros. De todo o 

nitrato absorvido, estima-se que cerca de 52 a 53% pode ser compartimentalizado no vacúolo 

(KRONZUCKER, et al. 2000). Em razão disso, este mecanismo exerce grande importância na 

melhoria da eficiência de uso do N pela planta e evita perdas no solo. 

Entretanto, o mecanismo de influxo/absorção e efluxo/remobilização do nitrato 

armazenado no vacúolo ainda não foi completamente elucidado. Recentemente, em A. thaliana 

os genes NPF5.11, NPF5.12 e NPF5.16 foram localizados no tonoplasto e caracterizados como 

transportadores responsáveis pelo efluxo do nitrato do vacúolo (HE, et al. 2017). Em arroz, o 

gene OsNPF7.2 foi identificado com localização no tonoplasto e relacionado com o influxo de 

nitrato no vacúolo (HU, et al., 2016). Entretanto, o mecanismo de efluxo do nitrato a partir do 

vacúolo em arroz ainda é desconhecido, assim como os genes envolvidos neste processo. 

Desta forma este trabalho é baseado nas seguintes hipóteses: (i) o processo de absorção 

(influxo) e remobilização (efluxo) do nitrato no vacúolo é realizado por proteínas de transporte 

diferentes das proteínas localizadas na membrana plasmática; (ii) essas proteínas de transporte 

pertencem à família NPF de transportadores de baixa afinidade; (iii) a regulação do influxo e 

do efluxo do nitrato na membrana do vacúolo é realizada por transportadores diferentes; (iv) há 

variação na expressão dos genes de transportadores de nitrato quando as plantas são submetidas 

à condições de ausência e ressuprimento de nitrogênio. 

Em razão disso, o objetivo geral deste trabalho é identificar e caracterizar genes que 

codificam proteínas transportadoras responsáveis pela remobilização do nitrogênio na forma de 

nitrato (NO3
-) armazenado no vacúolo em plantas de Arroz.  

 

Com base neste objetivo, foram realizadas duas abordagens, apresentadas em dois 

capítulos:  

✓ Capítulo I: Análise in silico e expressão gênica de transportadores de nitrato da 

família NPF em arroz. 

✓ Capítulo II: Obtenção de mutantes superexpressando os genes OsNPF5.12, 

OsNPF5.13, OsNPF5.15 e OsNPF7.8 em plantas de arroz e avaliação da sua 

atuação na remobilização de nitrato a partir do vacúolo. 
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O objetivo geral do capítulo I é identificar genes que codificam proteínas 

transportadoras responsáveis pela remobilização do NO3
- acumulado no vacúolo em arroz. 

Compreendendo como objetivos específicos: (i) identificar genes que codificam proteínas de 

transporte de baixa afinidade da família NPF; (ii) avaliar a expressão destes genes durante um 

período de privação de N e selecionar aqueles com provável função de remobilização do nitrato 

do vacúolo para o citossol; (iii) caracterizar alterações no metabolismo de plantas de arroz 

submetidas ao período de supressão de nitrogênio. 

O objetivo geral do capítulo II é avaliar a contribuição dos genes OsNPF5.12, 

OsNPF5.15, OsNPF5.13 e OsNPF7.8 no processo de absorção, acúmulo e remobilização do 

nitrato armazenado nos vacúolos e no metabolismo de nitrogênio em arroz. Esse objetivo pode 

ser desmembrado nos seguintes objetivos específicos: (i) obter plantas geneticamente 

transformadas apresentando a superexpressão dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 

e OsNPF7.8; (ii) localizar as proteínas maduras codificadas por esses genes em nível subcelular; 

(iii) avaliar as alterações no metabolismo de N e na absorção e acúmulo de NO3
-, nas plantas 

transformadas, quando cultivadas em diferentes níveis de NO3
-; (iv) identificar como estes 

genes podem afetar a produtividade em plantas de arroz. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Arroz – Cereal de Importância Mundial 

 

O arroz (Oryza sativa) é um cereal da família Poaceae que apresenta grande importância 

econômica, social e cultural. É uma cultura essencial para manutenção da segurança alimentar 

e nutricional, por ser um elemento básico, componente do hábito alimentar de mais da metade 

da população mundial (CONAB, 2020; FENG, et al. 2015). 

É considerada uma espécie modelo para estudos genômicos e funcionais em 

monocotiledôneas, por ser uma espécie diploide (2n=24), autógama e por apresentar o menor 

genoma dentre as monocotiledôneas (430 Mb) que corresponde a 1/5 do genoma do milho 

(COHEN, 2019; HE, et al. 2016). Dispõe de protocolos bem definidos e de fácil aplicação para 

transformação genética, seja por meio de cultura de tecidos ou em protoplastos (HE, et al. 

2016). Essas características explicam porque o arroz, foi a primeira monocotiledônea a ter o 

genoma completamente sequenciado. Esse genoma está atualmente disponível com genes 

anotados e bibliotecas funcionais no banco de dados Rice Genome Annotation Project 

(http://rice.plantbiology.msu.edu/) (KAWAHARA, et al. 2013; JAIN, et al. 2019). 

O Brasil ocupa a décima posição entre os maiores produtores de arroz do mundo, 

ficando atrás apenas de países asiáticos, como a China, Índia e Indonésia, que são os maiores 

produtores (FAO, 2020). A estimativa da produção brasileira de grãos na safra 2019/2020 foi 

de 250,5 milhões de toneladas, representando um aumento de 3,5% em relação à safra anterior. 

Para o ano 2021 prevê-se a produção de 11,1 milhões de toneladas de arroz, um volume 6,5% 

superior que a safra anterior. Os principais estados produtores são Rio grande do Sul, Santa 

Catarina, Mato Grosso e Tocantins (CONAB, 2020).  

A produtividade do arroz nos últimos anos tem se mantido crescente mesmo com uma 

redução na área plantada. Desde a safra de 2010/2011 a área plantada de arroz no Brasil passou 

de 2,8 milhões de hectares para 1,66 milhões de hectares na safra de 2019/2020, que 

corresponde a uma redução de 40% da área plantada (CONAB, 2021). No período de 1975 a 

2017 a produtividade de arroz aumentou em 315% (EMBRAPA, 2018). Uma das causas da 

redução na área plantada é a diminuição do espaçamento praticado no cultivo em sequeiro 

(CONAB, 2019). Por outro lado, o aumento da produtividade por área reflete a qualidade das 

diferentes variedades de arroz cultivadas no Brasil, juntamente com a utilização de pacotes 

tecnológicos melhores e o manejo de solo e adubação de forma adequada.  

O consumo de arroz no Brasil é de 10,8 milhões de toneladas, com previsão de 

exportação de 1,1 milhões de toneladas e importação de aproximadamente mil toneladas 

(CONAB, 2021). Para suprir toda essa demanda é de extrema importância que o cultivo seja 

bem planejado a fim de alcançar maiores produtividades com menor custo.  

O cultivo de arroz no Brasil é realizado em dois ecossistemas: o de várzeas e o de terras 

altas. O sistema de várzea compreende o principal sistema de cultivo de arroz do país, 

denominado de irrigado por inundação. Neste sistema as plantas desenvolvem estratégias que 

permitem o desenvolvimento radicular em condições anaeróbias, como a produção de 

aerênquima. O sistema de terras altas, também chamado de cultivo em sequeiro é caracterizado 

pela condição aeróbica de desenvolvimento do sistema radicular. Este sistema tem crescido nos 

últimos anos devido ao menor uso de insumos e requisição por água. O cultivo em sistema 

irrigado exige maior investimento inicial com preparo do solo, além de mais conhecimento do 

produtor quanto ao manejo, adubação, sementes, entre outros. Enquanto o sistema sequeiro 

apresenta menor custo inicial e menor necessidade de insumos (ROLÃO; ROSA; NETO, 2019). 

A área plantada para cultivo de arroz na safra 2019/20 correspondente ao sistema de várzeas 

irrigado foi de 77,9% (1298,9 mil hectares) enquanto o cultivo em condição de sequeiro foi 

http://rice.plantbiology.msu.edu/
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22,1% (366,9 mil hectares). Os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, que são os 

principais produtores, utilizam o sistema irrigado extensivo. Na safra de 2019/20 a 

produtividade de arroz irrigado foi de 7.913 kg/ha enquanto no sistema de sequeiro foi 2.468 

kg/ha. Dos 11,1 milhões de toneladas de arroz previstos para safra de 2019/2020 10,2 milhões 

de toneladas são em áreas de cultivo irrigado e 0,9 milhões em sequeiro (CONAB, 2021). 

É importante ressaltar a elevada tolerância do arroz a condições de elevada acidez do 

solo, de forma que ele é cultivado em regiões de primeiro cultivo (RIBEIRO, et al. 2018). Outra 

questão relevante é o monitoramento da rizicultura quanto as emissões de gases de efeito estufa 

(GEE) devido as condições diferenciadas de cultivo, em sistema irrigado por inundação. 

Segundo dados da FAO (2020), a emissão de GEE pelo cultivo de arroz no Brasil tem reduzido 

quase 50% nos últimos anos. Esta redução pode estar diretamente relacionada com o aumento 

do cultivo em sistemas de terras altas ou sequeiro. 

As emissões de GEE também estão relacionadas com a aplicação de fertilizantes 

nitrogenados, devido a emissão de óxido nitroso no processo de perda por desnitrificação. No 

Brasil o principal componente das emissões de GEE são derivados da adubação nitrogenada 

devido a aplicação de doses excessivas de N (GUELFI, 2017). 

 

2.2 Custo da Aplicação de Fertilizantes Nitrogenados em Arroz 

 

O custo de produção é formado pelo conjunto de operações e insumos necessários para 

implementação de um cultivo. Para isso é preciso considerar a área a ser plantada e seus 

atributos (clima, solo, localização, disponibilidade de água e análise química do solo), a cultura 

desejada e sua adequação às condições existentes e o tipo de manejo (mecanizado, plantio direto 

e colheita mecânica ou manual). Em seguida, é realizado o levantamento de custos para cada 

etapa. Dessa forma, o delineamento do cultivo e determinação do custo de produção é uma 

etapa primordial para a implantação da cultura, por ser o norteador para os lucros. 

De todos os gastos, a adubação nitrogenada compõe a maior fração de custo de produção 

do cultivo de arroz (GUELFI, 2017). No Brasil, os fertilizantes correspondem a 22,95% em 

média, dos custos variáveis e em cultivos de arroz sequeiro essa porcentagem tende a ser ainda 

maior (CONAB, 2016). A recomendação de adubação nitrogenada no cultivo de arroz varia de 

60 a 150 kg/ha e é determinada com base na produtividade que se deseja alcançar e na análise 

do solo a ser cultivado (FREIRE, et al. 2013; YUNFENG, et al. 2019).  

Porém, o N é o nutriente que mais sofre com perdas no solo, seja por lixiviação, 

volatilização ou como resultado do processo de desnitrificação (MILLER, et al. 2007). Desta 

forma, além de prejuízos ao meio ambiente, a aplicação de doses excessivas de N também 

ocasiona aumento no custo de produção. Em função disso, a avaliação dos conteúdos de 

nutrientes disponíveis nos solos é indispensável para um delineamento correto da adubação 

nitrogenada, para que esta seja eficiente e na determinação dos pacotes tecnológicos a serem 

utilizados no cultivo. 

Em comparação entre sistemas irrigado e de sequeiro no Mato Grosso, a aplicação de 

fertilizantes no sistema irrigado correspondeu a 19% do custo (R$ 978,88 do custo total R$ 

5.113,00) contra 25% no sistema sequeiro (R$1.121,90 de R$ 4.510,23), considerando a 

adubação nitrogenada com ureia no primeiro sistema e ureia seguida de NPK (5-25-15) no 

segundo (ROLÃO; ROSA; NETO, 2019). Embora o sistema irrigado apresente, em geral, maior 

custo de produção em comparação ao sistema de sequeiro, o sistema irrigado apresenta maiores 

produtividades o que reflete em melhor custo de produção na relação Receita/Custo (ROLÃO; 

ROSA; NETO, 2019; CONAB, 2016). 

Segundo o IFAG (2019) o custo de produção para arroz de sequeiro compreende gastos 

de até 42% com fertilizantes NPK (4-30-10). Entretanto há uma grande variação nesta 

porcentagem de acordo com a região e a tecnologia aplicada. O custo de produção para 
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implementação de um cultivo de arroz em sistema de terras altas (sequeiro) em Goiás foi de R$ 

2.430,57 por hectare para obtenção de 58 sacas/ha utilizando a cultivar BRS Primavera. Deste 

valor, 34,8% corresponderam a adubação com ureia (170 kg ureia/ha = 76,5 kg N/ha) e NPK 

05-20-30 (R$ 280,00 e 607,95, respectivamente) (RIBEIRO, et al. 2018). Uma comparação 

buscando a inserção da cultivar de sequeiro BRS Sertaneja em detrimento da cultivar BRS 

Primavera, identificou gastos com fertilizantes entre 24 e 25% e demonstrou que a nova 

tecnologia da cultivar BRS sertaneja possibilitou um aumento de 960kg/ha na produtividade 

com um custo 32% menor (SILVA; WANDER, 2014).  

Diante da elevada participação (15 a 42%) da aplicação de fertilizantes nitrogenados no 

custo de produção da cultura de arroz, é imprescindível que haja o desenvolvimento de 

estratégias que aumentem a eficácia da aplicação de fertilizantes ou a utilização de cultivares 

mais eficientes no uso e na absorção de nitrogênio para alcançar produtividades cada vez 

maiores com um cultivo mais sustentável. 

 

2.3 Eficiência no Uso de Nitrogênio em Arroz 

 

A eficiência de uso de nitrogênio (EUN) pode ser definida como a relação entre a 

produtividade de grãos por unidade de N disponível no solo, incluindo aquele aplicado na forma 

de fertilizantes nitrogenados e pode ser dividida em dois componentes: eficiência de absorção 

(EUpN) e eficiência de utilização (EUtN) (HAN, et al. 2015). A eficiência de absorção está 

relacionada a capacidade da planta em transportar o N disponível na solução do solo para o 

interior das células. Enquanto a eficiência de utilização corresponde a capacidade de 

assimilação e transporte entre células da raiz para parte aérea mediante a necessidade.  

A EUN envolve inúmeros fatores bióticos, abióticos, bioquímicos, fisiológicos e 

moleculares, externos e internos, além da disponibilidade de nitrogênio. Os fatores internos são 

relacionados ao genótipo da planta, como a fotossíntese, absorção de nutrientes, transporte e 

remobilização de íons, carboidratos e proteínas, que formam um complexo de características 

quantitativas (SOUZA; FERNANDES, 2018). Entre os fatores externos temos a eficiência 

agronômica da adubação nitrogenada que está relacionada a fatores abióticos como as 

condições de solo, clima, mas que também é influenciada pelas práticas de manejo como a 

época de aplicação, métodos utilizados e os tipos de fertilizantes aplicados (WAMSER; 

MUNDSTOCK, 2007).  

A adaptação a condições de baixa disponibilidade de N é uma característica altamente 

desejável em plantas para um sistema sustentável. Diante disso, há dois grandes desafios que 

influem na EUN: o desenvolvimento de variedades mais eficientes no uso e absorção de N e a 

criação de tecnologias que permitam melhor aproveitamento dos fertilizantes nitrogenados 

aplicados, reduzindo as perdas desse nutriente para o ambiente.  

O desenvolvimento de variedades com maior eficiência no uso e na absorção de 

nutrientes é altamente crucial para a manutenção das produtividades globais (JEWEL, et al. 

2019). Devido à elevada complexidade desta característica é importante definir estratégias que 

possibilitem explorar a variabilidade genotípica e fenotípica das bases genéticas que controlam 

a EUN e assim, identificar alguns dos componentes chave de rendimento para o melhoramento 

assistido por marcadores. 

A deficiência de N afeta negativamente o índice de área foliar, taxa de crescimento, peso 

das plantas, enchimento dos grãos e de espiguetas por panícula (WEI, et al. 2012). Em razão 

disso, uma das formas de avaliação da EUN e da eficiência de absorção de N (EUpN) em plantas 

de arroz é a utilização de características fenotípicas relacionadas ao rendimento e produtividade 

sob diferentes doses de fertilizante nitrogenado. As doses geralmente são divididas em alta e 

baixa de acordo com a aplicação recomendada. Alguns trabalhos associam ainda, a aplicação 

de outros nutrientes junto com o fertilizante nitrogenado (JEWEL, et al. 2019).  
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A avaliação de 15 variedades locais do Maranhão e quatro cultivares melhoradas em 

dois níveis de nitrogênio (sem suplementação com 0,07 g N/planta no plantio e com 

suplementação foliar de 0,035 g N/planta) identificou diferenças significativas tanto na EUN 

quanto na EUpN, sendo as variedades Revenda, Cana Roxa, Ligeiro Vermelho, IAC-899 e IAC-

1278 mais eficientes no uso do nitrogênio (JUNIOR, et al. 1997).  

Os efeitos da adubação na EUN e produtividade de arroz foi avaliado durante 35 anos 

por Yunfeng e colaboradores (2019), com base na relação entre a quantidade de N absorvido 

pela planta e o nitrogênio total aplicado no solo, foi identificada maior EUN quando aplicado 

N na forma de fertilizantes orgânicos do que utilizando os fertilizantes minerais, mas, a 

aplicação combinada dos dois tipos, apresentou maiores produtividades do que a aplicação 

isolada (YUNFENG, et al. 2019). 

As características de produtividade de arroz geralmente avaliadas no campo são: número 

de perfilhos (NP), número efetivo de panículas (PN), número de espiguetas por panículas (SPP), 

número de espiguetas por m² (SN), peso de grãos (GW), porcentagem de enchimento de grãos 

(GF), peso de mil grãos (SPM), produtividade de grãos (PG), produtividade relativa de 

biomassa (PB), peso das plantas (PP), comprimento radicular (CR) e conteúdo de clorofilas 

(CC) (WANG, et al. 2018). O estudo dessas características assim como o perfil de expressão 

de genes relacionados em plantas eficientes ou que apresentem maior desempenho em 

condições de baixa fertilidade, pode fornecer grandes informações sobre os mecanismos 

envolvidos na maior eficiência de N. 

 

2.4 Transporte de Nitrogênio 

 

O nitrogênio pode ser absorvido em forma de aminoácidos, peptídeos e formas 

orgânicas complexas. Porém, a absorção ocorre predominantemente na forma de íons como 

nitrato e amônio (SOUZA; FERNANDES, 2018). 

A concentração de íons no interior e exterior da célula é controlada por um gradiente de 

potencial eletroquímico ocasionado pelo potencial elétrico da membrana plasmática e pela 

atividade de um complexo proteico denominado bomba de prótons ou P-H+ATP-ase (SOUZA; 

FERNANDES, 2018). Este sistema hidrolisa moléculas de ATP liberando energia e bombeando 

prótons (H+) através das membranas biológicas, originando um potencial eletroquímico 

(SANTI, et al. 2003). Este gradiente de potencial favorece a entrada de íons na célula. Em razão 

disso a absorção de amônio ocorre de forma passiva, por meio de transportadores uniporte da 

família AMTs (Ammonium Transporters). Entretanto, a absorção de ânions, como o nitrato 

dependem da força próton motriz, caracterizando um transporte ativo, sendo transportado 

juntamente com prótons para o interior da célula por transportadores do tipo simporte que levam 

para dentro da célula um íon de nitrato juntamente com dois prótons (SOUZA; FERNANDES, 

2018). 

Após a absorção pela célula, o amônio é diretamente incorporado em aminoácidos, por 

meio de reações enzimáticas que envolvem as enzimas glutamina sintetase (GS) e a glutamato 

sintetase (GOGAT). Por outro lado, o nitrato (NO3
-), após ser absorvido, passa por um processo 

de redução à nitrito (NO2) por meio da atividade da enzima nitrato redutase com uso de dois 

elétrons fornecidos por moléculas NADH ou NADPH. Em seguida o nitrito é reduzido à amônio 

pela enzima nitrito redutase com transferência de seis elétrons no cloroplasto, para enfim ser 

assimilado em aminoácidos de forma semelhante ao amônio via GS e GOGAT. O nitrito é 

tóxico às plantas, então após a redução do nitrato, o nitrito precisa ser reduzido rapidamente 

pelas células. O processo de absorção e assimilação de NO3
- é energicamente caro e pode 

dispender cerca de 25% da energia total da planta (COUSINS; BLOOM, 2004; ASENSIO; 

RACHMILEVITCH; BLOOM, 2015).  
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O nitrato absorvido pela célula também pode ser acumulado nos vacúolos. Segundo 

Kronzucker, et al. (2000) aproximadamente 52 a 53% do nitrato absorvido pode ser encontrado 

compartimentalizado e armazenado no vacúolo. Há uma tendência de acúmulo do nitrato no 

vacúolo quando este se encontra em elevadas concentrações no meio extracelular, sendo 

transportado para fora do vacúolo para ser assimilado quando essas concentrações são 

reduzidas, ou em condições de deficiência do nutriente, o que demonstra que o vacúolo é de 

grande importância na eficiência do uso do nitrogênio (MIGOCKA, et al. 2013; HU, et al. 

2016).  

As concentrações de nitrato e amônio na solução do solo podem variar desde 

quantidades ínfimas, menores que 100µM até mais de 10mM. Em razão disto, as raízes das 

plantas possuem sistemas de absorção de íons que apresentam diferentes níveis de afinidade 

pelo substrato, caracterizando-os em dois tipos principais: os de alta afinidade e os de baixa 

afinidade. Transportadores são denominados de alta afinidade (High Affinity Transporter 

System – HATS) quando são capazes de realizar o transporte em condições onde a concentração 

de nitrogênio no solo está entre 1µM a 1mM, atuando em condições de baixa disponibilidade 

do íon na solução do solo. Por outro lado os transportadores de baixa afinidade (Low Affinity 

Transporter System - LATS) atuam em concentrações de nitrogênio maiores que 1mM, 

apresentam cinética de absorção linear (CRAWFORD; GLASS, 1998) e são genes 

constitutivamente expressos (MILLER, et al. 2007; DECHORGNAT, et al. 2011). 

 

2.5 Transportadores de Baixa Afinidade de Nitrato 

 

Estudos com nitrato (NO3
-) têm demonstrado que esse íon além de nutriente, também é 

um sinal para o metabolismo vegetal (SANTI, et. al. 2003). A presença do nitrato no solo induz 

na planta a expressão de genes responsáveis pelo seu transporte e assimilação (MIGOCKA, et 

al. 2013), mas há evidências de que o nitrato provoque mudanças na expressão de mais de 1000 

genes em A. thaliana (DEBOUBA; DGUIMI; GHORBEL, 2013). 

A absorção de nitrato pela célula é realizada por proteínas transportadoras da família 

NPF - Nitrate Transporter 1/Peptide Transporter, conhecida anteriormente como NRT1 e por 

proteínas da família NRT2 (LÉRAN et al., 2014). A família NRT2 é responsável pelo transporte 

de alta afinidade de nitrato, enquanto a família NPF realiza um transporte de baixa afinidade, 

excetuando o gene AtNPF6.3 (antigo AtNRT1.1) que faz um transporte de dupla-afinidade (LIU; 

TSAY, 2003).  

Em Arabidopsis, onde a maioria dos genes e suas funções já foram caracterizados, 

identificou-se sete genes da família NRT2 e 53 NPF (TSAY, et al. 2007). No genoma do arroz 

foram identificados cerca de 93 genes da família NPF subdivididos entre 8 subfamílias (NPF1-

NPF8) e cinco da família NRT2 (VON WITTGENSTEIN, et al. 2014; LÉRAN, et al. 2014; 

ZHAO, et al. 2010). Recentemente foram identificados 331 genes pertencentes à família NPF 

em trigo que formam 113 grupos homólogos e também foram subdivididos em oito subfamílias 

(WANG, et al. 2020). 

Em animais e microrganismos os transportadores NPF costumam apresentar alto nível 

de especificidade de substrato, realizando o transporte especialmente de di/tripeptídios. Por 

outro lado, em plantas apresentam baixa seletividade, podendo transportar desde nitrato, nitrito, 

até mesmo aminoácidos, glucosinolato e fitormônios como ácido abscísico, entre outros 

(KANNO, et al. 2012; FANG, et al. 2017; WEN e KAISER, 2018). O estudo de localização de 

expressão subcelular e caracterização dessas proteínas tem sido amplamente realizado em busca 

de compreender mecanismos que possam auxiliar no melhoramento da eficiência do uso de 

nitrogênio e consequentemente reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados (HU, et al. 2020). 

Até o momento a função de apenas 11 genes da família NPF foram caracterizados em 

arroz. O transportador codificado pelo gene OsNPF6.3 (antigo NRT1.1) foi o primeiro gene a 
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ser clonado, localizado na membrana plasmática e identificado como responsável pela absorção 

do íon a partir do solo e pela translocação bidirecional das raízes para a parte aérea (HUANG, 

et al. 1996; HO, et al. 2009; KROUK, et al. 2010). O gene OsNPF2.2 codifica uma proteína 

transportadora responsável pela remobilização do nitrato da raiz para a parte aérea, 

descarregando o nitrato a partir do xilema, enquanto a proteína codificada pelo gene OsNPF2.4 

atua no transporte de longa distância, sua localização de expressão é na epiderme e no cilindro 

central da raiz, folhas e grãos (LI, et al. 2015; XIA, et al. 2015). Por outro lado, a alteração nos 

níveis de expressão dos genes OsNPF8.20 (antigo OsPTR9) e OsNPF6.5 (antigo OsNRT1.1B) 

alteraram a absorção dos íons NH4
+ e NO3

-, o número de panículas e a produtividade dos grãos 

(FANG, et al. 2012; HU, et al. 2015). O gene OsNPF4.11 ainda não foi completamente 

caracterizado, entretanto a superexpressão do gene demonstrou um acúmulo da concentração 

de NO3
- nas raízes que prejudicou o desenvolvimento das plantas (ARRUDA, et al. 2018). 

 

2.6 Transportadores Atuantes no Vacúolo 

 

O acumulo de íons e pequenas moléculas no vacúolo desempenham importante papel 

na regulação osmótica da célula e na reserva de nitrogênio para a planta (MILLER, et al. 2007; 

KANT; BI; ROTHSTEIN, 2011). Entretanto, a caracterização de transportadores com 

expressão localizada na membrana do vacúolo (tonoplasto) ainda é escassa e poucos 

transportadores de nitrato foram identificados até a presente data (HE, et al. 2017; HUANG, et 

al. 2019). A caracterização de transportadores responsáveis pelo acúmulo e remobilização de 

moléculas a partir do vacúolo é uma importante estratégia para compreender a dinâmica da 

movimentação dos nutrientes estocados nas plantas, permitindo delinear estratégias para 

manipulação destes estoques visando maior eficiência nos cultivos (HU, et al. 2020). 

Os primeiros genes que codificam para proteínas transportadoras atuantes no transporte 

de íons no tonoplasto foram identificados em plantas de arabidopsis, por ser uma planta modelo 

para estudos genômicos. O gene AtCLCa, pertencente à família CLC que codifica 

principalmente proteínas atuantes como canais de cloreto, foi o primeiro transportador 

caracterizado como responsável pelo acúmulo de nitrato no vacúolo. Este gene codifica uma 

proteína transportadora específica do tipo antiporte, que carreia 2 moléculas de NO3
-/H+ para 

dentro do vacúolo (DE ANGELI, et al. 2006). Posteriormente, o transportador de alta afinidade 

codificado pelo gene AtNRT2.7 foi identificado como transportador de nitrato localizado no 

tonoplasto com expressão exclusiva em sementes, desempenhando importante papel na 

regulação da germinação através da manipulação do acúmulo de nitrato no vacúolo (CHOPIN, 

et al. 2007).  

Em arroz apenas três genes tiveram a expressão de suas proteínas localizadas na 

membrana do vacúolo até o momento e quando superexpressos todos eles evidenciaram um 

aumento do número de panículas e no enchimento dos grãos (WANG, et al. 2018; FANG, et al. 

2017; HUANG, et al. 2018). O gene OsNPF7.2 codifica um transportador de baixa afinidade 

de nitrato, com localização no vacúolo. O silenciamento do gene em plantas de arroz resultou 

em redução do crescimento, mesmo sob altas concentrações de NO3
-, indicando a importância 

deste gene no acúmulo de nitrato no vacúolo (HU, et al. 2016). O gene OsNPF7.3 (antigo 

OsNRT1.5) codifica outra proteína transportadora que foi recentemente localizada no vacúolo. 

Estudos preliminares sugeriam seu papel no transporte de di/tripipeptídeos (OUYANG, et al. 

2010). Posteriormente foi descoberto que a superexpressão deste gene melhorava o crescimento 

da planta (FAN, et al. 2014). Apenas recentemente foi revelado que sua expressão é induzida 

por nitrogênio orgânico e que há acúmulo de aminoácidos nas bainhas de plantas com este gene 

silenciado, enquanto que, em plantas superexpressando este gene, há acúmulo na raiz e nas 

folhas, comprovando o papel fundamental deste gene no acúmulo e na translocação de 
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aminoácidos entre a raiz e a folha. Outro ponto importante é que a superexpressão do gene 

OsNPF7.3 aumentou o número de panículas e de grãos cheios por planta (FANG, et al. 2017).  

O gene OsNPF7.7 codifica duas isoformas de proteínas derivadas de splicing alternativo 

e ambas afetam o acúmulo de nitrogênio e o desenvolvimento da planta. Entretanto, as duas 

isoformas apresentam localização subcelular de expressão diferentes e ocasionam alterações 

diversas no metabolismo. A isoforma OsNPF7.7sp1 teve expressão localizada na membrana 

plasmática e a superexpressão do gene promoveu o aumento no influxo e da concentração de 

NO3
- na raiz. Por outro lado, a isoforma OsNPF7.7sp2 foi localizada na membrana vacuolar e 

poderia influenciar no influxo e na concentração de NH4
+ na raiz (HUANG, et al. 2018). 

Os genes OsNPF7.1 e OsNPF7.4 evidenciaram ação determinante no brotamento de 

gemas axilares e consequentemente o número de perfilhos em arroz. A superexpressão do 

OsNPF7.1 resultou em aumento da biomassa das plântulas mutantes, do número de perfilhos e 

número de grãos cheios. Resultado oposto foi identificado nas plântulas com o gene OsNPF7.4 

superexpresso, que evidenciaram aumento de aminoácidos na parte aérea e inibição da 

produção de biomassa nas plântulas. Tal antagonismo foi confirmado em plântulas com o gene 

OsNPF7.4 nocauteado via CRISPR/Cas9, visto que as plântulas mutantes apresentaram 

aumento no número de perfilhos, número de grãos cheios e produtividade de grãos. Ambos os 

genes são regulados por fontes exógenas de N e participam da alocação de N das raízes para as 

folhas, influenciando o crescimento e desenvolvimento das plantas de arroz (HUANG, et al. 

2019). 

Quanto ao efluxo do nitrato a partir do vacúolo, apenas em A. thaliana, três 

transportadores da família NPF, AtNPF5.11, AtNPF5.12 e AtNPF5.16, foram caracterizados 

como responsáveis pela remobilização de nitrato a partir do vacúolo (HE, et al. 2017). Há 

evidências de que a proteína codificada pelo gene AtCLCb, com expressão localizada no 

tonoplasto esteja envolvido no efluxo do nitrato, entretanto, quando plântulas mutantes com o 

gene knock-out não demonstraram alterações no metabolismo ou no acúmulo de nitrato (VON 

DER FECHT-BARTENBACH, et al. 2010) 

Estudos mais aprofundados são necessários para fundamentar a caracterização destes 

transportadores, elucidando o mecanismo de absorção e o funcionamento deste sistema bem 

como sua importância na eficiência do uso de nitrogênio. 
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ANÁLISE IN SILICO E EXPRESSÃO GÊNICA DE 

TRANSPORTADORES DE NITRATO DA FAMÍLIA NPF EM ARROZ 
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RESUMO 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. Análise In Silico e Expressão Gênica de Transportadores 

de Nitrato da Família NPF em Arroz. 2021. 102p Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto 

de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2021. 

 

A absorção e remobilização do nitrato (NO3
-) nos vacúolos das células exerce grande 

importância no suprimento de nitrogênio (N) necessário ao desenvolvimento da planta em 

condições de escassez. Entretanto, pouco se sabe sobre as proteínas transportadoras que 

realizam estes processos. O objetivo deste trabalho foi a identificação de genes que codificam 

proteínas transportadoras responsáveis pela remobilização do NO3
- acumulado no vacúolo em 

arroz. Foram selecionadas 71 sequências de aminoácidos codificantes de proteínas 

transportadoras de NO3
- da família de baixa afinidade (NPF) potencialmente expressas no 

vacúolo nos bancos de dados de arroz e de A. thaliana para análise filogenética. Em seguida 

avaliou-se a resposta de expressão destas proteínas frente ao flush de NO3
- com plantas de arroz 

(var. Manteiga) em solução nutritiva de Hoagland com 5 mM de N-NO3
- por 30 dias. As plantas 

foram submetidas a um período de supressão de N por 72 horas, seguido pelo ressuprimento do 

fornecimento de N. Durante o período de supressão foram coletadas amostras de tecido a cada 

24 horas e após o ressuprimento foram feitas coletas de amostras após 4, 8, 24 e 72 horas. A 

análise filogenética identificou a formação de oito grupos que diferenciaram as famílias de 

canais de cloreto (CLC), transportadores de alta afinidade (NRT2) e de baixa afinidade (NPF). 

Dentre os transportadores de baixa afinidade os genes da família NPF5 de arroz se agruparam 

juntamente com os genes de A. thaliana caracterizados como responsáveis pelo efluxo de NO3
- 

no vacúolo, esta proximidade pode estar relacionada a analogia de função. A análise de 

expressão relativa demonstrou aumento de transcritos dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, 

OsNPF5.15, OsNPF5.16sp1 e OsNF5.17 em resposta a supressão do fornecimento de N. A 

análise dos teores de frações solúveis e metabolismo de N no material vegetal coletado 

evidenciou aumento dos teores de NO3
- e da atividade das enzimas nitrato redutase e glutamina 

sintetase 24 horas após a supressão em linha com o aumento da expressão destes genes, 

corroborando com a possível atuação no efluxo de NO3
- a partir do vacúolo. Os genes 

OsNPF7.1, OsNPF7.2, OsNPF7.7 e OsNPF7.8 apresentaram maior resposta no período de 

ressuprimento indicando sua atuação no influxo de NO3
- para o vacúolo. Deste grupo apenas o 

gene OsNPF7.8 ainda não foi caracterizado, mas os resultados apresentados apontam sua 

atuação no influxo.  

 

Palavras-chave: transporte de nitrato, Oryza sativa, transportadores de tonoplasto, acúmulo de 

nitrato. 
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ABSTRACT 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. In silico characterization and gene expression of nitrate 

transport proteins from NPF family in Rice. 2021. 102p Thesis (Doctor of Science in Plant 

Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

Nitrate (NO3
-) uptake and remobilization in vacuoles of plant cells plays an important role in 

nitrogen (N) supply for plant development in conditions of starvation. However, transport 

proteins that carry out these pathways still unknown. The aim of this study was to identify genes 

that encode transport proteins responsible by remobilization of NO3
- accumulated in the rice 

vacuole. A total of 71 amino acid sequences encoding low-affinity NO3
- transporter (NPF 

family) potentially expressed in the vacuoles of rice and A. thaliana were selected from 

databases for phylogenetic analysis. Relative expression response of these sequences was 

evaluated against NO3
- flush in rice plants (var. Manteiga) cultivated in Hoagland's nutrient 

solution with 5 mM N-NO3
- for 30 days, at that time plants were subjected to 72 hours of N 

suppression, followed by N resupply. The plants were harvested every 24 hours during the 

suppression period and at resupply after 4, 8, 24 and 72 hours. Phylogenetic analysis identified 

the formation of eight groups that differentiated the families of chloride channels (CLC), high-

affinity (NRT2) and low-affinity (NPF) transporters. Among the low affinity transporters, 

group III gathered genes from the rice NPF5 family together with genes from A. thaliana 

characterized as responsible for the efflux of NO3- in the vacuole, this proximity may be related 

to function homology while group IV gathered genes NPF7 of which act on the influx of nitrate 

into the vacuole. Phylogenetic analysis clustered into eight groups that differentiated the 

families of chloride channels (CLC), high-affinity (NRT2) and low-affinity (NPF) transporters. 

Among the low affinity transporters, group III bring together genes from the OsNPF5 family 

grouped with genes from A. thaliana characterized as responsible for NO3
- efflux from the 

vacuole, this proximity may be related to function homology while group IV gathered genes 

NPF7 of which act on the influx of nitrate into the vacuole. The analysis of relative expression 

showed transcription induction of genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, OsNPF5.16sp1 

and OsNF5.17 in response to suppression of N supply. The plants showed an increase in NO3
- 

content, nitrate reductase and glutamine synthetase activity 24 hours after the suppression, in 

line with the increased expression of these genes, indicating the possible role in the efflux of 

NO3
- from the vacuole. The genes OsNPF7.1, OsNPF7.2, OsNPF7.7 and OsNPF7.8 showed 

greater response in the resupply period, indicating their role in the influx of NO3
- to vacuole, 

from this group only OsNPF7.8 gene has not been characterized yet, but according to the results 

presented indicate its role in the influx. Data from this study was used were used as subsidies 

to do the characterization of OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 and OsNPF7.8 genes in rice. 

 

Keywords: Nitrate transport, Oryza sativa, tonoplast transporters, nitrate uptake. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O arroz é considerado uma espécie modelo para estudos genômicos e funcionais em 

monocotiledôneas, devido à grande disponibilidade de sequências genômicas de diferentes 

variedades cultivadas nos últimos anos (HE, et al. 2016), tornando-a uma das espécies com 

melhor anotação gênica, sendo a primeira monocotiledônea a ter o genoma completamente 

sequenciado e disponível (KAWAHARA, et al. 2013). O cultivo de arroz depende do consumo 

elevado de fertilizantes nitrogenados. A dose recomendada de adubação varia de 60 a 150 kg 

N/ha e é determinada com base na produtividade que se deseja alcançar e na análise do solo a 

ser cultivado (FREIRE, et al. 2013; WANG, et al. 2018; YUNFENG, et al. 2019). 

A eficiência de uso do nitrogênio (EUN) nos sistemas agrícolas é muito baixa, estando 

sujeita a perdas de até 70% de todo nitrogênio (N) aplicado, ocasionando danos ao meio 

ambiente (COSKUN, et al. 2017). A deficiência de nitrogênio afeta negativamente o índice de 

área foliar, taxa de crescimento, peso das plantas, enchimento dos grãos e número de espiguetas 

por panícula (WEI, et al. 2012). 

Uma estratégia que vem sendo desenvolvida para melhorar a EUN é o estudo de 

proteínas transportadoras buscando aprimorar a eficiência de absorção de nitrogênio. O nitrato 

(NO3
- ) é uma das formas de N mais disponíveis para absorção pelas plantas em solos aerados. 

Em condições de abundância na solução do solo o nitrato pode ser armazenado nos vacúolos e 

exportado dos mesmos quando necessário (HU, et al. 2016). O vacúolo celular desempenha 

importante função na EUN, visto que 52-53% do N absorvido pode ser compartimentalizado 

no vacúolo (KRONZUCKER, et al. 2000).  

O estado do Maranhão, no Brasil, apresenta uma ampla diversidade de variedades 

crioulas de arroz que têm despertado interesse no melhoramento genético devido sua 

capacidade produtiva e elevada EUN (ARAÚJO, et al. 2015; SANTOS, et al. 2011). O 

incremento na EUN nas variedades dessa região pode estar relacionado com a adaptação dessas 

plantas à condição de flush de nutrientes, ou seja, a alta disponibilidade de íons na solução do 

solo seguido por longos períodos de baixa disponibilidade ocasionado pelo regime sazonal de 

chuvas (SOUZA, et al. 1998). A variedade Manteiga é uma variedade crioula de cultivo 

preferencial em sistema sequeiro de produção no Maranhão. Esta variedade tem demonstrado 

elevada eficiência de uso de nitrogênio, apresentando melhor crescimento em condições de 

baixa disponibilidade de N-NO3
-, maior atividade de transportadores de alta afinidade de NO3

- 

e maior capacidade de acúmulo de NO3
- nas raízes quando comparado a outras variedades, 

incluindo a variedade comercial melhorada IAC-47 (SANTOS, et al. 2003; ARAÚJO, et al. 

2015). Estas características a tornam uma variedade ideal para o estudo de acúmulo e 

remobilização de NO3
- nos vacúolos. 

A absorção do NO3
- nas células, é mediada por transportadores do tipo simporte 

(2H+/1NO3
−). Esses transportadores são classificados em alta afinidade, família NRT (Nitrate 

Transporter), responsável pelo transporte quando a concentração de NO3
- no solo encontra-se 

menor que 1mM e baixa afinidade, família NPF (Nitrate Peptide Transporter Family), atuando 

quando a concentração de NO3
- no solo é maior que 1mM (LÉRAN, et al. 2014). No genoma 

de arroz foram identificados 93 genes relacionados a essa família, entretanto poucos genes 

foram caracterizados até o momento e a maioria das proteínas que foram localizadas são 

encontradas na membrana plasmática. Apenas três genes OsNPF7.2, OsNPF7.3 e OsNPF7.7 

(splices 1 e 2) tiveram suas proteínas identificadas com localização na membrana do vacúolo. 

O gene OsNPF7.3 (antigo NRT1.5) codifica uma proteína transportadora que atua no transporte 

de di/tripipeptídeos de glicina e histidina (OUYANG, et al. 2010) e a expressão desse gene é 

induzida pela presença de N orgânico no solo (FANG, et al. 2017). O gene OsNPF7.2 está 

envolvido no influxo de nitrato para o vacúolo em plantas de arroz e o silenciamento deste gene 
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promoveu a redução do crescimento das plantas (HU, et al. 2016). O gene OsNPF7.7 apresenta 

duas isoformas e ambas afetam o acúmulo de nitrogênio e o desenvolvimento da planta. 

Entretanto, as proteínas codificadas pelas duas isoformas atuam em locais diferentes na célula. 

A proteína OsNPF7.7sp1 está localizada na membrana plasmática e sua superexpressão 

promove o influxo e aumento da concentração de NO3
- nas raízes da planta, enquanto a isoforma 

OsNPF7.7sp2 é encontrada na membrana vacuolar e sua superexpressão influencia na 

concentração de NH4
+ nas raízes (HUANG, et al. 2018). 

Contudo, ainda não há informações sobre os genes e as proteínas envolvidos no efluxo, 

ou remobilização do NO3
- a partir do vacúolo em arroz, mas a identificação destas proteínas é 

o ponto chave para a EUN (MILLER, et al. 2007). Em A. thaliana apenas três genes da família 

NPF, AtNPF5.11, AtNPF5.12 e AtNPF5.16, foram identificados como atuantes no efluxo de 

NO3
- a partir do vacúolo, modulando suas concentrações entre a raiz e a parte aérea (HE, et al. 

2017).  

Diante do exposto, este capítulo se baseia nas seguintes hipóteses: (i) O transporte de 

NO3
- de curta distância, do citosol para o vacúolo (influxo) e vice-versa (efluxo), é realizado 

por proteínas de transporte específicas diferentes daquelas localizadas na membrana 

plasmática; (ii) essas proteínas de transporte são pertencentes à família NPF de transportadores 

de baixa afinidade; (iii) a regulação do influxo e do efluxo do nitrato na membrana do vacúolo 

é realizada por transportadores diferentes; (iv) há variação na expressão dos genes de 

transportadores de nitrato quando as plantas são submetidas à condições de ausência de 

nitrogênio. Com isso, o objetivo deste trabalho foi a identificação de genes que codificam 

proteínas transportadoras responsáveis pela remobilização do NO3
- acumulado no vacúolo em 

arroz.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Identificação dos Genes NPF e Análise Filogenética 

 

Foram obtidas sequências de aminoácidos de proteínas transportadoras de nitrato 

pertencentes a família de baixa afinidade (NPF) renomeadas por LÉRAN, et al. (2014), nos 

bancos de dados disponíveis para Arroz - Rice Genome Annotation Project – RGAP 

(rice.plantbiology.msu.edu/) e para a planta modelo A. thaliana, The Arabidopsis Information 

Resource – TAIR (https://www.arabidopsis.org/).  

Apenas sequências potencialmente codificantes de transportadores atuantes no vacúolo e 

que não apresentavam caracterização completa foram utilizadas para análise filogenética e de 

expressão gênica. Para complementar a análise foram utilizadas sequências de outros 

transportadores que apresentam expressão localizada no vacúolo. As sequências foram então, 

confrontadas nos bancos de dados do genbank, utilizando a ferramenta BlastP 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a fim de confirmar a identidade.  

A análise filogenética foi realizada por meio do alinhamento múltiplo das Sequências de 

proteínas e a árvore filogenética foi gerada utilizando o método Neighbor-Joining (NJ) 

(SAITOU E NEI, 1987). Os valores de “Bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985) foram calculados 

com a porcentagem de 2000 repetições, com o auxílio do programa MEGA (Multi Evolutionary 

Genomic Analysis) versão 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). 

 

2.2 Estrutura e Perfil de Expressão In Silico dos Genes Potenciais 

 

De acordo com os resultados da análise filogenética foram selecionadas sequencias com 

maior similaridade àquelas das proteínas transportadoras com localização de expressão no 

tonoplasto e atuantes no efluxo ou influxo de nitrato. Foi realizada uma análise da estrutura dos 

genes potenciais, identificando a existência e localização de íntrons e éxons. Para isso foram 

utilizadas as sequências completas do DNA genômico (CDS) e as sequências de aminoácidos 

da transcrita correspondente de cada gene utilizando a ferramenta online Gene Structure 

Display Server (GSDS) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/).  

Em seguida foi realizado um estudo do perfil de expressão in silico dos genes selecionados 

utilizando dados disponibilizados em bibliotecas com avaliações em tecidos específicos de 

diferentes estágios de desenvolvimento do banco de dados de Arroz RICEXPRO 

(https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/GGEP/index.php). Os dados de expressão foram selecionados 

utilizando o Acession Number do gene e foi criado um gráfico do tipo heatmap com base no 

agrupamento da distância de correlação e na ligação completa de cada gene com o heatmap.2 

no pacote "gplots" do programa R disponível no site (https://ricexpro.dna.affrc.go.jp/GGEP 

/select-heatmap-locus.php).  

 

2.3 Desenho dos Primers para Avaliar Expressão Gênica 

 
Para avaliar a expressão dos genes potenciais selecionados no item 2.2 foram 

desenhados primers (Tabela 1) com o auxílio da ferramenta Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A especificidade dos primers foi analisada 

por meio do alinhamento das sequências nos bancos de dados NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov e RGAP, http://rice.plantbiology.msu.edu e experimentalmente 

ao final da reação de PCR durante a curva de dissociação. 
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Tabela 1. Sequências dos primers utilizados na PCR em tempo real para análise da expressão 

dos genes selecionados. Continua. 

 

Influxo 

Gene 
Acession 

Number 
Foward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

Produto 

(pb) 

OsNPF7.1sp1 LOC_Os07g41250 TAGTCGCGCAACCTTACCTC AGACTCCGTTGCTACTTGCT 99 

OsNPF7.1sp2 LOC_Os07g41250 GGAGTTCTTCCACGGTCAGG CGAGCTGAAGTAGTTGCCGA 94 

OsNPF7.3 LOC_Os04g50950 CGGACAACCTCAACGAAGGA CGACCAGCTTCACCCTGTAG 117 

OsNPF7.4sp1 LOC_Os04g50940 TTCTTCTGGGTCATGTCGGC GACACGACCGTCTTCACCTT 89 

OsNPF7.4sp2 LOC_Os04g50940 CCCAAACTTTGAACTTGATCTGC GCACTCGAATCCTAGCACCA 130 

OsNPF7.7sp1 LOC_Os10g42870 CTTGGAGCCTTCTTGGCTGA AGGACATGAGCTCCCATTGC 150 

OsNPF7.7sp2 LOC_Os10g42870 TGTCCACAAACAAACAGGGGT TAGAGCGCGGTGAAGAAGAC 136 

OsNPF7.8 LOC_Os10g42900 GGAGTTCTTCTACGGCGAGG CGAGTTGACGTAGAAGCCGA 94 

Efluxo 

OsNPF5.9 LOC_Os03g60850 GTTCGGCAAGGACCTGAACA TGGCGATGACCACGTAGAAG 98 

OsNPF5.12 LOC_Os05g35594 GCTTCCTCATCTCGGCCATC GCGGCAAGAAGCAGGTAGAA 112 

OsNPF5.13 LOC_Os01g65100 GTTCGCCAACAACCTCAACC CAACCGTTGTGAGGAACCCT 138 

OsNPF5.14 LOC_Os01g65110 CCTTCTTCCTCTTCTCGCGG ACACGCAGATGCCATCATCA 102 

OsNPF5.15 LOC_Os05g35650 TCTCCAACAACCTCAACCGC TACTTGAACGTGACGGCGAA 109 

OsNPF5.16sp

3 
LOC_Os01g65200 TGGTGGACAATCCTGAAGCC GCAGGCCAACCATTGTGAAC 102 

OsNPF5.16sp

2 
LOC_Os01g65100 TATGCAATGAAACCACCCGC TGCTTGGGTGCAGTGAAGAT 108 

OsNPF5.16sp

1 
LOC_Os01g65100 GCAACCTGCCTGATTTACGC GTGATACCGCGAGGGTTCTT 115 

OsNPF5.17 LOC_Os01g65210 TCTTGCACCGGAAGAGTCAT TCGTCGAACTGGTCTGCAC 141 

eEF1-α LOC_Os03g08020 TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 
GACTTCCTTCACGATTTCATC

GTAA 
121 

OsUBQ5 LOC_Os01g22490 ACCACTTCGACCGCCACTACT ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 105 

 

2.4 Caracterização da Expressão Gênica 

 

A fim de caracterizar a expressão dos genes candidatos foi realizado um experimento 

em câmara de crescimento com plantas de arroz (Oryza sativa L.) da variedade Manteiga. O 

cultivo foi realizado no Departamento de Solos da UFRRJ utilizando fotoperíodo de 14h/10h 

(luz/escuro) com luminosidade de 200 μmol. m-2.s-1 (fluxo de fótons fotossintéticos), umidade 

relativa do ar de 70% e temperatura 28ºC/24ºC (diurna/noturna). 

As sementes de arroz foram desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 2% por 

20 minutos e depois lavadas várias vezes com água destilada. Em seguida elas foram 

transferidas para folhas de gaze posicionadas na superfície de água destilada contida em potes 

de 700 mL. Seis dias após a germinação, a água dos potes foi substituída por solução nutritiva 

de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1950) modificada com ¼ da força iônica (1.5 mM K, 

0.25 mM P, 0.5 mM Mg, 1.0 mM Ca, 0.5 mM S, 2.72 µM Cl, 11.57 µM B, 2.25 µM Fe, 0.075 

µM Cu, 0.025 µM Mo, 2.72 µM Mn e 0.2 µM Zn), sendo fornecido 5 mM de Ca(NO3)2 como 

fonte de N. O pH da solução foi ajustado para 5,5 utilizando H2SO4 diluído. Passados mais 

cinco dias as plantas foram distribuídas em vasos de 0,7 L, alocando quatro plantas por vaso 

suspensas em discos de isopor fixadas com espuma estéril, contendo solução nutritiva a ½ força 

iônica. Um total de 40 vasos (40 repetições) foram montados. A partir de então a solução foi 

trocada a cada três dias.  
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Aos 30 dias após a germinação foi realizada a primeira coleta, que foi caracterizado 

como tempo zero, em cada ponto de coleta foram utilizados 5 vasos, considerados 5 repetições. 

Em seguida, a solução nutritiva dos demais vasos foi substituída por uma solução nutritiva sem 

fornecimento de nitrogênio, realizando três coletas sucessivas a cada 24h, este período foi 

caracterizado como período de supressão. Após 72h a solução nutritiva foi substituída, 

retornando com a solução inicial e reestabelecendo o fornecimento de nitrogênio com 5 mM de 

N-NO3
- seguindo com coletas nos tempos 4, 8, 24 e 72 horas após o início do período de 

ressuprimento (Figura 1). 

 
Figura 1: Esquema ilustrativo da condução do experimento para verificar diferenças nos 

padrões de expressão dos genes envolvidos na absorção e remobilização do nitrato, durante um 

período de ausência seguido do ressuprimento com N-NO3
-. 

Em cada coleta as plantas foram separadas em folha, bainha e raiz, as quais foram 

pesadas para determinação da massa fresca. Cada parte da planta foi cortada em pedaços de 

~0,5 cm e particionada para extração de RNA total, proteínas totais, frações solúveis (N-NO3
-, 

N-NH4
+, N-amino livre e açúcares solúveis), determinação da atividade da enzima nitrato 

redutase e o restante utilizado na quantificação dos teores de N-total. As amostras retiradas para 

extração de RNA total e de proteínas totais foram congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer -80°C. A extração das frações solúveis e determinação da atividade da 

nitrato redutase foram realizadas imediatamente. 

 

2.5 Análise da Atividade da Enzima Nitrato Redutase (NR) e Glutamina Sintetase (GS) 

 

Para determinar a atividade da NR, amostras de 0,2 gramas de material de cada parte da 

planta (raiz, bainha e folha) foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de solução 

incubadora (25 mM L-1 KH2PO4 pH 7,4, 25 mmol L-1 KNO3, 30 mL L-1 n-propanol) e mantidas 

no escuro à 30ºC por 30 minutos. Após este período foi retirada uma alíquota de 0,2 mL de 

cada amostra para determinação da atividade enzimática por método colorimétrico descrito por 

Jaworski (1971). 

A atividade da Glutamina Sintetase (GS) foi obtida realizando a extração de proteínas, 

a partir das amostras de tecido da raiz, bainha e folha maceradas em N-líquido e 

homogeneizadas em tampão de extração (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 1,0 mM EDTA, 1,5% 

polivinilpolipirrolidona (PVPP), 10 mM dithiothreitol (DTT), 30% glicerol e 1 mM 

phenilmethilsulfonil fluoridio (PMSF)) na proporção 3:1 (tampão: amostra) centrifugado a 

14.000 x g. durante 30 min. O sobrenadante (extrato proteico) foi utilizado para determinação 

do conteúdo de proteínas como descrito por Bradford (1976), usando albumina de soro bovino 

como padrão. Em seguida foi realizada a atividade como descrito por Farden e Robertsen 

(1980). 

 

2.6 Quantificação dos Teores de N-NH4
+, N-NO3

-, N-Amino Livre e Açúcares Solúveis e 

N-Total em Tecido Vegetal  
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Amostras de 0,5 grama de massa fresca foram trituradas em etanol 80%, em seguida 

particionadas com clorofórmio (FERNANDES, 1984). A parte da fração solúvel obtida foi 

utilizada para a determinação dos teores de N-amino livre (YEMM; COCKING; RICKETTS, 

1955), N-NH4
+ (FELKER, 1977), N-NO3

- (MIRANDA, et al., 2001) e açúcares solúveis 

(YEMM; WILLIS, 1954).  

O restante do material vegetal fresco foi seco em estufa, moído visando homogeneizar 

as amostras e foram separados 0,2g de cada parte alocadas em tubos de ensaio de 100 mL que 

prosseguiram para digestão sulfúrica em blocos digestores. Após a digestão as amostras foram 

destiladas e tituladas para análise de N-total (TEDESCO, et al. 1982). 

 

2.7 Extração e Quantificação do RNA Total e Síntese de cDNA 

 

O RNA total foi extraído segundo Gao, et al. (2001) com modificações descritas por 

Sperandio, et al. (2011). As amostras coletadas de folha, bainha e raiz foram maceradas com 

nitrogênio líquido e homogeneizadas por 10 minutos com 1000 µL de tampão NTES (0,2 M 

Tris-HCl pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0; 0,3 M NaCl; 2% SDS) e 800µL de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1). Os tubos foram centrifugados a 18000 x g por 

30 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos.  

Em seguida foi adicionado 1 volume de isopropanol e 0,1 volume de NaOAc 2M pH 

4,8, incubado a -80°C por 30 minutos e centrifugado à 18000 x g por 20 minutos a 4°C, o 

sobrenadante foi descartado e adicionados 500µl de etanol 70% sendo centrifugado novamente 

a 18000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso 

com 500µl de H2ODEPC e então adicionado 500µl de LiCl 4M. Os tubos foram acondicionados 

em gelo e mantidos em geladeira overnight (aproximadamente 16 horas).  

Os tubos foram centrifugados a 18000 x g por 20 minutos a 4°C para recuperar o pellet 

de RNA total, ressuspenso com 450µl de H2ODEPC e 50µl de NaOAc 2M pH 4,8. Adicionou-se 

1000µL de etanol absoluto gelado, homogeneizado e incubado a -80°C por 30 minutos. Em 

seguida o material foi centrifugado a 18000 x g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi 

descartado e adicionado 500µl de etanol 70% então centrifugou-se novamente a 18000 x g por 

10 minutos a 4°C.  

O sobrenadante foi gentilmente retirado do tubo e o pellet ressuspenso com 30µl de TE 

1X (Tris-HCl 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0). O RNA foi estocado em freezer -80°C para 

posterior análise. A quantificação do RNA total foi realizada em Nanodrop (Thermo Scientific) 

e a qualidade determinada em eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Gel-Red. 

As amostras foram então tratadas com DNAse utilizando o Kit “Amplification Grade 

DNase I” da Sigma. Para cada 1µg de RNA total tratado, foi utilizado 1µl de tampão de reação 

(10x), 1µl da enzima DNAse I (1U/ μL) e água para volume total de 10µl de reação. As amostras 

foram incubadas em termociclador por 25˚C por 15 minutos. Adicionado 1µl da solução de 

parada para cada 1µg de RNA tratado e incubado em termociclador a 70˚C por 10 minutos para 

inativação da enzima DNAse.  

A síntese de cDNA foi realizada com o kit “High Capacity RNA-to-cDNA Kit” da Life 

Technologies de acordo com as especificações do fabricante, em Termociclador com a seguinte 

programação: 37ºC por 60 minutos e 95ºC por 5 minutos. 

 

2.8 PCR em Tempo Real 

 

As reações de qPCR em tempo real foram realizadas, utilizando o kit “5x HOT FIREPol 

EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne) de acordo com as recomendações do 

fabricante no equipamento “StepOne Plus Real-Time PCR System” (Applied Biosystems). Cada 
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reação foi realizada da seguinte maneira: doze minutos a 95ºC, quarenta ciclos de amplificação 

com 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 20 segundos e 72ºC por 20 segundos, finalmente a curva 

de dissociação com aumento de temperatura de 0,3ºC de 60ºC até 95ºC para verificar a 

especificidade da reação.  

Para identificar os melhores genes de referência foi realizado um teste inicial com os 

genes codificantes da Ubiquitina 5 (OsUBQ5) e Fator de Alongamento 1-alfa (OsEF-1α) (JAIN 

et al., 2006), visando identificar o gene que propiciou o melhor padrão de expressão invariável, 

sendo utilizado como referência na análise de expressão.  

Os cálculos de expressão foram realizados de acordo com Livak e Schmittgen (2001) 

para todos os primers que apresentaram alta eficiência de amplificação, usando o tratamento do 

tempo zero como controle, a partir dos valores de CT (Cicle Thereshold, ciclo limite) obtidos 

na reação de PCR em tempo real. A construção dos gráficos foi realizada utilizando o programa 

Sigmaplot 10.0. 

  



 

21 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Análise Filogenética e Identificação dos Genes Potenciais 

 

Para identificar os possíveis genes que codificam transportadores de NO3
- envolvidos 

na remobilização a partir do vacúolo foram examinadas todas as 146 sequências de proteínas 

da família de transportadores NPF de Arroz e da planta modelo A. thaliana. Diante da elevada 

variedade de genes foram selecionadas sequências com indicação de localização de expressão 

no vacúolo.  

Uma árvore filogenética construída com as sequencias dos 71 genes codificantes de 

proteínas NPF, sendo 15 genes de A. thaliana já caracterizados funcionalmente como atuantes 

no transporte de NO3
- e com localização subcelular no vacúolo e 56 de arroz, mostrou a presença 

de oito grupos (Figura 2). O primeiro grupo (I) foi formado por genes codificantes de canais de 

cloreto, o segundo (II) reuniu genes de A. thaliana codificantes de transportadores de alta 

afinidade NRT2, demonstrando que há diferenciação entre estes e os demais transportadores. 

 

 
Figura 2: Árvore filogenética contendo o alinhamento de sequências de aminoácidos de 71 genes 

codificantes de proteínas transportadoras de nitrato pertencentes a diferentes famílias, sendo 56 de arroz 

(O. sativa) e 15 de A. thaliana, que apresentam possível localização de expressão na membrana do 

vacúolo. A árvore foi criada utilizando método Neighbor-Joining utilizando a opção pair-wise deletion 

e 2000 repetições de “Bootstrap”. As cores em destaque ilustram os componentes de cada grupo 

formado. 
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O grupo III (Figura 2) reuniu as sequências dos transportadores AtNPF5.11, AtNPF5.12 

e AtNPF5.16 que foram caracterizados funcionalmente como responsáveis pelo efluxo de 

nitrato do vacúolo em A. thaliana e agrupou com genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.14, 

OsNPF5.15, OsNPF5.16 e OsNPF5.17 de arroz caracterizando possível similaridade funcional 

entre esses genes com os descritos em A. thaliana. Entretanto, a localização de expressão das 

proteínas codificadas por esses genes e sua atuação no metabolismo de arroz ainda não foram 

identificadas. 

Estudos de similaridade funcional entre genes que codificam para transportadores em 

diferentes espécies de plantas têm sido aplicados em arroz (OUYANG, et al. 2010; FAN, et al. 

2014), pepino (WU, et al. 2014; HU, et al. 2020), trigo (WANG, et al. 2020) e milho (WEN, et 

al. 2017). O agrupamento de genes que apresentam analogia de função entre proteínas das duas 

espécies foi observada neste trabalho, no grupo I (Figura 2) reunindo genes codificantes para 

canais de cloreto de arroz (OsCLC1 e OsCLC2) e de A. thaliana (AtCLCa e AtCLCc). A família 

das proteínas CLC de A. thaliana foi caracterizada como atuante no transporte de nitrato para 

o vacúolo atuando como antiporters (2NO3
− /H+) (DE ANGELI et al., 2006). Antiporters são 

proteínas capazes de realizar o transporte de uma ou mais moléculas em direções opostas e ao 

mesmo tempo através da membrana fosfolipídica, como a membrana plasmática e o tonoplasto 

(FERROL, 2021). A função e localização de expressão subcelular semelhante à dessas proteínas 

CLC de A. thaliana foi identificada em arroz (NAKAMURA, et al. 2006). 

Apenas 11 genes da família NPF foram caracterizados até o momento em Arroz, dentre 

eles está a família NPF7 que está agrupada no grupo IV (Figura 2). Esta família tem despertado 

interesse dos pesquisadores devido a evidências de sua localização na membrana do vacúolo e 

relação com o aumento da produtividade de grãos.  

O grupo VI e VII reuniu os genes OsNPF8.9 e OsNPF8.20 e seus diferentes splicing. O 

gene OsNPF8.9 (antigo OsNRT1.1) foi o primeiro gene funcionalmente caracterizado como 

transportador de baixa afinidade com Km ~9,0mM NO3
- e expresso constitutivamente na 

camada mais externa do tecido radicular, epiderme e pelos radiculares (LIN, et al. 2000). 

Linhagens com o gene OsNPF8.20 (antigo OsPTR9) silenciado apresentaram redução da 

eficiência do uso do nitrogênio em plantas de arroz, afetando a absorção de amônio, reduzindo 

a produtividade dos grãos e o crescimento das plantas (FANG, et al. 2012). Na análise 

filogenética este último apresentou analogia também com os genes OsNPF8.18 e OsNPF8.21.  

Os grupos V e VIII foram formados por genes da família NPF de arroz que ainda não 

foram caracterizados funcionalmente, não havendo informações sobre sua atuação. 

Buscando transportadores com possível envolvimento na remobilização de nitrato no 

vacúolo os genes reunidos nos subgrupos III e IV foram examinados quanto ao tamanho, 

complexidade e disponibilidade de perfil de expressão nos bancos de dados. Evidenciamos 

elevada complexidade nos genes da família NPF (Figura 3) sendo, em sua maioria, genes 

extensos com tamanho variando entre 2 a 20kb, com amplas regiões não codificantes e 

ocorrência de diferentes isoformas. A presença dessas variações pode estar diretamente 

relacionada com as diversas funções relatadas nesta família, entretanto, estudos que considerem 

essas formas alternativas ainda são pouco explorados. 
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Figura 3: Estrutura dos genes codificantes de transportadores de nitrato pertencentes a família NPF de 

transportadores de baixa afinidade potencialmente atuantes no tonoplasto em arroz.  

Dentre os genes avaliados o OsNPF5.15 é o mais extenso com ~20kb, porém é o que 

apresenta maior região não codificante (íntrons e regiões 5’ e 3’não transcrita). Os genes 

OsNPF5.13, OsNPF5.16, OsNPF7.1, OsNPF7.4 e OsNPF7.7 apresentaram formas alternativas 

do gene, originadas devido a eventos pós transcricionais de splicing alternativo. O splicing 

alternativo é um dos eventos que mais contribui para a diversidade genética dos eucariotos e é 

uma das formas de enriquecer as funções dos genes (GRAVELEY, 2001). Estudos recentes 

apontam que este fenômeno é muito comum em plantas, ocorrendo principalmente em resposta 

a mudanças climáticas (CHENG e TU, 2018). 

A elevada complexidade dos genes e ocorrência de variações pode indicar diferenças na 

atuação desses genes e também no endereçamento das proteínas alterando assim os locais de 

expressão. A presença ou ausência de um íntron ou éxon pode acarretar na modificação no 

direcionamento da proteína de transporte para membrana plasmática, enquanto as outras 

isoformas são direcionadas ao vacúolo, ou vice-versa. O gene OsNPF7.7 é um exemplo que 

diferentes isoformas podem ter localização e função diferenciada. A isoforma OsNPF7.7sp1 

foi localizada na membrana plasmática e sua superexpressão em plantas de arroz promoveu o 

influxo e acumulação de nitrato nas raízes, enquanto a isoforma OsNPF7.7sp2 localizada no 

vacúolo demonstrou aumento no conteúdo de amônio (HUANG, et al. 2018).  

O perfil de expressão in-silico (Figura 4) não possibilitou a diferenciação entre splicings, 

mas é possível observar o padrão de expressão dos genes em diferentes tecidos e estágios de 

desenvolvimento. De forma geral, os genes avaliados apresentam maior expressão nos tecidos 

da raiz e bainha tanto na fase vegetativa quanto reprodutiva da planta, onde observamos maior 

intensidade no heatmap.  



24 

 

 
Figura 4: Perfil de expressão in sílico dos genes selecionados avaliados ao longo do desenvolvimento 

vegetativo realizado por meio de informações disponibilizadas no banco de dados RICEXPRO. A seta 

preta indica o tecido da bainha. 

 

O tecido da bainha em estágio vegetativo (indicado com seta preta), apresentou 

expressão positiva e elevada para a maioria dos genes. O tecido da bainha em arroz é um órgão 

de grande importância para o acúmulo e remobilização de nitrogênio (SANTOS, et al. 2011; 

SANTOS, et al. 2007). Como o intuito do trabalho é avaliar o processo de acúmulo e 

remobilização de NO3
-, este tecido foi priorizado no estudo da expressão relativa dos genes em 

resposta ao fornecimento de nitrato na solução nutritiva. 

Ao realizarem análise filogenética de transportadores NPF Huang, et al (2019) 

identificaram semelhanças no tamanho e número de exons das isoformas dos genes OsNPF7.1 

(antigo OsPTR4) e OsNPF7.4 (antigo OsPTR5), entretanto os autores se surpreenderam quando 

estes genes se distanciaram na análise filogenética. Resultados semelhantes foram encontrados 

tanto na análise filogenética realizada com as sequências de aminoácidos disponíveis nos 

bancos de dados de arroz (Figura 2), quanto na análise do perfil de expressão destes genes 

(Figura 4) corroborando com os apresentados pelos autores. Esse resultado reforça a 

complexidade dos genes de transportadores em arroz e a importância de realizar estudos de 

caracterização. 

 

3.2 Metabolismo Vegetal e Expressão dos Genes Potenciais 

 

Para observar a absorção e movimentação do nitrato no interior da célula e a 

diferenciação dos níveis de expressão dos genes em cada momento foi realizado um 

experimento de supressão e ressuprimento de nitrogênio utilizando como fonte nitrato de cálcio 

(Ca(NO3)2).  

Inicialmente as plantas foram cultivadas até os 30 dias após a germinação em solução 

nutritiva com suprimento constante de uma dose elevada de nitrogênio (5mM de N-NO3
- ). O 

final desse período de crescimento foi considerado tempo zero (Figura 5), e neste ponto o 

desenvolvimento das plântulas encontra-se balanceado (raiz, folha e bainha). A partir de então, 
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as plantas foram submetidas a um período de supressão do fornecimento de N por 72 horas, 

onde observamos o aumento no crescimento radicular em relação a bainha e folhas (Figura 5 

B) o que causou o aumento da relação raiz/parte aérea no mesmo período (Figura 5A).  

A ausência de nitrogênio na solução nutritiva desencadeia uma resposta de crescimento 

radicular, de forma que a planta possa explorar mais profundamente o substrato em busca de 

nutrientes. Souza e Fernandes (2018) também observaram a expansão do sistema radicular, com 

o intuito de ampliar a área de captação de N em plantas de arroz submetidas a um período de 

supressão de N. O investimento no crescimento do sistema radicular frente a uma leve limitação 

de N também foi relatado por Araya, et al. (2015) e Nacry, et al. (2013). Com o ressuprimento 

do fornecimento de N, após 4 horas, as folhas e bainha retomam o crescimento, até um estado 

normalizado que se mantém até o fim a observação, resultando em aumento da massa fresca 

(Figura 5 B). 

 
Figura 5: Parâmetros fitotécnicos de desenvolvimento das plântulas de arroz (var. Manteiga), cultivadas 

em solução nutritiva com fornecimento de 5mM de N-NO3
- antes, durante e após um período de 

supressão de nitrogênio por 72 horas. O tempo zero representa o cultivo com suprimento constante de 

5mM de N-NO3
- até os 30 dias após a germinação (DAG). As barras representam desvio padrão da 

média. 

 

O fornecimento de uma dose elevada de nitrato (5mM) em solução nutritiva favoreceu 

o acúmulo do íon nos tecidos que observamos no tempo zero (Figura 6C).  

A variedade Manteiga é uma variedade tradicional do estado do Maranhão que apresenta 

elevada eficiência de uso de nitrogênio e teores elevados de proteína no grão (SOUZA; STARK; 

FERNANDES, 1998; SANTOS, et al., 2003; ARAÚJO; SOUZA; FERNANDES, 2003). 

Santos, et al. (2003) e Chapeta, et al. (2020) evidenciaram alta capacidade de acúmulo de nitrato 

nos tecidos dessa variedade em condições de baixa disponibilidade e maior adaptação a baixos 

níveis de nitrato no solo, corroborando com os altos teores de NO3
- encontrados neste trabalho 

tornando-a adequada para o estudo de transportadores envolvidos no processo de acúmulo e 

remobilização de NO3
- dos vacúolos.  

 

Relação Raiz / Parte aérea

Horas

0 20 40 60 80 100 120 140 160

g
 M

F
 /

 g
 M

F

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

Ressuprimento

Massa fresca

Horas

0 20 40 60 80 100 120 140 160

 g
ra

m
as

1

2

3

4

5

6

7

8

Raiz 

Bainha 

Folha 

A B

Ressuprimento



26 

 

 
Figura 6: Resultados da análise do metabolismo vegetal em plantas de arroz (var. Manteiga). 

A)atividade da enzima nitrato redutase; B)atividade da enzima Glutamina Sintetase; C)teores de NO3
-; 

D)teores de NH4
+; E)teores de açúcares solúveis; F)teores de aminoácidos livres (N-amino); G)relação 

N-amino/açúcares solúveis; H)teores de N-total na planta durante os períodos de supressão (0-72h) e 

ressuprimento (73-160h) de nitrogênio na forma de N-NO3
- a concentração de 5mM. O tempo zero 
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representa o cultivo com suprimento constante de 5mM de N-NO3
- até os 30 dias após a germinação 

(DAG). As barras representam desvio padrão da média. 

 

Os teores de NO3
- em cada órgão (raiz, bainha e folha) apresentaram redução durante os 

três períodos de supressão do fornecimento de NO3
- na solução (24, 48 e 72h, Figura 6C), 

portanto, isso sugere que cada órgão consumiu o próprio nitrogênio armazenado, sem que 

houvesse remobilização a partir de outros órgãos. Comportamento semelhante foi observado 

nos teores de amônio e aminoácidos livres (N-amino) apresentando redução durante o período 

de supressão de N (Figura 6D e F). Contudo, nos teores de açúcares solúveis houve um aumento 

ao longo das 72h de supressão (Figura 6E), demonstrando a redução da assimilação do 

nitrogênio.  

A relação N-amino/ açúcares solúveis (Figura 6G) resultou em uma correlação negativa, 

demonstrando uma redução na assimilação de NH4
+ em esqueletos de carbono durante o período 

de supressão. Com o fornecimento de NO3
- na solução durante o ressuprimento há uma inversão 

dessa relação refletida no aumento dos teores de N-amino marcando a retomada da assimilação. 

Segundo Fernandes (1978) na presença de NH4
+ ocorre um intenso processo de mobilização de 

esqueletos de carbono que é colocado em forma de amidas sinalizando a assimilação de N.  

O crescimento da relação N-amino/açúcares solúveis caracteriza uma resposta à 

supressão do fornecimento de nitrogênio às plantas, que pode estar relacionada à preparação da 

planta para suportar um período de estresse.  Comportamento que apresenta redução 72 horas 

após o ressuprimento (144 horas na Figura 6G), indicando retorno à normalidade. 

 O aumento dos teores de açúcares no tecido da bainha perdura até as 4h após o 

ressuprimento apoiando a hipótese de que a bainha é um orgão que exerce função de reserva de 

nutrientes. Outro fator que fornece suporte a esta hipótese são as atividades das enzimas Nitrato 

Redutase (NR) e Glutamina sintetase (GS) que permanecem muito baixas, no tecido da bainha 

durante todos os períodos analizados (Figura 6A e B). É importante notar que tanto a atividade 

da NR quanto da GS apresentaram um pico de atividade 24 horas após o início da supressão de 

N, sendo NR na raiz e GS na folha, o que demonstra a presença de nitrato na célula, mesmo não 

havendo suprimento deste na solução nutritiva, refletindo a remobilização do NO3
- que se 

encontrava armazenado nos vacúolos. Esse mecanismo de distribuição de curta distância, do 

citosol para os vacúolos celulares, como estratégia de acúmulo de nitrato foi inicialmente 

relatado por Fernandes (1974), o qual evidenciou a existência de um mecanismo de sequestro 

de NO3
- do “pool” metabólico referente as concentrações disponíveis no citosol para o “pool” 

substrato referindo-se ao íon armazenado nos vacúolos.  

Posteriormente Santos, et al. (2009) observaram o acúmulo de NO3
- nas bainhas de 

diferentes variedades locais de arroz apontando esse comportamento como uma possível 

estratégia de estocagem de N nesse órgão para uso posterior em caso de demanda metabólica. 

Os elevados teores de NO3
- e açúcares solúveis aliado aos baixos teores de amônio e baixa 

atividade das enzimas NR e GS no tecido da bainha demonstrado nesse trabalho reforçam a 

função de reserva desse tecido. Resultados semelhantes aos aqui expostos foram obtidos por 

Santos, et al. (2005 e 2011) avaliando plantas de arroz da variedade Piauí e IAC-47 

relacionando os teores de NO3
- mais elevados e a baixa atividade da NR e GS ao acúmulo de 

NO3
- nas bainhas. 

Outro ponto interessante é a rápida resposta da atividade da NR 4 horas após o 

ressuprimento com o pico de atividade às 8 horas (80 horas na Figura 6A) enquanto para GS 

essa resposta é visualizada apenas após 8 horas (80 horas na Figura 6B). Esse comportamento 

corrobora com a dependência do fornecimento do substrato (NO3
-) na solução com o tempo 

necessário para transcrição do gene e atividade da enzima NR no citossol. 

Os teores de N-total apresentaram poucas variações, sendo a maior alteração encontrada 

na bainha, com uma redução acentuada nos períodos de supressão, mantendo-se reduzida 
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mesmo após o período de ressuprimento quando comparado aos teores existentes no tempo zero 

(Figura 6H).  

A análise de expressão gênica buscou identificar possíveis relações destes genes no 

processo de remobilização de nitrato. Dessa forma, era esperado que genes possivelmente 

atuantes no efluxo de NO3
- do vacúolo apresentassem aumento nos níveis de expressão nas 

primeiras 72 horas, ou seja, durante o período de supressão de N. E o contrário para os genes 

relacionados ao influxo, apresentando resposta após esse tempo, no período de ressuprimento. 

Devido o tecido da bainha ser responsável pela maior atividade de acúmulo/remobilização de 

NO3
- e a expressão in sílico (Figura 4) demonstrar expressão de todos os genes selecionados, 

esse tecido foi utilizado para realização da análise. 

Os genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, OsNPF5.16sp1 e OsNF5.17 reunidos 

no grupo III (Figura 2) apresentaram aumento de transcrição em resposta a supressão do 

fornecimento do nitrogênio (N), com picos de resposta 24 horas após a supressão (sem N) 

(Figura 7A, C, G, B, e H respectivamente). Neste mesmo tempo observou-se o pico de atividade 

das enzimas NR e GS e redução dos teores de NO3
- nos tecidos (Figura 6A, B e C 

respectivamente) indicando possível atuação das proteínas codificadas por estes genes no 

efluxo de nitrato a partir do vacúolo celular. 

A expressão dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, apresentou correlação 

positiva significativa com a atividade da GS e os conteúdos de nitrato (Tabela 2). Este resultado 

dá suporte a hipótese de atuação destes genes no efluxo de nitrato a partir do vacúolo para o 

citosol, em concordância com os dados reportados pelos seus homólogos em A. thaliana (HE, 

et al. 2017). 

 

Tabela 2: Análise de correlação entre as médias da expressão relativa, teores de nutrientes e 

atividade de enzimas atuantes na assimilação de N durante o período de supressão de NO3
-. 

 

Expressão 

gênica 

MF NR GS Açúcares N total N amino Amônio Nitrato 

OsNPF5.12 -0.34ns 0.65ns 0.74* -0.57ns 0.32ns 0.77* 0.67ns 0.60ns 
OsNPF5.13 -0.54ns 0.32ns 0.93** -0.78* 0.60ns 0.80** 0.88** 0.79* 
OsNPF5.15 -0.78* 0.20ns 0.74* -0.81** 0.86** 0.88** 0.80* 0.83** 
OsNPF5.16sp1 -0.63ns 0.07ns 0.63ns -0.69ns 0.69ns 0.63ns 0.63ns 0.70ns 

OsNPF5.17 -0.84** -0.34ns 0.45ns -0.69ns 0.89** 0.47ns 0.66ns 0.69ns 
* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, ns: não significante, MS: massa fresca, NR: nitrato redutase, GS: glutamina sintetase. 

 

Por outro lado, os genes reunidos no grupo IV (Figura 2), OsNPF7.1sp1, OsNPF7.1sp2, 

OsNPF7.2, OsNPF7.3, OsNPF7.4sp1, OsNPF7.4sp2, OsNPF7.7sp1, OsNPF7.7sp2, 

OsNPF7.8 e OsNPF5.9 aumentaram os transcritos em resposta a presença de NO3
- na solução 

nutritiva com picos de resposta 24 horas após o ressuprimento (96 horas na Figura 7 K, L, I, J, 

M, N, O, P, Q e R respectivamente) relacionando-os ao influxo de nitrato nas células.  

A subfamília OsNPF7 tem atraído bastante atenção de pesquisadores por demonstrar 

importante atuação na produtividade de arroz e no influxo de nitrato para o vacúolo. Os 

resultados publicados até o momento estão de acordo com a indução da transcrição destes genes 
mediante o aumento dos teores de NO3

- nos tecidos em resposta ao ressuprimento, encontrado 

neste trabalho. O gene OsNPF7.2 (antigo NRT1.8) foi caracterizado como transportador atuante 

no influxo de nitrato para o vacúolo em arroz (HU, et al. 2016), como visto no ressuprimento 

(Figura 7I). O gene OsNPF7.3 (antigo OsPTR6 ou NRT1.5) foi caracterizado como um 

transportador de peptídeos, induzido pela presença de N e localizado no vacúolo (OUYANG, 

et al., 2010), corroborando com os resultados demonstrados neste trabalho (Figura 7J). A 

atuação deste gene no influxo ainda não foi comprovada, entretanto, sua superexpressão 
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ocasionou alterações no transporte de amônio aumentando a expressão dos transportadores e da 

atividade da GS, além de alterar o crescimento das plantas e o número de panículas (FAN, et 

al. 2014; FANG, et al. 2017). 

As isoformas do gene OsNPF7.7 despertaram interesse por apresentarem localização 

subcelular diferenciada. A análise da expressão das duas isoformas na bainha identificou uma 

rápida resposta de OsNPF7.7sp2 ao ressuprimento de nitrato (Figura 7P), o que corrobora com 

sua localização no vacúolo (HUANG, et al. 2018). Por outro lado, OsNPF7.7sp1 apresentou 

aumento de transcritos mais tardio apenas após 8h (Figura 7O). 

Os genes OsNPF7.1 (antigo OsPTR4) e OsNPF7.4 (antigo OsPTR5) ainda não tiveram 

sua expressão localizada na célula, entretanto, o estudo de suas isoformas demonstraram 

diferenças na estrutura das proteínas e nos níveis de expressão de cada isoforma, sendo 

OsNPF7.1sp1 mais expresso no estágio reprodutivo, enquanto a expressão do OsNPF7.1sp2 

foi maior no estágio vegetativo (HUANG, et al., 2019). Os níveis de expressão encontrados 

pelos autores foram semelhantes aos encontrados neste trabalho (Figura 7K e L) e corroboram 

com o perfil de expressão in-silico obtido no banco de dados RICEXPRO (Figura 4). 

Dentre os genes da família OsNPF7 reunidos no grupo IV, apenas o gene OsNPF7.8 

ainda não foi estudado, mas a proximidade e a analogia entre estes genes podem representar 

semelhanças quanto a localização e atuação no influxo de nitrato no vacúolo. 

Interessantemente os genes OsNPF5.15 e OsNPF5.12 além de responderem ao período 

de supressão, na ausência de nitrato, também apresentaram aumento na transcrição durante o 

ressuprimento, formando um segundo pico 24 horas após o reestabelecer do NO3
- em solução 

(Figura 7A e D). 

A análise das diferentes isoformas dos genes apresentaram respostas diferentes aos 

períodos de supressão e ressuprimento. O gene OsNPF5.16sp2 e sp3 apresentaram 

comportamento antagônico, enquanto OsNPF5.16sp2 apresentou um rápido pico de resposta 

ao ressuprimento, 4 horas após a troca de solução (Figura 7F), OsNPF5.16sp3 teve resposta 

somente após 8 horas e ao final do período de avaliação os níveis de transcritos diminuíram 

(Figura 7G). Esta resposta pode estar relacionada a duas situações: a baixa ocorrência dessas 

isoformas na célula o que contribui para uma maior barra de erro, ou a possibilidade de mudança 

de função ou localização da proteína devido às alterações em sua estrutura. Comportamento 

semelhante foi observado para os genes OsNPF7.7sp1, OsNPF7.7sp2, OsNPF7.1sp1 e 

OsNPF7.1sp2 (Figura 7O, P, K, L). 

Ao final das observações os níveis de expressão dos genes retornaram a um patamar 

semelhante ao identificado no tempo zero, isso indica que as alterações encontradas foram, de 

fato, estimuladas pela supressão e fornecimento de NO3
- aplicada.  

 



30 

 

 
Figura 7: Efeito da supressão do fornecimento de nitrogênio por 72 horas seguido do ressuprimento de 

5mM de N-NO3
- sobre a expressão relativa dos genes transportadores de nitrato da família NPF putativos 

para efluxo/ influxo no vacúolo avaliados no tecido da bainha de plantas de arroz (var. Manteiga), sendo: 

A)OsNPF5.12; B)OsNPF5.13; C)OsNPF5.14; D)OsNPF5.15; E)OsNPF5.16sp1; F)OsNPF5.16sp2; 

G)OsNPF5.16sp3; H)OsNPF5.17; I)OsNPF7.2; J)OsNPF7.3; K)OsNPF7.1sp1; L) OsNPF7.1sp2; 

M)OsNPF7.4sp1; N)OsNPF7.4sp2; P)OsNPF7.7sp1; O)OsNPF7.7sp2; Q)OsNPF5.9; R)OsNPF7.8. O 

gene da Ubiquitina-OsUBQ5 utilizado como controle endógeno para as reações de RT-PCR e o tempo 

zero utilizado como padrão interno de expressão, representando o cultivo com suprimento constante de 

5mM de N-NO3
-. Barras representam desvio padrão da média. (Continua...) 
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Figura 7: Continuação. 
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A fim de associar os níveis de transcritos dos genes a sua atuação no metabolismo do 

NO3
- foi realizada uma comparação entre os níveis de expressão dos transportadores e o 

controle endógeno utilizado (Ubiquitina-OsUBQ5). Os controles endógenos são genes 

constitutivos e altamente expressos na célula, por isso são considerados padrões nas análises de 

expressão gênica (JAIN, et al. 2006). O gene OsNPF5.17 foi o único que apresentou nível de 

resposta de transcrição superior ao controle endógeno indicando que este gene pode estar 

relacionado a um papel importante na célula, havendo produção elevada de transcritos em 

resposta aos tratamentos aplicados (Figura 8). 

 

 
Figura 8: Nível de resposta de expressão dos genes de transportadores da família NPF putativos 

para efluxo de nitrato do vacúolo em comparação ao gene de referência Ubiquitina (OsUBQ5) 

de forma padronizada. 

 

O gene OsNPF5.13 no tempo zero apresentou resposta acima do controle endógeno, 

apesar desse comportamento não ter se mantido com a aplicação dos tratamentos demonstrou 

um nível de resposta maior que os demais. Os genes OsNPF7.2, OsNPF7.8 e ONPF7.7sp2 

apresentaram elevação acentuada de transcritos estimulada pelo ressuprimento de nitrato na 

solução nutritiva mesmo quando comparada ao controle endógeno, confirmando o estímulo 

desses genes na presença do íon nitrato em solução. Entretanto, estes e os demais apresentaram 

nível de resposta de expressão menor que o gene de referência utilizado (Figura 8).  

A menor expressão da maioria dos genes analisados em comparação aos níveis do 

controle endógeno encontrado não quer dizer que o gene não seja importante no transporte de 

NO3
-. Várias hipóteses podem estar relacionadas a esta ocorrência, sendo a primeira que estes 

transportadores apresentam expressão relativa menor no tecido estudado (bainha) corroborando 

com Hu, et al. (2016) mas contrariando a hipótese deste como tecido de reserva e os dados de 

expressão disponíveis nos bancos de dados (Figura 4). Outra opção é que os genes putativos de 

transportadores de nitrato podem não apresentar expressão relativa maior que o controle 

endógeno escolhido. Há também a possibilidade da ocorrência de diferentes níveis de resposta 

de cada isoforma que podem ser ativadas em momentos distintos ou até mesmo modificar a 

função do gene como reportado por Huang, et al. (2019). Estes dados reforçam a necessidade 

de estudos mais aprofundados buscando fundamentar a atuação destes genes. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

Os genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, OsNPF5.16 e OsNPF5.17 

demonstraram um aumento expressivo de transcritos em resposta ao período de supressão de 

nitrato em solução nutritiva, associado ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase, 

glutamina sintetase e dos teores de nitrato no mesmo momento o que evidencia o possível 

envolvimento com o efluxo do íon a partir do vacúolo. 

O gene OsNPF7.8 apresentou maior proximidade com os genes OsNPF7.1sp1, 

OsNPF7.1sp2, OsNPF7.2, OsNPF7.3, OsNPF7.7sp1, OsNPF7.7sp2 já caracterizados como 

responsáveis pelo influxo e acúmulo de nitrato no vacúolo. A análise de expressão deste gene 

demonstrou aumento nos transcritos em resposta ao ressuprimento do íon em solução, 

corroborando para uma possível analogia de função. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUPEREXPRESSÃO DOS GENES OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 E 

OsNPF7.8 EM ARROZ E AVALIAÇÃO DA ATUAÇÃO NO 

METABOLISMO DE NITROGÊNIO. 
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RESUMO 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. Superexpressão dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, 

OsNPF5.15 e OsNPF7.8 em arroz e avaliação da atuação no metabolismo de nitrogênio. 

2021. 102p Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de 

Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

O acúmulo e remobilização de íons e pequenas moléculas nos vacúolos celulares é um 

mecanismo de extrema importância para as plantas. Entretanto pouco se conhece sobre as 

proteínas responsáveis por esse transporte no tonoplasto. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

a contribuição dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 e OsNPF7.8 no processo de 

absorção, acúmulo e remobilização do nitrato dos vacúolos e no metabolismo de nitrogênio em 

arroz. Foi realizada a clonagem dos genes, fusão com proteína de fluorescência GFP, inserção 

no vetor pK7FWG2 e transformação de calos embriogênicos de arroz (var. Manteiga e 

Nippombare) via A. tumefaciens. Com as linhagens OsNPF7.8 foi realizado um experimento 

em solução nutritiva a fim de avaliar o acúmulo de NO3
- fornecendo alta dose (5mM) de N-

NO3
- e submetendo as plantas a um período de supressão de N por 72 horas seguida pelo 

ressuprimento com a dose inicial. Para as linhagens OsNPF5.13 o experimento buscou avaliar 

a atuação do gene na remobilização de NO3
-. Assim as plântulas foram cultivadas em solução 

nutritiva fornecendo alta dose (5mM) de N-NO3
- até os 24 dias após a germinação, em seguida 

a solução foi trocada por uma sem fornecimento de NO3
- realizando coletas após 24 e 96 horas 

de supressão. Buscando identificar a localização subcelular dos transportadores foram obtidos 

protoplastos dos calos embriogênicos transformados visualizados em microscopia confocal. A 

localização subcelular realizada foi inconclusiva, entretanto, os dados obtidos apontam para 

localização do gene OsNPF5.15 no vacúolo. Um total de 41 linhagens foram obtidas, a análise 

de expressão dos genes nas linhagens transformadas permitiu a confirmação da superexpressão 

em apenas uma linhagem OsNPF5.15, duas linhagens OsNPF5.12, quatro linhagens OsNPF7.8 

e quatro linhagens OsNPF5.13. As linhagens obtidas com as construções dos genes OsNPF5.12 

e OsNPF5.15 demonstraram elevada dormência de sementes, impossibilitando a continuação 

do estudo. As linhagens superexpressando o gene OsNPF7.8 apresentaram aumento dos teores 

de NO3
- na raiz e da atividade da NR, além de aumento dos teores de amônio e N-amino nas 

folhas, demonstrando alterações no influxo de NO3
- nas raízes. Por outro lado, nas linhagens 

superexpressando o gene OsNPF5.13 houve maior atividade da NR, aumento dos teores de 

amônio, N-amino e açúcares solúveis confirmando um aumento da estabilidade da assimilação 

de N.  

 

Palavras-chave: transportador, nitrogênio, nitrato, baixa afinidade 
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ABSTRACT 

 

 

FERNANDES, Erika da Costa. Overexpression of the OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 

and OsNPF7.8 genes in rice plants and evaluation of their role in nitrate remobilization. 

2021. 102p Thesis (Doctor of Science in Plant Science). Instituto de Agronomia, Departamento 

de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021. 

 

The accumulation and remobilization of ions and small molecules in cell vacuoles is an 

extremely important mechanism for plants. However, there is a lack of knowledges about the 

proteins responsible for this transport in tonoplast. The aim of this study was evaluating the 

contribution of OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 and OsNPF7.8 genes in the process of 

absorption, accumulation and remobilization of nitrate from vacuoles and in metabolism 

nitrogen in rice. Gene cloning, fusion with GFP fluorescence protein, insertion into pK7FWG2 

vector and transformation of embryogenic rice calli (var. Manteiga and Nippombare) via A. 

tumefaciens were performed. With OsNPF7.8 strains an experiment was carried out in nutrient 
solution to evaluate the accumulation of NO3

- providing a high dose (5mM) of N-NO3
- and 

subjecting plants to a period of N suppression for 72 hours followed by resupply with the initial 

dose. To OsNPF5.13 strains, the experiment sought to evaluate the role of gene in 

remobilization of NO3
- so seedlings were cultivated in nutrient solution providing a high dose 

(5mM) of N-NO3
- up to 24 days after germination, then solution was exchanged for one without 

NO3
- supply performing collections after 24 and 96 hours of suppression. Searching for 

subcelular localization, protoplasts of transformed embryogenic calli were obtained and 

visualized in confocal microscopy. But that results inconclusive, however the data obtained 

point to the location of the OsNPF5.15 gene in the vacuole. A total of 41 strains was obtained, 

gene expression analysis in the transformed strains confirm the overexpression in one 

OsNPF5.15 strain, two OsNPF5.12 strains, four OsNPF7.8 strains and three OsNPF5.13 

strains. The lines obtained for OsNPF5.12 and OsNPF5.15 genes showed high seed dormancy, 

thus they cannot be used to evaluate N metabolism. The OsNPF7.8 strains showed increased 

NO3
- content in the root and NR activity, in addition to high ammonium and N-amino content 

in leaves, demonstrating changes of NO3
- influx into roots. On the other hand, the OsNPF5.13 

strains showed higher NR activity, increased ammonium, N-amino and soluble sugar contents, 

demonstrating an increase in the stability of N assimilation.  

 

Keywords: transporter, nitrogen, tonoplast, low affinity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O nitrogênio (N) é o macronutriente que mais limita a produtividade em plantas 

cultivadas (SOUZA; FERNANDES, 2018). Entretanto, o N é um elemento muito móvel nos 

solos, ocasionando baixa disponibilidade em solos tropicais e elevada ocorrência de perdas para 

a atmosfera e o lençol freático. A eficiência de uso do N (EUN) nos sistemas agrícolas é muito 

baixa, estando sujeito a perdas de até 70% da adubação nitrogenada aplicada (COSKUN, et al. 

2017). Compreender os mecanismos envolvidos no processo de absorção do nitrogênio pelas 

plantas é uma estratégia que pode auxiliar a minimizar essas perdas, buscando formas de 

aumentar a eficiência de captação do nitrogênio do solo, evitando a exposição prolongada aos 

processos de perda e, desta forma, reduzindo os custos de produção da cultura do arroz (HIREL; 

KRAPP, 2020; FAGERIA; DOS SANTOS; CUTRIM, 2007). 

O estudo de genes que codificam para transportadores atuantes no acúmulo e 

remobilização de NO3
- localizados no vacúolo celular tem demonstrado resultados promissores 

com aumento da produtividade de grãos em arroz (HUANG, et al. 2018). De Angeli, et al. 

(2006) demonstraram a atuação das proteínas transportadoras AtCLCa no transporte de NO3
- 

para os vacúolos de forma que linhagens mutantes silenciando o gene apresentaram redução de 

50% no acúmulo do íon. O gene OsNPF7.3 (antigo OsPTR6 ou NRT1.5) é um transportador de 

peptídios, induzido pela presença de N orgânico cuja superexpressão alterou o transporte de 

amônio, aumentou o crescimento das plantas e o número de panículas em 6,5% (OUYANG, et 

al. 2010; FAN, et al. 2014; FANG, et al. 2017). O gene OsNPF7.2 foi caracterizado como 

transportador de influxo de nitrato para o vacúolo e atua na regulação positiva da produtividade 

dos grãos, aumentando em ~60% o número de grãos cheios (HU, et al. 2016; WANG, et al. 

2018). A superexpressão das isoformas do gene OsNPF7.7 demonstrou um aumento de até 80% 

no número de panículas com 40% a mais de grãos cheios por planta (HUANG, et al. 2018). Os 

genes OsNPF7.1 e OsNPF7.4, apesar de ainda não terem sido localizados, quando 

suprexpressos aumentaram as concentrações de nitrato nas células, entretanto demonstraram 

efeitos contrastantes na produtividade de forma que o gene OsNPF7.1 aumentou o 

perfilhamento e a biomassa das sementes enquanto mutantes do gene OsNPF7.4 apresentaram 

redução da biomassa das plantas (HUANG, et al. 2019). O gene OsNPF7.8 apresentou elevada 

similaridade com os genes OsNPF7.1, OsNPF7.2, OsNPF7.3, OsNPF7.4 e OsNPF7.7 na 

análise filogenética (Capítulo I, item 3.1), entretanto ainda não há  informações sobre a atuação 

deste gene em plantas de arroz.  

Apesar das recentes descobertas ainda não há informações de genes que atuem na 

remobilização do nitrato a partir do vacúolo em arroz. Até o momento apenas os genes 

AtNPF5.11, AtNPF5.12 e AtNPF5.16 de A. thaliana tiveram a localização de expressão 

determinada na membrana do vacúolo e identificados como atuantes no efluxo do NO3
- a partir 

do vacúolo, de forma que a alteração na expressão desses genes alterou as concentrações do íon 

entre os tecidos da raiz e parte aérea (HE, et al. 2017). A análise filogenética dos transportadores 

da família NPF de arroz demonstrou elevada similaridade entre esses genes de A. thaliana com 

os genes OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 de arroz. E o estudo da expressão gênica 

demonstrou aumento de transcritos em resposta a um período de supressão de nitrato em 

solução nutritiva o que indica a atuação desses genes no efluxo de nitrato a partir do vacúolo 

(Capítulo I, item 3.1). 

Em razão disso, neste capítulo são testadas as seguintes hipóteses: (i) As proteínas 

transportadoras de NO3
- codificadas pelos genes OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 e 

OsNPF7.8 se localizam na membrana do vacúolo; (ii) o gene OsNPF7.8 atua no influxo de 

nitrato no vacúolo em plantas de arroz, de forma que a superexpressão deste gene promove o 

acúmulo deste íon nas linhagens, (iii) o gene OsNPF5.13 atua no efluxo de NO3
- a partir do 
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vacúolo, de modo que linhagens superexpressando este gene demonstram maior remobilização 

ou menor acúmulo do íon. 

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuição dos transportadores 

codificados pelos genes OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 e OsNPF7.8 no processo de 

acúmulo e remobilização do nitrato armazenado nos vacúolos e no metabolismo de nitrogênio 

em arroz. Podem ser distinguidos os seguintes objetivos específicos: (i) identificar a localização 

dessas proteínas em nível subcelular; (ii) Obter plantas transformadas superexpressando os 

genes OsNPF5.13 e OsNPF7.8; (iii) Avaliar as alterações no metabolismo de N, absorção e 

acúmulo de NO3
- nas plantas transformadas cultivadas em diferentes níveis de N; (iv) identificar 

como estes genes podem afetar a produtividade em plantas de arroz. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Seleção dos Genes-Alvo para Estudo 

 

A análise filogenética e de expressão gênica realizadas no capítulo um permitiram 

selecionar genes que potencialmente estariam envolvidos na remobilização de nitrato a partir 

do vacúolo em arroz. Dessa forma, os genes OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15, OsNPF5.16 

e OsNPF5.17 demonstraram possível envolvimento com o efluxo do íon a partir do vacúolo, 

enquanto o gene OsNPF7.8 apresentou maior proximidade com os genes caracterizados como 

responsáveis pelo influxo.  

A fim de identificar o envolvimento dos genes OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 e 

OsNPF7.8 no metabolismo de nitrogênio e a localização subcelular de expressão da proteína 

de transporte foi realizada a construção de um vetor fusionando o gene do transportador à 

proteína repórter GFP utilizando a tecnologia Gateway. Posteriormente, este vetor foi utilizado 

na transformação de protoplastos para localização subcelular e na transformação de plantas de 

Arroz via Agrobacterium tumefaciens. 

 

2.1.1 Amplificação dos genes de interesse e sistema de clonagem Gateway® 

 

A tecnologia Gateway desenvolvida pela Invitrogen®, é um método de clonagem 

baseado no sistema sítio-específico de recombinação do bacteriófago lambda (λ) em E. coli. 

Nele fragmentos de DNA flanqueados por sítios de recombinação (att), podem ser transferidos 

em vetores que apresentam sítios compatíveis (attB x attP ou attL x attR). Esta técnica permite 

a integração do gene de interesse flanqueado pelos sítios attB1 e B2 em um vetor doador, que 

neste caso foi utilizado o pDONR™221 originando o vetor de entrada requerido na reação 

Gateway® (Figura 9). 

Assim, para amplificação dos genes inteiros foram desenhados primers híbridos 

específicos que anelam próximo à região do códon de iniciação (primer forward) e de 

terminação (primer reverse) adicionando à extremidade metade do adaptador do sítio de 

recombinação attB1 e attB2. 

Apesar de ser considerada espécie referência em estudos genômicos, o arroz apresenta 

elevada complexidade no genoma com alto conteúdo de GC e abundância de introns. Isto, 

aliado ao tamanho elevado dos genes selecionados (Figura 3), tornou necessária amplificação 

a partir da transcrita correspondente (cDNA) do mRNA. 

Sementes de Arroz da variedade Manteiga foram germinadas e cultivadas em câmara de 

crescimento por 20 dias em solução nutritiva, como descrito no item 2.4 do capítulo 1. Após 

esse tempo, as plântulas foram coletadas separando-as em raiz e parte aérea e extraiu-se o RNA 

total segundo o protocolo descrito no item 2.7 do capítulo 1. Em seguida foi feito o tratamento 

com DNAse utilizando o Kit “Amplification Grade DNase I” da Sigma (item 2.7 do capítulo 

1). 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando o kit “SuperScript™ III First-Strand 

Synthesis System” da Invitrogen™, que permite a síntese da primeira fita de cDNA com 

fragmentos de até 12kb, possibilitando a obtenção de fragmentos maiores do RNA total. 
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Figura 9: Representação esquemática das reações realizadas com o sistema gateway de 

clonagem para obtenção dos vetores de expressão com o gene selecionado fusionado à proteína 

de fluorescência GFP. 

 

Para a maioria dos genes não foi possível selecionar um primer específico para o gene 

de interesse próximo ao códon de iniciação com propriedades adequadas. Então, foi desenhado 

um primer específico para o gene com anelamento na região 3’UTR (anterior ao códon de 

iniciação) e outro primer próximo ao códon de terminação e com adaptador. Foram necessárias 

3 reações de PCR para amplificação do fragmento completo correspondente ao gene com os 

adaptadores. Na primeira reação (reação 1) utilizou-se a amostra de cDNA extraída da raiz, o 

primer que anela em uma região anterior ao códon de iniciação (Foward F1) e o outro na região 

posterior ao códon de terminação inserindo metade do sítio de recombinação attB2 

CAAGAAAGCTGGGT (Reverse R) (Tabela 3).  

Na segunda reação foi realizada uma Nested PCR, ou seja, utilizou-se uma alíquota de 

0,5 µL da reação 1, o primer Foward 2 que anela no códon de iniciação com a metade do 

adaptador attB1 AAAAAAGCAGGCT e o primer reverse utilizado na reação anterior.  

A terceira reação foi realizada para completar o sítio de recombinação da tecnologia 

Gateway utilizando como primer a própria sequência dos sítios attB1 (GGGGACAAGTTT 

GTACAAAAAAGCAGGCT) e attB2 (GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT) e 

0,5 µL da reação 2.  

As reações de PCR foram realizadas com uma DNA polimerase de alta fidelidade 

Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ DNA Polymerase. A reação foi realizada com a seguinte 

composição: tampão de amplificação SuperFi™ 1X, solução GC enhancer SuperFi™ 1X, 

dNTP 0,2mM cada, primers 0,5μM cada, SuperFi™ DNA polimerase 0,02U e amostra de 
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cDNA 50ng. A primeira reação prosseguiu com a seguinte programação: desnaturação a 98ºC 

por 2 min seguido por 25 ciclos de 10 seg de desnaturação a 98ºC, 10 seg de anelamento na 

temperatura especifica do primer e 1min de extensão a 72ºC e um ciclo de extensão final a 72ºC 

por 5 min para todos os genes. A segunda e terceira reação prosseguiram com as mesmas 

condições da primeira, exceto pela redução do número de ciclos para 15. 

 

Tabela 3: Sequência dos primers utilizados para amplificação das sequências dos genes 

selecionados da família NPF para estudo da localização subcelular e superexpressão em plantas 

de arroz. 

 

Gene Primer 1ª reação (5’-3’) TM 2ª reação (5’-3’) TM 

OsNPF

5.12 

F CTCCGAATCAGTACCCCTTCCAC 

61 

AAAAAAGCAGGCTATATGGCGTC

GGGCTCCACC 
61 

R 
CAAGAAAGCTGGGTATTGAACAT

CGACAACCTTTCTCCT 

CAAGAAAGCTGGGTATTGAACATC

GACAACCTTTCTCCT 

OsNPF

5.13 

F GCCAGTGATCCACCAGAGAC 

57 

AAAAAAGCAGGCTATATGGCCAG

CCACGCCGTCA 
57 

R 
CAAGAAAGCTGGGTACATGACAT

CACAACCGT 

CAAGAAAGCTGGGTACATGACAT

CACAACCGT 

OsNPF

5.15 

F GCTGCGGCTAGTTGTGTGCG 

59 

AAAAAAGCAGGCTATATGCCTTCC

GGCTCCGACT 
59 

R 
CAAGAAAGCTGGGTAACAGGACG

TAGAAGTTGCGAGGA 

CAAGAAAGCTGGGTAACAGGACG

TAGAAGTTGCGAGGA 

OsNPF

7.8 

F AGAAAGGTGGTGGTAGGGGA 

61 

AAAAAAGCAGGCTTAATGAGCAT

GAATAATATGAT 
61 

R TGGTAGTGGCTAGGGATGAGA 
CAAGAAAGCTGGGTTAGGGATGA

GAAGAAGA 

attB1 F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG

CAGGCT 
55   

attB2 R 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG

CTGGGT 
55   

Nota: sublinhado corresponde à metade da sequência do sitio de recombinação, letras coloridas são os códons de 

iniciação em F e terminação em R. 

 

Após a primeira e a segunda etapa da PCR, o tamanho do fragmento e a qualidade da 

amplificação foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

GelRed. Em seguida o produto da PCR foi purificado utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System da Promega®, a fim de remover o excesso ou dímeros de primers e possíveis 

amplificações inespecíficas que poderiam prejudicar o anelamento dos primers da próxima 

reação. Na última etapa, terceira reação, o produto da PCR foi submetido a uma eletroforese no 

sistema E-Gel™ CloneWell™ II Agarose Gels com SYBR Safe, 0.8% da Thermo Scientific, que 

realiza a purificação e retirada do fragmento correspondente ao gene de interesse. 

 

2.1.2 Reação BP – obtenção dos vetores de entrada 

 

Após a amplificação do gene de interesse com os sítios de recombinação attB1 e attB2 

foi realizada a primeira etapa da clonagem, reação BP, responsável por unir os sítios attB dos 

fragmentos de interesse com os sítios attP do vetor doador pDONR221, para criação dos vetores 

de entrada pENTR (Figura 10). 
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Figura 10: Esquema ilustrativo dos vetores de entrada obtidos a partir da reação BP, a serem 

utilizados na reação de recombinação LR para formação do clone de expressão. Kan® - 

resistência ao antibiótico Canamicina; attL1 e attL2 – sítios de recombinação. SacI, EcoRV, 

SmaI, BamHI, NcoI, AvaI, PstI – sítios de cortes por enzimas de restrição; M13 – primers 

universais para sequenciamento. 

Nesta parte foi utilizado o kit Gateway™ BP Clonase™ II Enzyme mix (Invitrogen™), 

seguindo as orientações do fabricante. Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados: 5 μL 

do produto amplificado e purificado (gene), contendo os sítios attB, 1 μL do vetor pDONR211, 

2 μL do tampão de reação BP e 2 μL do mix de enzimas BP clonase. A mistura da reação foi 

homogeneizada vagarosamente por pipetagem e a reação ocorreu à temperatura ambiente 

overnight. Depois deste período a reação foi paralisada pelo tratamento com 1 μL de Proteinase 

K a 37ºC durante 10 min. 

Com os vetores de entrada obtidos na reação BP foi realizada a transformação de células 

competentes de E. coli (DH5α) visando a multiplicação dos vetores. Para isso, misturou-se a 

reação BP (2 μL), com 50 μL de células competentes de E. coli, que foi deixado em descanso 

no gelo por 5 min. Após este período a mistura foi submetida a eletroporação sob 1.700V, logo 

em seguida, misturada com 600 μL de meio SOC (2% tryptone, 0.5% extrato de levedura, 

8.56mM de NaCl, 2,5mM de KCl, 10mM de MgCl2, 20mM de glucose). O meio foi mantido a 

37ºC por 1h em agitador orbital a 150 rpm para multiplicação celular. Para seleção das bactérias 

transformadas, 100 μL do caldo bacteriano foi riscado em meio LB contendo 50 μg. mL-1 de 

Canamicina e mantido overnight a 37 °C. No dia seguinte foram selecionadas colônias isoladas 

repicadas em meio LB líquido, parte foi utilizada para extração dos vetores com o kit 
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PureYield™ Plasmid Miniprep System Technical Bulletin (Promega®) e parte foi estocada com 

glicerol 10% em freezer -80 °C.  

Após a extração dos vetores, foram desenhados primers complementares que cobrissem 

a sequência do gene no vetor (Tabela 4).  As amostras foram preparadas com 250 ug do vetor 

e 5 pg do primer, secas em speed vacum (Eppendorf) e enviadas para sequenciamento na 

empresa ACTGene – Análises Moleculares (https://actgene.com.br/). 

 

Tabela 4: Sequência de primers utilizados no sequenciamento dos vetores de entrada obtidos 

da reação BP com os genes de transportadores de nitrato. 

 

Nome do primer Sequência (5’-3’) 

M13(-40)F GTTTTCCCAGTCACGAC 

M13(-20)R CAGGAAACAGCTATGAC 

OsNPF5.12F1seq GGCAAGTTTGCCGGTCTTC 

OsNPF5.12F2seq TTCCCGATATGGGCGACGTG 

OsNPF5.13F1seq TTCTACGTGTCGCTGTACCTG 

OsNPF5.13F2seq GTTCTTCACGAAGCAGGCG 

OsNPF5.13R1seq TTCTGGTCGAACTGGTCGG 

OsNPF7.8F2seq ATGGACACGAGGGTGTTCGG 

OsNPF7.8F1seq TCTTCAGCTGGTTCTTCGGC 

OsNPF7.8R1seq GTTCTGCTCCACCCACGATA 

OsNPF5.15F1seq CTCGACCTTGATCTCCACCG 

OsNPF5.15F2seq TTCAGCACGGGAGTAGAGGA 

 

2.1.3 Preparo de Células competentes para eletroporação (DH5α e DB3.1) 

 

Células competentes E. coli (estirpe DH5α) são utilizadas para eletroporação e 

multiplicação dos vetores com as construções gênicas de interesse. Entretanto, quando é 

necessário multiplicar vetores doadores ou vetores de entrada vazios, ou seja, sem adição do 

gene de interesse, é necessário utilização de células competentes da estirpe DB3.1 que possui 

resistência ao gene ccdb, responsável pela morte da célula não transformada. 

Para multiplicação das células competentes riscou-se uma placa contendo meio LB 

sólido que foi mantida overnight a 37 ºC. Após esse tempo foi selecionada uma colônia isolada 

e repicada em 5 mL de meio LB líquido, mantido sob agitação constante a 150 rpm e 37 ºC 

overnight. No dia seguinte 3 mL desta cultura fresca foi inoculada em 300 mL de meio LB 

líquido em erlenmeyer de 2 L e mantido em agitador orbital a 150 rpm em 37 ºC até a cultura 

atingir DO600 entre 0,5 e 0,8. Foram necessárias 6 horas de cultivo para alcançar este 

crescimento. Em seguida o volume total foi transferido para seis tubos falcon de 50 mL, as 

células foram precipitadas com centrifugação por 15 min. a 4000 x g. e 4 ºC, o sobrenadante 

foi descartado e procedeu-se a lavagem com água destilada estéril gelada, iniciando com um 

volume de 50 mL seguido pela centrifugação para retirada dos sais. O precipitado foi 

ressuspenso em 25 mL de água destilada, reunido em três tubos e centrifugado novamente. 

Então as células foram ressuspensas em 2 mL de glicerol 10% gelado, transferidas para um 

único tubo e centrifugadas novamente. Por fim o precipitado foi solubilizado em 550 µL de 

glicerol 10% gelado, particionado em alíquotas de 50 µL e mantido em freezer -80 ºC para uso 

posterior. 

 

2.1.4 Reação LR – obtenção dos vetores destino pK7FWG2:NPF:GFP 

 

https://actgene.com.br/
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A reação de LR foi realizada utilizando o kit “Gateway LR Clonase II Plus Enzyme Mix” 

(Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados: 12,5 fmoles do vetor 

pENTR_NPF? (obtido na reação BP), e 25 fmoles do vetor de destino pk7FWG2 (KARIMI, et 

al. 2002). O volume foi elevado para 8 μL com TE 1X pH 8,0 (10 mM de Tris-Hcl + 1mM de 

EDTA) e adicionado 2 μL do mix de enzimas. A mistura da reação foi homogeneizada 

vagarosamente por pipetagem e a reação ocorreu à temperatura ambiente durante a noite, sendo 

paralisada no dia seguinte com aplicação de 1 μL de Proteinase K e submetido a 37ºC durante 

10 min. 

A fim de caracterizar os clones obtidos (Figura 11) foi realizada a transformação de 

E.coli como descrito anteriormente para a reação BP (item 2.1.2). O volume total obtido após 

transformação foi plaqueado em meio LB contendo Espectinomicina (Sm) 50 μg.mL-1 e 

Estreptomicina (Sp) 20 μg. mL-1 para seleção das células transformadas com o vetor levando a 

construção gênica. A confirmação da clonagem foi feita por digestão dos plasmídeos com a 

enzima de restrição adequada a cada construção. 

 

 
Figura 11: Esquema ilustrativo dos vetores de expressão obtidos após a reação LR, para 

superexpressão dos genes fusionados com a proteína de fluorescência GFP. 

 

2.2 Obtenção de Plantas Transformadas com Superexpressão dos Genes 

 

2.2.1 Preparação e transformação de células de A. tumefaciens competentes 

 

O estoque de A. tumefaciens (estirpe LBA4404) foi riscado em meio YEB sólido (5 g/L 

de extrato de carne, 1 g/L de extrato de levedura, 1 g/L de peptona, 5 g/L de sacarose, 0,002 

g/L de MgSO4,1,5% ágar, pH 7,4) contendo Rifamicina (Rf) e incubado a 28º C por 48 horas. 



 

45 

 

Com ajuda da alça de platina flambada foi transferida uma colônia isolada para tubo falcon de 

50 mL, contendo 3 mL de meio YEB com Rf, que foi incubado a 28º C sob agitação (150 rpm) 

por 48 horas. Pela manhã, 2 mL da cultura fresca foi inoculada em 50 mL de meio YEB 

contendo Rf em erlemeyer de 250 mL. A inoculação foi realizada a 28ºC sob agitação de 150 

rpm, até atingir uma DO600 de aproximadamente 0,6. A cultura foi dividida em dois tubos falcon 

de 50 mL e incubada no gelo por 20 min. Em seguida, as células foram precipitadas a 1.000 xg 

por 5 min a 4º C, o sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em 500 μL de solução 

contendo CaCl2 a 20 mM e glicerol 10%. As células foram divididas em alíquotas de 100 μL, 

acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas em freezer -80º C por até seis 

meses. 

Para transformação de A. tumefaciens 1 μg da construção de interesse foi gentilmente 

misturada com 100 μl de células competentes de Agrobacterium e incubadas no gelo por 30 

minutos. As células com os plasmídeos foram então congeladas em nitrogênio líquido por 5 

minutos e em seguida submetidas a 37 ºC em banho-maria por mais cinco minutos. Após esse 

tempo, foi adicionado 1 mL de meio YEB líquido (extrato de carne 5 g L-1, extrato de 1 g L-1, 

peptona 5 g L-1, sacarose 5 g L-1, MgCl2 0,5 g L-1) e incubado em agitador orbital por duas horas 

a 28 ºC. A cultura foi então plaqueada em meio YEB sólido contendo os antibióticos 

Rifamicina/Gentamicina (seleção da Agrobacterium) e Espectinomicina (Sm) (seleção da 

construção) e incubadas a 28 ºC até o aparecimento de colônias (2 a 3 dias). As colônias 

crescidas foram confirmadas por PCR de colônia e estocadas em freezer - 80 ºC em glicerol 

15%. 

2.2.2 Transformação Genética de calos de Arroz 

 

A transformação de plantas de arroz foi realizada com base no protocolo de Toki, et al. 

(2006) com modificações. Foram descascadas e desinfestadas ~300 sementes de arroz da 

Nipponbare. As sementes foram lavadas em 40 mL de etanol (70%), por um minuto. Em 

seguida, foram realizadas duas lavagens de 15 min. cada, com hipoclorito de sódio (2,5%), onde 

a primeira recebeu Tween 20 (0,05%) e a segunda foi feita sem o detergente. O hipoclorito foi 

removido lavando com água estéril por seis vezes durante um minuto cada. 

As sementes foram distribuídas em 12 placas de Petri com 25 sementes cada. Na 

primeira etapa as sementes passaram por um processo de indução de calos embriogênicos em 

meio de cultivo N6D (2,83mg/L KNO3, 463mg/L (NH4)2SO4, 185mg/L MgSO4.7H2O, 166mg/L 

CaCl2.2H2O, 400mg/L KH2PO4, 37,3mg/L Na2EDTA, 27,8FeSO4.7H2O, 4,4mg/L 

MnSO4.4H2O, 1,5mg/L ZnSO4.7H2O, 0,8mg/L KI, 1,6mg/L H3BO3, 300mg/L 

Casaminoácidos, 2,0mg/L Glicina, 2,878mg/L L-prolina, 100mg/L myo-inositol, 0,5mg/L 

ácido nicotínico, 0,5mg/L Pyridoxine HCl, 1,0mg/L Thiamine HCl, 30g/L sacarose, 2mg/L 2, 

4-Dichlorophenoxyacetic acid,) onde foram mantidas a 32ºC por duas semanas para obtenção 

dos calos.  

Após este período, foi realizada uma repicagem dos calos para novas placas contendo 

meio de cultivo N6D por três dias com o objetivo de aumentar a quantidade e a atividade dos 

calos embriogênicos. Durante este tempo a Agrobacterium transformada contendo a construção 

de interesse, foi plaqueada em meio AB (1g/L NH4Cl, 296mg/L MgSO4.7H2O, 10mg/L 

CaCl2.2H2O, 1,3g/L NaH2PO4.2H2O, 3g/L KH2PO4, 150mg/L KCl, 2,5FeSO4.7H2O, 5g/L 

glicose). 

Após os três dias, uma solução foi preparada a partir do cultivo recente de A. 

tumefaciens, com meio AMM (250mg/L MgSO4.7H2O, 150mg/L CaCl2.2H2O, 150mg/L 

NaH2PO4.2H2O, 3g/L KCl, 40mg/L Fe2EDTA, 10mg/L MnSO4.4H2O, 2,0mg/L ZnSO4.7H2O, 

0,025mg/L CuSO4.5H2O, 0,025mg/L CoCl2.7H2O,  0,75mg/L KI, 3,0mg/L H3BO3, 0,25mg/L 

Na2MO4.2H2O, 500mg/L Casaminoácidos, 7,5mg/L Glicina, 176,7mg/L L-arginina, 900mg/L 

L-glutamina, 300mg/L L-ácido aspártico, 100mg/L myo-inositol, 1,0mg/L ácido nicotínico, 
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1,0mg/L Pyridoxine HCl, 10mg/L Thiamine HCl, 68,5g/L sacarose, 20mg/L 3’, 5’-Dimethoxy-

4’-hydroxyacetophenone, 36g/L glicose) até obter uma densidade ótica (DO600) de 0,1.  

Os calos foram então submersos na solução contendo A. tumefaciens e homogeneizados 

por inversão durante três minutos. Após este contato, os calos foram colocados sobre papel 

filtro para drenagem do excesso de bactéria, depois foram dispostos sobre o meio de co-cultivo 

N6-As (2,83mg/L KNO3, 463mg/L (NH4)2SO4, 185mg/L MgSO4.7H2O, 166mg/L CaCl2.2H2O, 

400mg/L KH2PO4, 37,3mg/L Na2EDTA, 27,8mg/L FeSO4.7H2O, 4,4mg/L MnSO4.4H2O, 

1,5mg/L ZnSO4.7H2O, 0,8mg/L KI, 1,6mg/L H3BO3, 300mg/L Casaminoácidos, 2,0mg/L 

Glicina, 100mg/L myo-inositol, 0,5mg/L ácido nicotínico, 0,5mg/L Pyridoxine HCl, 1,0mg/L 

Thiamine HCl, 30g/L sacarose, 2mg/L 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid, 20mg/L 3’, 5’-

Dimethoxy-4’-hydroxyacetophenone, 10g glicose) contendo papel filtro + 0,5 mL de meio 

AMM, onde permaneceram por quatro dias no escuro a 25oC. 

 Posteriormente, os calos foram retirados do meio de co-cultivo, lavados cinco vezes 

com água destilada estéril e mais três vezes com solução de timentim (150 mg/L) para 

eliminação da A. tumefaciens. Após essa etapa os calos foram transferidos para o meio de 

seleção N6DH (2,83mg/L KNO3, 463mg/L (NH4)2SO4, 185mg/L MgSO4.7H2O, 166mg/L 

CaCl2.2H2O, 400mg/L KH2PO4, 37,3mg/L Na2EDTA, 27,8FeSO4.7H2O, 4,4mg/L 

MnSO4.4H2O, 1,5mg/L ZnSO4.7H2O, 0,8mg/L KI, 1,6mg/L H3BO3, 300mg/L 

Casaminoácidos, 2,0mg/L Glicina, 2,878mg/L L-prolina, 100mg/L myo-inositol, 0,5mg/L 

ácido nicotínico, 0,5mg/L Pyridoxine HCl, 1,0mg/L Thiamine HCl, 30g/L sacarose, 2mg/L 2, 

4-Dichlorophenoxyacetic acid), onde permaneceram por duas semanas a 32oC com luz 

contínua. Além dos nutrientes, foram adicionados ao meio de seleção o antibiótico timentim 

(150 mg/L) para a completa eliminação da A. tumefaciens e Canamicina (50 mg/L) para 

eliminar os calos não transformados. 

Os calos que apresentaram desenvolvimento vigoroso no meio de seleção foram 

transferidos para o meio de regeneração RE-III (1,9mg/L KNO3, 1,65mg/L (NH4)2SO4, 

370mg/L MgSO4.7H2O, 440mg/L CaCl2.2H2O, 170mg/L KH2PO4, 37,3mg/L Na2EDTA, 

27,8FeSO4.7H2O, 22,3mg/L MnSO4.4H2O, 8,6mg/L ZnSO4.7H2O, 0,025mg/L CuSO4.5H2O, 

0,025mg/L CoCl2.7H2O, 0,83mg/L KI, 6,2mg/L H3BO3, 0,25mg/L Na2MO4.2H2O, 2g/L 

Casaminoácidos, 2,0mg/L Glicina, 100mg/L myo-inositol, 0,5mg/L ácido nicotínico, 0,5mg/L 

Pyridoxine HCl, 1,0mg/L Thiamine HCl, 0,02mg/L 1-Naphthylacetic acid, 2,0mg/L cinetina, 

30g/L sacarose, 30g/L sorbitol) por 14 dias, onde foi possível obter plântulas transformadas 

com poucas raízes. 

As plântulas com cerca de três centímetros foram transferidas para meio de indução de 

raízes HF (1,9mg/L KNO3, 1,65mg/L (NH4)2SO4, 370mg/L MgSO4.7H2O, 440mg/L 

CaCl2.2H2O, 170mg/L KH2PO4, 37,3mg/L Na2EDTA, 27,8FeSO4.7H2O, 22,3mg/L 

MnSO4.4H2O, 8,6mg/L ZnSO4.7H2O, 0,025mg/L CuSO4.5H2O, 0,025mg/L CoCl2.7H2O, 

0,83mg/L KI, 6,2mg/L H3BO3, 0,25mg/L Na2MO4.2H2O, 2,0mg/L Glicina, 100mg/L myo-

inositol, 0,5mg/L ácido nicotínico, 0,5mg/L Pyridoxine HCl, 1,0mg/L Thiamine HCl, 30g/L 

sacarose) onde permaneceram por mais três semanas até serem transferidas para copos de 

300mL contendo substrato umedecido. Os copos foram cobertos com outro copo a fim de 

manter a temperatura e umidade controlada e levados para casa de vegetação. Após uma semana 

foi realizada aclimatação das plantas com a retirada progressiva do copo superior e em duas 

semanas o desenvolvimento da raiz foi perceptível e as plantas transformadas foram transferidas 

para vasos de 7L contendo Chernossolo e cultivadas até o final do ciclo para obtenção de 

sementes. 

Cada plântula regenerada no cultivo in vitro representou uma linhagem independente 

(L#1, L#2, L#3 e assim por diante), essas primeiras linhagens obtidas são denominadas geração 

(T1). A geração T1 foi então cultivada em casa de vegetação para a obtenção das sementes. Ao 

final do ciclo de cultivo cada linhagem separadamente deu origem às sementes da geração T2, 
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que passaram por processo de confirmação da transformação (seleção pela resistência a 

canamicina). As sementes foram secas em estufa a 37oC por sete dias e depois conservadas em 

geladeira a aproximadamente 4oC. 

 

2.2.3 Confirmação das plantas mutantes transformadas 

 

Para identificação da eficiência da superexpressão foi realizada extração de RNA total 

de amostras da folha 3 (2ª folha abaixo da folha bandeira) das linhagens T1 obtidas e 

comparadas com amostra de plantas não transformadas regeneradas de calos que não foram 

infectados com Agrobacterium. A extração do RNA total foi realizada de acordo com 

Sperandio, et al. (2011) com modificações descritas no item 2.7 (Capítulo I). O RNA foi tratado 

com DNAseI do Kit “Amplification Grade DNase I” da Sigma e o cDNA foi obtido com o kit 

“High Capacity RNA-to-cDNA Kit” da Life Technologies (metodologias descritas em detalhes 

no item 2.7 do Capítulo I). 

A análise de expressão dos genes foi realizada por PCR em tempo real seguindo as 

orientações do fabricante descrito no item 2.8 (Capítulo I) e utilizando os primers indicados na 

Tabela 5. 

 

Tabela 5: Sequências dos primers utilizados na PCR em tempo real para confirmação da 

superexpressão na primeira geração das linhagens de arroz obtidas pela transformação genética 

via A. tumefaciens. 

GENE Foward (5’-3’) Reverse (5’-3’) Acession Number 

OsNPF7.8 GGAGTTCTTCTACGGCGAGG CGAGTTGACGTAGAAGCCGA LOC_Os10g42900.1 

OsNPF5.13 GTTCGCCAACAACCTCAACC CAACCGTTGTGAGGAACCCT LOC_Os01g65100.3 

eEF1-α TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA LOC_Os03g08020 

OsUBQ5 ACCACTTCGACCGCCACTACT ACGCCTAAGCCTGCTGGTT LOC_Os01g22490 

OsACT2 CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA LOC Os10g36650 

 

2.2.4 Efeito da Superexpressão do transportador OsNPF7.8 no metabolismo de N e 

avaliação dos parâmetros cinéticos envolvidos na absorção de NO3
- 

 

As sementes das linhagens (2ª geração-T2) de arroz transformadas superexpressando o 

transportador de nitrato OsNPF7.8 (L#1, L#4 e L#15) e tipo selvagem (WT) foram 

desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio (2,5%) durante 20 minutos, depois lavadas 

repetidas vezes em água destilada. Essas sementes foram acondicionadas sobre gaze em potes 

de 3,7 L e colocadas para germinar em água destilada na câmara de crescimento. Sete dias após 

a germinação as plantas foram transferidas para potes de 1 L, colocando quatro plantas por pote 

fixadas com espuma em discos de isopor e conduzidos em sistema hidropônico com solução de 

Hoagland; Arnon (1950) modificada a ½ FI com 5,0 mM de N-NO3-. A solução nutritiva foi 

trocada a cada três dias, aos 20 dias após a germinação (DAG), as plantas foram submetidas a 

uma solução sem N por 72 horas. Após este tempo os vasos foram então divididos em dois 

grupos: onde o primeiro foi coletado e o segundo recebeu solução contendo 5,0 mM de N-NO3
- 

(Figura 12). 

O experimento foi conduzido em câmara de crescimento no Departamento de Solos da 

UFRRJ. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repetições de 

cada linhagem, totalizando 64 potes. As plantas foram submetidas a um fotoperíodo de 14h/10h 

(luz/escuro) com aproximadamente 200 μmol m-2 s-1 de fótons fotossinteticamente ativo, 

umidade relativa do ar de 70% e temperatura de 28ºC/26ºC (dia/noite).  
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Figura 12: Esquema ilustrativo do sistema de condução do experimento conduzido em câmara 

de crescimento utilizando plantas de arroz das linhagens 1, 4 e 15 (#1, #4 e #15) transformadas 

com a construção P35S:OsNPF7.8:GFP com diferentes  níveis de expressão do transportador 

OsNPF7.8 e plantas do tipo selvagem (WT). DAG: dias após a germinação. 

 

Para a obtenção dos parâmetros cinéticos, o pH e os níveis de N-NO3
- na solução foram 

monitorados em intervalos de uma hora durante 26h. As amostras de solução nutritiva foram 

armazenadas em microtubos de 0,5 mL e o conteúdo de NO3
- foi determinado pelo método 

proposto por Cataldo et al. (1975). Ao final do experimento o volume final da solução e a massa 

do sistema radicular foram determinados para o cálculo dos parâmetros cinéticos.  

Os valores de Vmáx e KM foram estimados utilizando um processo gráfico-matemático 

proposto por Ruiz; Fernandes Filho (1992) com o software cineticawin1.0 desenvolvido na 

Universidade Federal de Viçosa e disponível no site (ftp://solos.ufv.br/cinetica) em seguida 

submetidos à análise de variância e os valores médios comparados pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade, no programa SISVAR (FERREIRA, 2000). 

As plantas coletadas foram particionadas em raiz, bainha e folha, pesadas e separou-se 

uma amostra de raiz e folha que foi congelada em N2 líquido e armazenada a -80ºC para 

extração de RNA e análise de expressão gênica como descrito nos itens 2.7 e 2.8 do capítulo I. 

Uma amostra de 0,2g de raiz e folha foi destinada a análise da atividade da enzima nitrato 

redutase por método colorimétrico descrito por Jaworski (1971) e uma amostra de 0,25g foi 

destinada a análise das frações solúveis que foram extraídas por partição com clorofórmio de 

acordo com Fernandes (1984). O extrato obtido foi usado para determinação dos teores de N-

amino livre, N-NH4
+, N-NO3

- e açúcares solúveis utilizando os métodos descritos por Yemm; 

Cocking; Ricketts (1955), Felker (1977), Miranda, et al. (2001) e Yemm; Willis, (1954) 

respectivamente, como descrito no capítulo 1 item 2.6. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e os valores médios 

comparados pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade, no programa SISVAR 

(FERREIRA, 2000). 

 

2.2.5 Efeito da Superexpressão do transportador OsNPF5.13 no metabolismo de N. 

 

As sementes de arroz das linhagens transformadas (2ª geração-T2) superexpressando o 

transportador de nitrato OsNPF5.13 (L#12, L#21 e L#29) e tipo selvagem (WT) foram 

desinfestadas, germinadas e conduzidas em sistema hidropônico com solução de Hoagland; 

Arnon (1950) modificada a ½ FI com 5,0 mM de N-NO3- como descrito no item 2.2.4. 

Aos 24 dias após a germinação (DAG), os vasos foram divididos em três grupos: o 

primeiro foi coletado e considerado tempo zero, as plantas dos outros dois grupos foram 

submetidas a uma solução sem fornecimento de N e então realizou-se coletas 24 e 96 horas 

após a troca, período de supressão de N (Figura 13). 
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Figura 13: Esquema ilustrativo do sistema de condução do experimento conduzido em câmara 

de crescimento utilizando plantas de arroz das linhagens 12, 21 e 29 (#12, #21 e #29) 

transformadas com a construção P35S:OsNPF5.13:GFP com diferentes níveis de expressão do 

transportador OsNPF5.13 e plantas do tipo selvagem (WT). DAG: dias após a germinação. 

 

As plantas foram particionadas em raiz, bainha e folha, pesadas e separou-se uma 

amostra de raiz e folha para extração de RNA e análise de expressão gênica como descrito no 

capítulo I itens 2.7 e 2.8. Uma amostra de 0,2g de raiz e folha foi destinada a análise da atividade 

da enzima nitrato redutase por método colorimétrico descrito por Jaworski (1971) e uma 

amostra de 0,25g foi destinada a análise das frações solúveis extraídas por partição com 

clorofórmio de acordo com Fernandes (1984). O extrato obtido foi usado para determinação 

dos teores de N-amino livre, N-NH4
+, N-NO3

- e açúcares solúveis utilizando os métodos 

descritos por Yemm; Cocking; Ricketts (1955), Felker (1977), Miranda et al. (2001) e Yemm; 

Willis, (1954) respectivamente como descrito no capítulo 1 item 2.6. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e os valores médios 

comparados pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade, no programa SISVAR 

(FERREIRA, 2000). 

 

2.2.6 Extração de protoplastos de parte aérea de plântulas de arroz 

 

As sementes de arroz da variedade Manteiga foram colocadas em estufa de circulação 

de ar a 45 ºC por 1 hora, desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 2% por 20 minutos, 

seguida por etanol 70% por 1 minuto e depois lavadas várias vezes com água destilada. Após a 

desinfecção, foram transferidas para potes com meio MS 1/2x e levadas para câmara de 

crescimento (BOD) com umidade relativa a 70% e temperatura 28ºC com fotoperíodo 14 horas 

de luz e 10 de noite, até as plantas atingirem aproximadamente 20 cm de altura. 

A extração dos protoplastos foi realizada segundo He, et al. (2016) e Yoo, Cho e Sheen, 

(2007) com adaptações. Utilizando uma lâmina de bisturi (nº 23) removeu-se as raízes de 20 

plântulas de arroz com 10 dias após a germinação. Em seguida cortou-se o tecido da parte aérea 

em fatias de 0,5mm em placas de petri e adicionou-se 5 mL de solução D-manitol a 0.4M 

mantido sob agitação manual no escuro por 10 min. A solução foi removida cuidadosamente e 

os tecidos alocados em um tubo de ensaio contendo 5 mL de solução enzimática (1,5% celulase, 

0,3% macerozyme, 0,4 M D-manitol, 2 mM 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, 20 mM 

KCl, 10mM CaCl2, 0,1% BSA, pH 5,7). Foi aplicado vácuo (-20kPa) com auxílio de uma 

bomba a vácuo, por 30 min para infiltração da solução enzimática, em seguida   foi alocado em 

agitador orbital no escuro por 4 h com agitação gentil (60rpm). Amostras foram retiradas 

durante o período de incubação e preparou-se lâminas para conferir a liberação dos protoplastos. 

Após esse tempo adicionou-se 5 mL de meio W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM 

KCl, 2 mM 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, pH 5,7 com KOH 1M) para ressuspender os 

tecidos e agitou-se gentilmente (80rpm) por 1h para liberar os protoplastos. A solução foi 

retirada cuidadosamente com a pipeta, e transferida para tubos falcon de 50 mL. Em seguida 

foi centrifugado a 1000 x g por 5 min a temperatura ambiente para coletar os protoplastos. O 

Germinação

5mM NO3
- s/ NO3

-

25 DAG

Coletas

96h

Supressão de N

24 DAG

Tempo 0 24h

28 DAG



50 

 

sobrenadante foi removido sem alterar o pellet de protoplastos que foi ressuspenso em volume 

adequado de meio de suspenção (0.4 M manitol, 20 mM CaCl2, 5 mM 2-(N-morpholino) 

ethanesulfonic acid, pH 5,7) para obter a concentração de 1.5–2.5×106 cells mL−1, que foi 

determinada em câmera de Neubauer. 

 

2.2.7 Análise fenotípica e de produção das linhagens superexpressando os genes 

OsNPF7.8 e OsNPF5.13. 

 

Um experimento foi realizado na casa de vegetação do Laboratório de Nutrição Mineral 

de Plantas com o intuito de avaliar a produção das linhagens na safra abril-agosto de 2021. Para 

isso, sementes de arroz das linhagens transformadas (2ª geração - T2) superexpressando os 

transportadores de nitrato OsNPF7.8 (L#1, L#4 e L#15), OsNPF5.13 (L#12, L#21 e L#29) e 

do tipo selvagem (WT) foram desinfestadas e germinadas em água como descrito no item 2.2.4. 

Sete dias após a germinação (DAG) as plantas foram transferidas para vasos de 7 L contendo 

Chernossolo obtido de Pinheiral-RJ. Os vasos foram dispostos em delineamento inteiramente 

casualizado, com 5 repetições. A adubação foi realizada parcialmente aplicando o equivalente 

a 60 kg/ha de N (Ca(NO3)2), sendo metade aos 15 DAG e o restante 30 DAG. 

Ao final do ciclo foram determinados os parâmetros fenotípicos: número de perfilhos, 

altura média dos perfilhos medida na folha bandeira e número de panículas. Em seguida as 

plantas foram coletadas separando parte aérea e panícula para determinação dos parâmetros de 

produção: número e peso de grãos cheios, chochos e total. Por fim, a parte aérea foi seca em 

estufa de circulação forçada de ar à 65°C para determinação da produção de massa seca. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e os valores médios 

comparados pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade, no programa SISVAR 

(FERREIRA, 2000). 

 

2.3 Localização Subcelular das Proteínas Fusionadas ao GFP 

 

2.3.1 Transformação dos protoplastos 

 

Para transformação dos protoplastos foram utilizados 2 µg do vetor de expressão (Figura 

11) em 100 µL dos protoplastos ressuspensos e agitou-se gentilmente. Em seguida foi 

adicionado 100 µL de solução PEG 40% (40% (w/v) PEG 4000, 0.4 M D-mannitol, 100 mM 

Ca(NO3)2, pH 5.7) e homogeneizado gentilmente com a pipeta, utilizando ponteiras de 200 µL 

com a ponta cortada e incubado em temperatura ambiente por 20 min. Após esse tempo a 

amostra foi diluída em 1 mL de meio W5, agitada gentilmente e centrifugada a 100 x g por 3 

min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi então removido gentilmente, adicionou-se 

1mL de meio W5 e incubou-se por 14 a 20h a 26 ou 28ºC antes de detectar fluorescência. A 

fluorescência foi detectada em microscópio confocal. 

 

2.3.2 Extração de protoplastos de calos embriogênicos transformados 

 

Tendo em vista a dificuldade com o rompimento dos protoplastos durante as 

centrifugações necessárias para transformação dos protoplastos descritas no item anterior, foi 

realizada a extração de protoplastos a partir de calos embriogênicos transformados via A. 

tumefaciens. A obtenção e transformação dos calos foi descrita nos itens 2.2.2 (Capítulo II). 

Para a extração dos protoplastos, os calos resistentes à Canamicina foram retirados do 

meio de seleção, acondicionados em placas de petri contendo 1 mL de solução D-manitol a 

0.4M e cortados em fatias finas (~0,5mm) com auxílio de uma lâmina gilete esterilizada. Os 
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calos cortados foram mantidos na solução por aproximadamente 10 min no escuro. Após esse 

tempo, a solução foi removida com auxílio de uma pipeta e o tecido foi transferido para tubos 

eppendorf de 2,0 mL e adicionou-se 1 mL de solução enzimática (1,5% celulase, 0,3% 

macerozyme, 0,4 M D-manitol, 2 mM 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, 20 mM KCl, 

10mM CaCl2, 0,1% BSA, pH 5,7). Foi aplicado vácuo (-20kPa) com auxílio de uma bomba a 

vácuo, por 30 min para infiltração da solução enzimática, em seguida foi alocado em agitador 

orbital no escuro por 4 h com agitação gentil (60rpm). Amostras foram retiradas durante o 

período de incubação e preparou-se lâminas para conferir a liberação dos protoplastos. Após 

esse tempo adicionou-se 1mL de meio W5 agitou-se o tubo e o sobrenadante foi transferido 

para um novo tubo com uma pipeta com a ponteira cortada. As amostras foram pipetadas em 

lâminas de microscópio cobertas com lamínula e a fluorescência foi detectada em microscópio 

confocal. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Clonagem dos Genes e Construção dos Vetores de Superexpressão com GFP 

 

A análise in silico da sequência dos genes de interesse mostrou que os mesmos 

apresentam elevada tendência de formar estruturas secundárias de enovelamento, de acordo 

com os valores negativos de energia da estrutura secundária das moléculas de RNA ( 

Tabela 6). O RNA é formado por uma fita simples de ribose acompanhadas de bases 

nitrogenadas (adenina, uracila, guanina e citosina) essas bases nitrogenadas estão ligadas umas 

as outras por ligações glicosídicas que formam estruturas secundárias de acordo com sua 

conformação originando a energia da estrutura secundária (MAXIMINIANO, 2017). Para que 

a sequência seja replicada ou transcrita essas ligações precisam ser quebradas pela enzima, de 

forma que quanto mais forte a energia da estrutura secundária maior a dificuldade da enzima 

para realizar a transcrição.  

 

Tabela 6: Complexidade dos genes de transportadores NPF selecionados para estudo de 

localização subcelular e superexpressão em plantas de arroz. 

Gene Locus (RGAP/NCBI) 
Length 

(pb) 
%CG 

Energia estrutura 

secundária (kcal/mol) 

OsNPF5.12 LOC_Os05g35594.1/LOC4338880 1593 68,42 -803,3 

OsNPF5.13 LOC_Os01g65100.3/LOC4324944 1700 67,11 -770,3 

OsNPF5.15 LOC_Os05g35650.1/LOC4338881 1746 68,27 -846,9 

OsNPF5.16 LOC_Os01g65200.3/LOC112937603 1086 53,95 -384,4 

OsNPF5.17 LOC_Os01g65210.1/LOC9270493 2139 53,01 -801,2 

OsNPF7.8 LOC_Os10g42900.1/LOC4349517 1716 65,79 -838,7 

 

O arroz apresenta elevada complexidade genômica com genes extensos, compostos de 

elevado conteúdo de guanina (G) e citosina (C) e ampla variedade de genes derivados de 

splicing alternativo. De todos os 93 genes preditos da família de transportadores de baixa 

afinidade (OsNPF) de arroz, 18 genes estão sujeitos ao splicing alternativo com 36 isoformas 

diferentes de mRNA (HUANG, et al. 2019). Essas características aumentam a dificuldade da 

clonagem dos genes selecionados neste estudo, visto que apresentam todas essas complexidades 

(Figura 3, Capítulo I e  

Tabela 6). Em razão disso, algumas medidas foram tomadas: escolheu-se trabalhar com 

apenas uma isoforma de cada gene, desenhando primers que fossem específicos para amplificar 

aquele fragmento e realizar a amplificação a partir da transcrita complementar (cDNA) do RNA 

mensageiro (RNAm). 

A amplificação de todos os genes foi bem-sucedida (Figura 14). Todavia, para o gene 

OsNPF5.17 não foi possível realizar a amplificação, pois o produto das reações de PCR teve 

muitos fragmentos inespecíficos.  

 



 

53 

 

 
Figura 14: Primeira e segunda reação de amplificação-PCR para clonagem dos genes de 

interesse OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.16, OsNPF5.17 e OsNPF7.8. A) primeira reação 

para amplificação do fragmento inteiro. B) segunda reação de PCR para restrição do fragmento 

aos códons de iniciação e terminação com fusão de metade do sítio de recombinação Gateway 

(attB). Gel de agarose 1%, corado com GelRed® e marcador de 1kb Avati. 

 

Com o fragmento correspondente ao gene de interesse isolado e purificado, foi realizada 

a inserção no vetor doador pDONR221, por meio da reação de ligação do sítio B do fragmento 

de interesse ao sítio P do vetor doador pela metodologia Gateway de clonagem (Figura 10). Em 

seguida visando multiplicar o vetor com o gene foi realizada a transformação via eletroporação 

em E. coli.  Foram obtidas cinco colônias com o vetor pDONR221:OsNPF5.12, cinco colônias 

com pDONR221:OsNPF5.13, três colônias de pDONR221:OsNPF5.16, quatro colônias com 

pDONR221:OsNPF7.8 e seis colônias de pDONR221:OsNPF5.15 (Figura 15). A correta 

amplificação e inserção do gene no vetor foi confirmada inicialmente por meio do uso de 

enzimas de restrição de corte único adequada para cada construção indicadas na Figura 10. 

 

 
Figura 15: Gel de agarose contendo os produtos da digestão por enzimas de restrição das 

construções contendo o gene de interesse no vetor pDONR221 para criar o vetor doador dos 

genes OsNPF7.8, OsNPF5.12, OsNPF5.13, OsNPF5.15 e OsNPF5.16. Gel de agarose 1%, 

corado com GelRed® e marcador de 1kb. 

 

Duas colônias de cada construção que apresentou restrição e liberação de fragmentos de 

tamanho esperado foram enviadas para sequenciamento. A análise dos resultados de cada 

sequência permitiu confirmar a construção dos vetores pDONR221:OsNPF5.12, 

pDONR221:OsNPF5.13 e pDONR221:OsNPF5.15, pDONR221:OsNPF7.8 com alinhamento 

completo de todas as bases. Para a construção pDONR221:OsNPF5.16 foram obtidas três 

colônias, entretanto o resultado do sequenciamento não apresentou homologia completa com 

nenhum dos três splicings alternativos do gene disponível no banco de dados, ocorrendo 

amplificação incompleta do gene inviabilizando o uso dessa construção.  

A segunda etapa do sistema Gateway consiste na fusão da construção do gene com a 

proteína de fluorescência GFP, unindo o vetor doador construído pDONR221:gene ao vetor 

pK7FWG2 (Figura 11) formando a construção p35S:gene:GFP que foi multiplicada em células 

competentes de E. coli. Foram obtidas duas colônias com a construção p35S:OsNPF7.8:GFP, 

oito com o vetor p35S:OsNPF5.13:GFP, seis com o vetor p35S:OsNPF5.12:GFP e uma com 

3.000pb

1.000pb
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o vetor p35S:OsNPF5.15:GFP confirmadas por restrição com as enzimas HindIII e BamHI 

adequadas para as construções (Figura 16).  

 

 
Figura 16: Gel de agarose dos produtos de digestão com enzimas de restrição das construções 

contendo o vetor pK7FWG2 fusionado aos genes de interesse OsNPF7.8, OsNPF5.12, 

OsNPF5.13 e OsNPF5.15 com a proteína GFP. Gel de agarose 1%, corado com GelRed® e 

marcador de 1kb. 

 

Em seguida, as construções inseridas em A tumefaciens estirpe LBA4404 e a 

confirmação da transformação foi feita por meio de PCR de colônia confirmando a eficiência 

da transformação, sendo três colônias utilizadas para transformar os calos embriogênicos de 

arroz (Figura 17). 

 

 
Figura 17: Produto das reações de PCR das colônias com as construções do vetor pK7FWG2 

com os genes de interesse OsNPF7.8, OsNPF5.12, OsNPF5.13 e OsNPF5.15 fusionados a 

proteína GFP. Gel de agarose 1%, corado com GelRed® e marcador de 100pb. 

 

3.2 Extração de Protoplastos e Localização Subcelular 

 

Protoplastos são células vegetais que tiveram a parede celular retirada devido a atuação 

de enzimas celulases, hemicelulases e pectinases. Por serem células vivas, com metabolismo 

ativo, os protoplastos são considerados ferramentas versáteis para experimentos baseados em 

células (SHAN, et al. 2019). A principal vantagem dos protoplastos é a possibilidade de inserir 

macromoléculas como DNA, RNA e proteínas diretamente através da membrana por meio de 

técnicas relativamente simples como o polietilenoglicol (PEG), eletroporação e micro injeção 

(YOO, CHO; SHEEN, 2007). Dessa forma, protoplastos são ideais para estudos de expressão 

gênica transiente e transformação transiente (ZHAO, et al. 2016). 

Com o objetivo de realizar estudos de localização subcelular foi realizada a adaptação 

de protocolos para extração de protoplastos a partir de folhas e de calos embriogênicos de arroz. 

A extração de protoplastos de folhas foi bem sucedida e possibilitou a obtenção de elevado 

número de células por mililitro (mL) (~1,2x106 protoplastos.mL-1) sendo possível identificar os 

compartimentos intracelulares, vacúolos e cloroplastos (Figura 18). 

Entretanto, a transformação de protoplastos com os vetores contendo os genes 

fusionados à proteína de florescência GFP não resultou em células com emissão de sinal GFP 

e muitos protoplastos romperam durante o processo de transformação. Além disso, a extração 

M                 OsNPF7.8                                            OsNPF5.13 OsNPF5.12                              OsNPF5.15
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dos protoplastos a partir do tecido foliar contribuiu para elevada florescência natural 

proveniente dos cloroplastos (Figura 18). 

 

 
Figura 18: Protoplastos obtidos no desenvolvimento do protocolo de extração a partir de folhas 

de plântulas arroz com 11 dias após a germinação e tentativa de transformação genética com 

fusão de proteína de fluorescência GFP. A) e B) imagem de microscópio ótico com objetiva 

40x; C) filtro de luz vermelha, demonstrando fluorescência natural dos protoplastos; D) célula 

sob incidência do filtro de luz azul; E) campo claro. F) filtros mesclados. 

 

Buscando contornar esse entrave da transformação foram extraídos protoplastos a partir 

dos calos embriogênicos resistentes a Canamicina obtidos na transformação genética, 

resultando na visualização de protoplastos com menor emissão de florescência natural, visto 

que os calos não apresentam tecidos diferenciados em cloroplastos ou formação de pigmentos, 

o que facilitou a identificação do sinal GFP nas amostras (Figura 19). 

Foi possível identificar fluorescência correspondente a expressão do GFP nas amostras 

dos genes OsNPF7.8 (Figura 20), OsNPF5.12 (Figura 19) e OsNPF5.15 (Figura 21). As 

amostras do gene OsNPF5.13 tiveram uma baixa eficiência na extração de protoplastos, 

resultando na dificuldade de visualização de células transformadas. 

Os protoplastos de calos transformados com a construção do gene OsNPF5.12 

demonstraram sinal de GFP aparentemente localizado no interior da célula (Figura 19). 

Entretanto, não foi possível obter uma imagem característica, onde predomina o vacúolo 

celular, como observamos na da amostra do gene OsNPF5.15 (Figura 21). Situação semelhante 

à do gene OsNPF5.12 foi observada para o gene OsNPF7.8 (Figura 20) dificultando a 

determinação da localização subcelular. 
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Figura 19: Protoplastos extraídos a partir de calos embriogênicos de arroz transformados com 

a construção P35S:OsNPF5.12:GFP. A e E) Filtro de luz vermelha, demonstrando 

fluorescência natural do protoplastos. B e F) Expressão da proteína OsNPF5.12-GFP em 

protoplastos de calo de arroz. C e G) campo claro. D e H) Filtros mesclados. 

 

O sinal GFP identificado para todas as amostras foi menor que o esperado quando 

comparado aos resultados obtidos por Fang, et al. (2017), Hu, et al. (2016) e He, et al. (2016). 

A principal diferença entre estes trabalhos e os resultados obtidos é a transformação transiente 

direta dos protoplastos, o que teoricamente contribui para um maior número de cópias do gene 

dentro da célula e consequentemente maior sinal de fluorescência. A transformação permanente 

promove a superexpressão do gene, entretanto está sujeita aos controles endógenos de 

transcrição e tradução de proteínas o que pode contribuir para redução da expressão da proteína 

fusionada ao GFP. 

 

 
Figura 20: Protoplastos extraídos a partir de calos embriogênicos de arroz transformados com 

a construção P35S:OsNPF7.8:GFP. A) Filtro de luz vermelha e fluorescência natural do 

protoplastos. B) Expressão da proteína OsNPF7.8-GFP em protoplastos de calo de arroz. C) 

campo claro. D) Filtros mesclados. 

 

A amostra de protoplastos com a construção do gene OsNPF5.15 foi a mais 

característica, é possível visualizar a célula e identificar a membrana plasmática e delimitação 

do vacúolo (Figura 21). O sinal de GFP identificado foi muito fraco, porém, é possível 

visualizar que os pontos de florescência se encontram na parte interna da célula (Figura 21 D) 

o que pode ser uma indicação de sua localização no vacúolo. Todavia, devido à baixa 

intensidade do GFP identificado não é possível realizar tal afirmativa. 
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Figura 21: Protoplastos extraídos a partir de calos embriogênicos de arroz transformados com 

a construção P35S:OsNPF5.15:GFP. A) Filtro de luz vermelha e fluorescência natural do 

protoplastos. B) Expressão da proteína OsNPF5.15-GFP em protoplastos de calo de arroz. C) 

campo claro. D) Filtros mesclados. 

 

3.3 Transformação Genética de Arroz com as Construções para Superexpressão 

 

A fim de caracterizar alterações no metabolismo de plantas de arroz provocadas pela 

superexpressão dos genes OsNPF7.8 e OsNPF5.13 foi realizada a transformação genética de 

plantas. O método escolhido para transferência do gene foi o método indireto, que utiliza A. 

tumefaciens para transferência do vetor a calos embriogênicos de Arroz.  

A transformação via A tumefaciens é um método de elevada eficiência e tem sido 

amplamente utilizada na engenharia genética de plantas buscando a inserção de genes (SABU; 

KHANAM; SUBITSHA, 2020; HIEI; ISHIDA; KOMARI, 2014; TOKI, et al. 2006). 

O processo completo de transformação genética de plantas pode ser realizado em um 

período de 4 a 16 semanas, porém a eficiência de transformação em arroz ainda é variada entre 

30 a 90% e há autores que a considerem elevada (LUU, et al. 2020; HIEI, et al. 2014; 

NISHIMURA; AICHI; MATSUOKA, 2007; TOKI, et al. 2006). De forma resumida, a 

transformação genética de plantas compreende as etapas de indução de calos, co-cultivo com 

A. tumefaciens transformada contendo a construção do gene desejado, seleção dos calos 

transformados, regeneração de parte aérea, indução de raízes e produção de sementes (Figura 

22).  

 

 
Figura 22: Etapas da transformação genética de plantas de arroz mediada por A. tumefaciens 

buscando a obtenção de linhagens superexpressando os genes OsNPF7.8 e OsNPF5.13 e 

OsNPF5.15 fusionados à proteína GFP. A) Calos embriogênicos de arroz (var. Nipponbare) em 
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meio N6DH (meio de seleção) contendo antibióticos Canamicina e Timentin logo após a 

inoculação com A. tumefaciens; B) Calos em meio de seleção após 2 semanas a serem 

transferidos para o meio de regeneração de parte aérea (REIII); C) Formação de plântulas após 

2 semanas em meio de regeneração; D) Transferência das Plântulas para meio de indução de 

raízes (HF) em tubos de ensaio; E) Transferência das plantas regeneradas (linhagens) para 

substrato e aclimatação em mini-estufa adaptada; F) Linhagens transferidas para vasos para 

cultivo até o final de ciclo e produção de sementes da geração T1. 

 

Atualmente diversos protocolos estão disponíveis para transformação genética de arroz 

que diferem para cada gênero (Indica ou Japonica), variedade e método utilizado para indução 

de calos seja a partir de sementes maduras (TOKI, et al. 2006; NISHIMURA; AICHI; 

MATSUOKA, 2007; SAIKA; TOKI, 2010) ou embriões imaturos (HIEI; KOMARI, 2008; 

LUU, et al. 2020). 

Apesar de ser uma técnica amplamente difundida, a primeira tentativa de transformação 

dos calos apresentou dificuldades na etapa de regeneração de plantas utilizando o antibiótico 

de seleção Canamicina, indicado para o vetor PK7FWG2 (Figura 11), onde 95% das plantas 

regeneradas perderam a capacidade de produção de pigmentos conforme se desenvolviam ou 

regeneraram albinas (Figura 23). Com isso, essa primeira tentativa resultou em apenas uma 

linhagem resistente ao antibiótico e que chegou a produzir semente, a linhagem OsNPF7.8#1. 

 

 
Figura 23: Etapa de regeneração de plantas do método de transformação genética via A. 

tumefaciens, meio de regeneração (REIII) contendo antibióticos Canamicina e Timentin. Em 

destaque plantas regeneradas que não produziram pigmentos, albinas. 

 

A Canamicina é um antibiótico de seleção amplamente utilizado para seleção de 

linhagens transformadas em diferentes espécies de plantas como abacaxi (MA, et al. 2012), 

arroz (LUU, et al. 2020), trigo (RAZZAQ, et al. 2011) e milho (DU, et al. 2019). Há evidencias 

da existência de níveis naturais de resistência a Canamicina em monocotiledôneas como o arroz, 

entretanto, diferentes autores relatam a eficiência desta na seleção de plantas transformadas 

(TWYMAN, et al. 2002; CAPLAN, et al. 1992; CHAKRABORTY, et al. 2016). O 

branqueamento da parte aérea e a dificuldade de regeneração de plantas utilizando Canamicina 

como antibiótico de seleção foi relatado por Ma, et al. (2012), encontrando 100% das plantas 

branqueadas em concentrações acima de 15mg/L de Canamicina no meio de regeneração para 

abacaxi. A concentração recomendada de Canamicina para seleção de plantas e empregada 

neste trabalho foi de 50mg/L. Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram 
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obtidos por Chakraborty, et al. (2014) onde a maioria das plantas obtidas foram albinas 

utilizando Canamicina (50mg/L) na regeneração de plantas transformadas de arroz. 

Devido as essas dificuldades encontradas, foi realizada uma segunda tentativa de 

transformação mantendo a seleção dos calos transformados em meio com Canamicina e 

alterando a etapa de regeneração das plantas, retirando o antibiótico do meio. Esta alteração 

permitiu obter um grande número de linhagens para cada construção (Tabela 7). 

 

Tabela 7: Número de linhagens obtidas da transformação genética via A. tumefaciens buscando 

a superexpressão dos genes transportadores de nitrato. 

Variedade Gene 
nº de linhagens 

1ª geração - T1 

Nipponbare OsNPF5.13 24 

Nipponbare OsNPF7.8 11 

Manteiga OsNPF5.12 3 

Manteiga OsNPF5.15 2 

 

A ausência do antibiótico de seleção, Canamicina, no meio de regeneração de plantas 

favorece o desenvolvimento de plantas não transformadas (Tabela 7). Devido a isso, foi 

determinada a expressão relativa dos genes nas linhagens da primeira geração (T1) utilizando 

como controle endógeno o gene da Ubiquitina5 (OsUBC-5) e uma planta não transformada 

como controle.  

A variedade Manteiga apresentou menor regeneração de plantas resultando em menor 

número de linhagens obtidas (5 linhagens, Tabela 7), para o gene OsNPF5.15 apenas a 

linhagem #2 apresentou aumento nos níveis de expressão (Figura 24), enquanto para o gene 

OsNPF5.12 foi possível identificar duas linhagens com maior expressão (#1 e #3, Figura 24). 

No entanto, em virtude da baixa expressão observada nas linhagens na primeira geração (T1) 

resolveu-se não continuar com o estudo destes genes. 

 

 
Figura 24: Análise de expressão relativa em folha das linhagens T1 de arroz (var. Nipponbare) 

obtidas na transformação de plantas via A. tumefaciens visando a superexpressão dos genes 
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OsNPF7.8 e OsNPF5.13 e em folhas de plantas não transformadas (WT), cultivadas em vasos 

de 7L contendo Chernossolo sob adubação recomendada de 60 kgN/ha. 

 

Quatro linhagens com a construção p35S:OsNPF7.8:GFP apresentaram expressão 

relativa maior que a WT (#1, #2, #4 e #15) e para o gene OsNPF5.13 quatro linhagens 

apresentaram valores maiores de expressão (#12, #16, #21 e #29, Figura 24). Apenas três dessas 

linhagens com maior expressão foram selecionadas para avaliação do efeito da superexpressão 

no metabolismo de N. 

 

3.4 Efeito da Superexpressão do Gene OsNPF7.8 no Metabolismo de N e Absorção de 

NO3
- 

 

Recentemente genes da família OsNPF7 tem despertado a atenção de pesquisadores por 

apresentarem atuação no influxo de NO3
- e localização no vacúolo em plantas de arroz 

(OUYANG, et al. 2010; HU, et al. 2017; WANG, et al. 2018; HUANG, et al. 2018; HUANG, 

et al. 2019). O gene OsNPF7.8 apresentou elevada similaridade com os genes OsNPF7.1, 

OsNPF7.2, OsNPF7.3, OsNPF7.4 e OsNPF7.7 na análise filogenética (Capítulo I, item 3.1), 

entretanto ainda não há informações sobre a atuação deste gene em plantas de arroz.  

A análise de expressão gênica relativa identificou a redução expressiva na 

superexpressão obtida com a transformação genética nas linhagens da segunda geração 

(geração - T2) (Figura 25) quando comparada com as linhagens da geração T1 (Figura 24). É 

importante ressaltar que esse valor de expressão observado para o gene OsNPF7.8 é resultado 

da expressão natural do transportador, que está sujeita a regulação somada a expressão do gene 

fusionado a proteína GFP sob controle do promotor p35S. Essa redução pode ser associada com 

a regulação biológica realizada pelos fatores de transcrição da própria planta e com a eficiência 

do promotor P35S em monocotiledôneas. Entretanto, mesmo com essa redução a linhagem #1 

e #4 apresentaram 68 e 58% de aumento na expressão e a linhagem #15 apresentou aumento de 

280%. 

 

 
Figura 25: Expressão gênica relativa em linhagens de arroz (var. Nipponbare) 

superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 obtidas pela 

transformação via Agrobacterium tumefaciens na segunda geração após transformação e planta 

do tipo selvagem (WT), cultivadas por 20 dias em solução nutritiva de Hoagland; Arnon (1950) 

com 5 mM N-NO3
- e submetidas a privação de N-NO3

-  por 72 horas. As barras representam 

erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença significativa entre as 

médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). Todos os níveis de expressão foram normalizados 

quanto aos controles endógenos OsUBC5 e OsActin2. 
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As linhagens transformadas apresentaram redução significativa no peso fresco de raiz 

(75%) e parte aérea (25%) (Figura 26). Tal redução da massa fresca corrobora os dados 

encontrados por Arruda, et al. (2018) analisando linhagens superexpressando o transportador 

OsNPF4.11 (antigo OsNRT1.2) que atua no transporte de nitrato nos pelos radiculares e em 

regiões maduras da raiz (HUANG et al., 1999). Os resultados obtidos por esses autores 

apontaram que as linhagens priorizaram o acúmulo de NO3
- nas raízes o que prejudicou o 

crescimento das plantas (ARRUDA, et al. 2018). 

 

 
Figura 26: Valores de massa fresca, comprimento de raiz e parte aérea de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 e 

planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 72h, sendo tempo zero 

as plantas coletadas imediatamente após esse tempo e 24 horas após o ressuprimento de N-NO3
- 

(5,0 mM). As barras representam erro padrão das médias de quatro repetições e as letras 

indicam diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

A absorção de NO3
- depende do transporte ativo via proteínas transportadoras do tipo 

simporte carreando o íon para célula juntamente com dois prótons (NO3
-/2H+) o que o torna 

dependente da atuação das bombas de prótons para a manutenção do potencial eletroquímico 

da célula (SOUZA; FERNANDES, 2018). Ao avaliarmos o pH da solução nutritiva, podemos 

observar uma elevação acentuada dos valores de pH logo após a primeira hora, indicando a 

ocorrência de absorção de NO3
- pelas plantas desde os primeiros momentos após a troca da 

solução refletindo a queda dos teores do íon na solução (Figura 27) evidenciando a ocorrência 

de absorção de NO3
- nas raízes. Isso demonstra a elevada sensibilidade do sistema de transporte. 

O gene OsNPF7.8 pertence a família de transportadores de baixa afinidade de NO3
- que 

realizam o transporte sob condições de alta disponibilidade do íon (acima 1 mM) (LERAN, et 

al. 2014). Observando o pH da solução nutritiva podemos observar que inicialmente as 

linhagens e a planta não transformada (WT) apresentam comportamento semelhante, oito horas 

depois houve uma diferenciação das linhagens #4 e #15 que apresentaram menor absorção 

quando comparada com a linhagem #1 e WT (Figura 27). Apenas 23 horas após o início da 

observação, essa diferença pode ser vista mais claramente com maior incremento nos valores 

de pH da linhagem #1 e WT em resposta à maior absorção de NO3
- que reflete nos menores 

teores do íon na solução. Contudo, no último ponto avaliado, às 26h houve uma redução 

acentuada nos teores de NO3
- na solução da linhagem #4 ultrapassando as plantas WT (Figura 

27).  
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Figura 27: Valor de pH e depleção das concentrações de N-NO3

- na solução nutritiva durante 

o cultivo de plantas de arroz da (var. Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato 

OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento 

de 5,0 mM de N-NO3
- após 72 horas de privação de N. Barras representam o desvio padrão das 

médias. 

 

Quanto aos parâmetros cinéticos de absorção, a linhagem #4 apresentou maiores valores 

de Vmax quando comparada à WT (Tabela 8). A linhagem #15 maiores valores de Km, entretanto, 

foram observados teores maiores de NO3
- em solução e menor valor de Vmax. Os valores de Km 

representam a afinidade do transportador pelo substrato, íon a ser carreado, enquanto a Vmax 

representa a velocidade máxima de transporte do íon quando todos os sítios de transporte estão 

ocupados (SOUZA; FERNANDES, 2018).  

 

Tabela 8: Parâmetros cinéticos (Vmáx e Km) da absorção de NO3
- de plantas de arroz da 

variedade Nipponbare superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4 

e #15 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas ao ressuprimento de N-NO3
- (5,0 mM) após 

72 horas de privação de N. 

Linhagens 
Vmáx 

(µmol.g-1.h-1) 

KM 

(µmol.L-1) 

WT 90.5b 4405a 

#1 76.1b 4190a 

#4 183.4a 4430a 

#15 79.2b 4495a 
* médias seguidas da mesma letra na coluna, não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. 

 

Ferreira (2013) avaliando linhagens transformadas de arroz superexpressando o 

transportador de amônio OsAMT1.3 identificou fortes alterações de Km, mas não houve 

alterações significativas de Vmáx na absorção de amônio. Ou seja, a superexpressão do 

OsAMT1.3 promoveu melhoria na afinidade de transporte de amônio, mas não alterou a 

velocidade máxima de transporte. O gene OsAMT1.3 é um transportador de alta afinidade de 

amônio, com maior expressão durante a deficiência de N (BAO, et al. 2015). Neste trabalho a 

linhagem #15 apresentou maior expressão relativa do gene OsNPF7.8 (280% em relação a WT) 

e maior Km, entretanto ocorreu menor absorção de NO3
-. Por outro lado, a linhagem #4 com 

aumento de 58% da expressão do gene OsNPF7.8 apresentou aumento significativo na 

velocidade de transporte de NO3
- quando comparadas as plantas não transformadas.  
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Devido à elevada similaridade do gene OsNPF7.8 com outros transportadores da família 

OsNPF7 encontrada no Capítulo I (item 3.1), incluindo OsNPF7.7, OsNPF7.2, OsNPF7.3, 

OsNPF7.1 e OsNPF7.4 que foram recentemente caracterizados com envolvimento no influxo 

de NO3
- (OUYANG, et al. 2010; HU, et al. 2017; WANG, et al. 2018; HUANG, et al. 2018; 

HUANG, et al. 2019) esperava-se maiores teores do íon nas linhagens transformadas. 

Entretanto, apenas a linhagem #1 apresentou aumento significativo dos teores de NO3
- no tecido 

da raiz, tanto após 72h de supressão de N quanto 24h após o ressuprimento (Figura 28). Tal 

aumento na linhagem #1 também foi observado no tecido da bainha após 72h de supressão de 

NO3
-, porém o mesmo não sucedeu após o ressuprimento.  

 

 
Figura 28 Teores de nitrato (N-NO3

-) em raiz, bainha e folha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 e 

planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 72h, sendo tempo zero 

as plantas coletadas imediatamente após esse tempo e 24 horas após o ressuprimento de N-NO3
- 

(5,0 mM). As barras representam erro padrão das médias de quatro repetições e as letras 

indicam diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

Os tecidos da bainha e folha das linhagens apresentaram teores significativamente 

menores de NO3
-. Essa redução poderia estar relacionada a menor atividade de transporte em 

decorrência da fusão do transportador OsNPF7.8 com a proteína de florescência GFP. Contudo, 

Chopin, et al. (2007) compararam linhagens de A thaliana superexpressando o gene AtNRT2.7 

fusionado ao GFP (p35S:GFP-AtNRT2.7) com linhagens sem a proteína GFP (p35S:AtNRT2.7) 

e identificaram atividade similar de influxo de 15NO3
- em ambos mutantes, demonstrando que 

a fusão com o GFP não impediu o transporte de NO3
-. 

Interessantemente a linhagem #4 apresentou os menores teores de NO3
- em todos os 

tecidos, mas na raiz, essa redução está associada a maior atividade da enzima Nitrato Redutase 

(NR), que foi significativamente menor após o ressuprimento (Figura 29). A enzima NR 

apresenta atividade citosólica, dessa forma é necessário que o nitrato esteja presente no citosol 

para que seja reduzido e então assimilado (ZHANG, et al. 2012). Entretanto, esse aumento 

significativo da atividade da enzima NR nesta linhagem não refletiu em aumento dos teores de 

amônio (Figura 30) ou N-amino (Figura 31). 
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Figura 29: Atividade da enzima Nitrato Redutase em raiz e folha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 e 

planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 72h, sendo tempo zero 

as plantas coletadas imediatamente após esse tempo e 24 horas após o ressuprimento de N-NO3
- 

(5,0 mM). As barras representam erro padrão das médias de quatro repetições e as letras 

indicam diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

O tecido da bainha das linhagens #4 e #15 apresentou redução significativa dos teores 

de amônio após o ressuprimento (Figura 30). Contudo, na folha durante o tempo zero (após a 

supressão por 72 horas) foi observado o contrário com um aumento significativo dos teores nas 

linhagens #1 e #4 (Figura 30).  

 

 
Figura 30: Teores de amônio (NH4

+) em folha, raiz e bainha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 e 

planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 72h, sendo tempo zero 

as plantas coletadas imediatamente após esse tempo e 24 horas após o ressuprimento de N-NO3
- 

(5,0 mM). As barras representam erro padrão das médias de quatro repetições e as letras 

indicam diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

É possível que este aumento dos teores de amônio na folha esteja relacionado com o 

transporte de longa distância da raiz para parte aérea, visto que não houve diferença 

significativa na atividade da enzima NR durante este período neste tecido (Figura 29). He, et 

al. (2017) estudando o transportador OsNPF7.2 utilizando linhagens com o gene silenciado por 

RNAi, não identificaram alterações significativas no conteúdo de NO3
- das plantas e na 

translocação de nitrato da raiz para parte aérea quando comparadas às não transformadas, 

comprovando a atividade no transporte intracelular, do citosol para os vacúolos. 

Mesmo com elevados teores de nitrato, as linhagens #4 e #15 apresentaram teores 

significativamente menores de N-amino na folha, inclusive na raiz e bainha quando comparada 
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as plantas WT. Teores significativamente menores de açúcares solúveis na raiz também foram 

observados durante o tempo zero e nas folhas após o ressuprimento (Figura 31). Estas alterações 

corroboram com a hipótese de alteração no acúmulo de nitrato nos vacúolos, segundo Fernandes 

(1978) na presença de NH4
+ ocorre um intenso processo de mobilização de esqueletos de 

carbono que é colocado em forma de amidas sinalizando a assimilação de N. Dessa forma, a 

redução dos teores de açúcares e de N-amino nas linhagens apontam as alterações no 

metabolismo de nitrogênio priorizando o acúmulo do nitrato nos vacúolos.  

 

 
Figura 31: Teores de N-amino e açúcares solúveis em folha, raiz e bainha de plantas de arroz 

(var. Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 linhagens #1, #4, #15 

e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 72h, sendo tempo zero 

as plantas coletadas imediatamente após esse tempo e 24 horas após o ressuprimento de N-NO3
- 

(5,0 mM). As barras representam erro padrão das médias de quatro repetições e as letras 

indicam diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

Quanto aos caracteres de produção as linhagens superexpressando o gene OsNPF7.8 

apresentaram aumento significativo da massa seca (entre 32 e 47%), do número de perfilhos de 

23 da linhagem #1 contra 12 da WT e do número de panículas de 36 da linhagem #1 contra 16 

da planta não transformada (Figura 32). O número de perfilhos é uma característica de grande 

importância no melhoramento de arroz (WANG, et al. 2018), a identificação de genes que 

alteram diretamente esta característica permitem determinar estratégias mais eficientes de 

melhoramento buscando produtividades cada vez maiores (SCHROEDER, et al. 2013). Huang, 

et al. (2019) reportaram o aumento do número de perfilhos e da massa fresca nas linhagens 

superexpressando as duas isoformas do gene OsNPF7.1. Wang, et al. (2018) também 

identificaram aumento significativo do número de perfilhos, e de panículas avaliando linhagens 

de arroz superexpressando o gene OsNPF7.2. A superexpressão das duas isoformas do gene 

OsNPF7.7 também ocasionaram o aumento significativo do número de perfilhos e de panículas 

(HUANG, et al. 2018). O gene OsNPF7.3 quando superexpresso também demonstrou aumento 

do número de perfilhos (FANG, et al. 2017). 
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Figura 32: Massa seca total (g.vaso-1), comprimento médio de perfilhos, número de perfilhos 

e de panículas por vaso de plantas do tipo selvagem (WT, var. Nipponbare) e linhagens #1, #4, 

#15 superexpressando o transportador de nitrato OsNPF7.8 no final do ciclo. As barras 

representam o erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença 

significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

Ao avaliarmos a produtividade de grãos, foi possível identificar um aumento 

significativo no número total de grãos das linhagens que chegou a 40% (linhagem #1 Figura 

33). Todavia, o experimento na casa de vegetação foi instalado durante o período 

outono/inverno e com isso as plantas sofreram com a redução do fotoperíodo afetando 

diretamente a produtividade por ocasionar menor enchimento de grãos. A superexpressão dos 

genes OsNPF7.1 (HUANG, et al. 2019), OsNPF7.2 (WANG, et al. 2018), OsNPF7.3 (FANG, 

et al. 2017) e OsNPF7.7 (HUANG, et al. 2018) também demonstraram beneficiar 

significativamente o número total de grãos. 

 

 
Figura 33: Peso de 100 grãos cheios (g), massa de grãos, número de grãos por vaso de planta 

do tipo selvagem (WT, var. Nipponbare) e linhagens #1, #4, #15 superexpressando o 

transportador de nitrato OsNPF7.8 no final do ciclo. As barras representam o erro padrão das 

médias de três repetições e as letras indicam diferença significativa entre as médias pelo teste 

Scott-knott (p<0,05). 

 

3.5 Efeito da Superexpressão do Gene OsNPF5.13 no Metabolismo de N. 

 

Os resultados da análise filogenética encontrados no Capítulo I (Figura 2) indicaram a 

possível analogia de função entre o gene OsNPF5.13 e os transportadores AtNPF5.16, 

AtNPF5.12 e AtNPF5.11 caracterizados em A. thaliana como atuantes no efluxo de nitrato a 

partir do vacúolo (HE, et al. 2017). Buscando observar essa relação com o efluxo de NO3
- no 
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metabolismo de N foi realizado o cultivo das linhagens #12, #21 e #29 superexpressando o 

transportador OsNPF5.13 sob alta disponibilidade de N-NO3
- (5mM Ca(NO3)2). É importante 

notar que o tempo zero considerado neste experimento é composto pelas plantas que receberam 

5mM de NO3
- até os 24 dias, sendo que a solução foi trocada a cada três dias, então as plantas 

do tempo zero estavam no 3° dia da solução contendo 5mM N-NO3
-. 

A análise de expressão gênica relativa identificou uma redução na superexpressão obtida 

com a transformação genética nas linhagens da geração T1 (Figura 24) quando comparada com 

as linhagens utilizadas no experimento da geração T2 (Figura 34). Essa redução pode ser 

associada com a regulação biológica realizada pelos fatores de transcrição da própria planta e 

com a eficiência do promotor P35S em monocotiledôneas.  

Os genes da família NPF são em sua maioria constitutivos, ou seja, expressos ao longo 

de todo desenvolvimento da planta (LERÁN, et al. 2014), dessa forma esse valor de expressão 

observado para o gene OsNPF5.13 é resultado da expressão natural do transportador, que está 

sujeita a regulação, somada a expressão do gene sob controle do promotor p35S. Entretanto, 

mesmo com essa redução as linhagens apresentaram ao menos o dobro de expressão do gene 

OsNPF5.13 quando comparada a não transformada (WT) (Figura 34).  

 

 
Figura 34: Expressão gênica relativa de linhagens de arroz (var. Nipponbare) 

superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13, linhagens #12, #21, #29, obtidas pela 

transformação via A. tumefaciens e cultivadas até a segunda geração e planta do tipo selvagem 

(WT), sob fornecimento constante de 5mM de N-NO3
- coletadas aos 24 DAG (tempo zero). As 

barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença 

significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). Todos os níveis de expressão 

foram normalizados quanto aos controles endógenos Ubiquitina (OsUBQ5) e Actina2 (OsActin2). 

As plantas transformadas apresentaram redução significativa na massa fresca das raízes, 

bainhas e folhas quando comparadas a planta não transformada (Figura 35). As linhagens 

apresentaram sempre menor massa em todas as partes da planta em todos os tempos analisados. 

Huang e colaboradores (2019) ao avaliarem linhagens superexpressando o gene OsNPF7.4 

também identificaram redução da biomassa das plantas. 
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Figura 35: Valores de massa fresca de raiz, folha e bainha de plantas de arroz (var. Nipponbare) 

superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, #29 e planta do 

tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo considerado tempo 

zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de N-NO3
-. As barras 

representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença significativa 

entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

Apesar da redução significativa na massa das plantas quando avaliamos a relação raiz/ 

parte aérea da massa fresca não houve diferenças significativas entre as linhagens e a planta 

não transformada (WT) mesmo com a aplicação da supressão de N por 96 horas (Figura 36). 

Essa ausência de diferença pode ser explicada pelo comprimento da raiz e da parte aérea onde 

também não foi observada diferença significativa (Figura 36). Apenas a linhagem #21 

apresentou redução significativa do comprimento de parte aérea em todos os tempos analisados, 

contudo esta linhagem foi a que apresentou menor massa fresca em todas as partes (Figura 35).  

 

 
Figura 36: Comprimento radicular, de parte aérea e relação raiz/parte aérea de plantas de arroz 

(var. Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, 

#29 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo 

considerado tempo zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de 

N-NO3
-. As barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam 

diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

Condições de deficiência leve de N tendem a provocar um crescimento maior e mais 

profundo das raízes laterais (BANG, et al. 2021) como foi observado no Capítulo 1 (Figura 6) 

em plantas de arroz da variedade Manteiga submetidas a 72 horas de supressão de N. Entretanto, 

quando observamos a relação raiz parte aérea podemos observar que mesmo com a redução 
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significativa da massa fresca nas linhagens a relação raiz/parte aérea não apresentou diferença 

em comparação a WT, dessa forma, podemos observar que houve uma relação de compensação 

da massa fresca com o crescimento da planta. 

Comparando o aspecto visual das linhagens superexpressando o gene OsNPF5.13 

quando comparado com a WT é possível perceber que houve uma redução no acúmulo de massa 

e no desenvolvimento da parte aérea (Figura 37). Dentre elas, a linhagem #21 é notadamente a 

mais afetada.  

 

 
Figura 37: Plantas selvagens da variedade Nipponbare (WT), linhagens mutantes 12, 21 e 29 

(#12, #21 e #29 plantas transformadas superexpressando o gene OsNPF5.13) submetidas a dose 

constante de N-NO3
- até os 24 dias após a germinação, considerado tempo zero. Barras 

representam 5 cm. 

 

As linhagens transformadas apresentaram teores de nitrato significativamente menores 

em todas as partes no tempo zero, que é o ponto onde as plantas receberam 5mM de N-NO3
- 

constante (Figura 38). Redução significativa dos teores de nitrato nas raízes também foi 

reportado por He, et al. (2017) em linhagens superexpressando o gene AtNPF5.12 em A. 

thaliana, este gene foi localizado pelos autores com expressão no vacúolo e caracterizado como 

atuante no efluxo de nitrato a partir do vacúolo. Corroborando com a hipótese de atuação deste 

gene (OsNPF5.13) no efluxo de NO3
- em arroz. 

 

 
Figura 38: Teores de nitrato (N-NO3

-) em raiz, bainha e folha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, #29 

e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo 

considerado tempo zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de 
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N-NO3
-. As barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam 

diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

Os teores de NO3
- na bainha das linhagens transformadas apresentaram redução 

significativa mesmo após 24h da supressão de N-NO3
- com o fornecimento de solução nutritiva 

sem N. O tecido da bainha é conhecido como atuante na reserva de nutrientes, como já foi 

reportado no primeiro capítulo, devido à baixa atividade das enzimas nitrato redutase e 

glutamina sintetase. Tendo isso em vista, a redução prolongada dos teores de NO3
- observados 

nas bainhas das linhagens reforçam o favorecimento da remobilização do íon que estava 

armazenado neste tecido para outros órgãos.  

O período de 96 horas de supressão do N em solução nutritiva foi suficiente para reduzir 

significativamente os teores de NO3
- nos tecidos. Por outro lado, é possível observar um 

aumento significativo dos teores do íon nas raízes das linhagens #21 e #29 após 96 horas de 

supressão do fornecimento de NO3
- (Figura 38), apontando a ocorrência de remobilização.  

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) foi significativamente maior nas raízes das 

três linhagens transformadas durante o tempo zero. Na linhagem #29 a maior atividade da NR 

perdura até 24 horas após a supressão (Figura 39). A concentração de NO3
- no citosol é o 

principal fator que controla a expressão da NR (HIREL, 2020). Du, et al. (2008) demonstraram 

a existência da correlação negativa entre a atividade da enzima NR e os conteúdos de NO3
- em 

folhas de repolho chinês. Tal relação inversa foi encontrada nas linhagens #21 e #29 onde 

podemos observar que os menores teores de nitrato nas raízes (Figura 38) estão associados a 

atividade significativamente maior da NR (Figura 39) indicando menor acúmulo de NO3
- nos 

vacúolos das plantas transformadas em relação a WT. 

Nas folhas, a atividade da NR foi significativamente menor na linhagem #29 durante o 

tempo zero. Após 24 horas de supressão de N, além da linhagem #29 a linhagem #21 também 

apresentou redução significativa da atividade (Figura 39). 

 

 
Figura 39: Atividade da enzima Nitrato Redutase em raiz, folha e bainha de plantas de arroz 

(var. Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, 

#29 e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo 

considerado tempo zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de 

N-NO3
-. As barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam 

diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

Como esperado, em resposta à maior atividade da enzima NR e aos menores teores de 

NO3
- foram observados maiores teores de amônio (Figura 40) e N-amino (Figura 41) nas raízes 

das linhagens transformadas em comparação com as plantas não transformadas, confirmando a 

maior atividade metabólica de redução e assimilação de NO3
- neste tecido. Tal preferência de 
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acúmulo e redução na raiz também foi reportado por Santos, et al. (2011) ao avaliar as 

variedades IAC-47 e Piauí apontadas como linhagens mais eficientes na absorção e uso de N. 

 

 
Figura 40: Teores de amônio (NH4

+) em folha, raiz e bainha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, #29 

e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo 

considerado tempo zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de 

N-NO3
-. As barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam 

diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

Nas folhas, apesar da menor atividade da NR e dos teores reduzidos de NO3
- foi 

observado teores significativamente maiores de amônio, principalmente na linhagem #21 

(Figura 40), e de N-amino (Figura 41) nas linhagens transformadas nos três tempos avaliados. 

As raízes das plantas transformadas também apresentaram teores significativamente maiores de 

N-amino no tempo zero e após 24h de supressão de N. He, et al. (2017) ao avaliarem linhagens 

superexpressando os genes AtNPF5.11, AtNPF5.12 e AtNPF5.16 identificaram maior 

proporção de 15NO3
- na parte aérea das linhagens transformadas quando comparada a WT, 

indicando que os genes homólogos ao analisado neste trabalho melhoraram o transporte de NO3
- 

de longa distância, das raízes para parte aérea, o que corrobora com os resultados aqui 

apresentados.  

 

 
Figura 41: Teores de N-amino em folha, raiz e bainha de plantas de arroz (var. Nipponbare) 

superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, #29 e planta do 

tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo considerado tempo 

zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de N-NO3
-. As barras 
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representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença significativa 

entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05).  

É importante notar que no tempo zero apesar dos teores significativamente menores de 

NO3
- no tecido da bainha (Figura 38), não foram observadas alterações significativas nos teores 

de amônio no mesmo momento (Figura 40), mas houve um aumento dos teores de N-amino 

(Figura 41) e açúcares solúveis (Figura 42) neste tecido, nas três linhagens mutantes em 

comparação com a WT. Estes resultados evidenciam que a superexpressão do gene OsNPF5.13 

promoveu a remobilização do NO3
- e aumentou a estabilidade na assimilação de nitrogênio.  

O aumento significativo dos teores de N-amino encontrado pode estar relacionado com 

a redução significativa da massa fresca das linhagens (Figura 35). Huang, et al. (2019) também 

evidenciaram um aumento significativo de N-amino nas linhagens superexpressando o gene 

OsNPF7.4, os autores apontaram a influência desse acúmulo de aminoácidos na inibição do 

acúmulo de biomassa das plântulas, afetando o perfilhamento e a produtividade das linhagens. 

Essa resposta ao acúmulo de N-amino também foi reportada por Lu, et al. (2018) ao estudarem 

o transportador de aminoácidos OsAAP3 em arroz. 

Contudo, durante a supressão não houve diferença significativa nos teores de N-amino 

no tecido da bainha das linhagens transformadas mesmo com o aumento dos teores de amônio 

e dos teores de açúcares solúveis. Este comportamento ressalta a atuação do tecido da bainha 

como tecido de reserva de nutrientes como foi apontado no capítulo I (item 3.2) e por Santos, 

et al. (2005 e 2011).  

 

 
Figura 42: Teores de açúcares solúveis em folha, raiz e bainha de plantas de arroz (var. 

Nipponbare) superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 linhagens #12, #21, #29 

e planta do tipo selvagem (WT), submetidas a supressão de N-NO3
- por 24 e 96h, sendo 

considerado tempo zero as plantas coletadas 72h após a troca da solução nutritiva com 5mM de 

N-NO3
-. As barras representam erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam 

diferença significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

Avaliando a produção até o final do ciclo, a linhagem #12 apresentou aumento 

significativo da massa seca (Figura 43). Entretanto, esse aumento não teve relação com o 

número de perfilhos ou de panículas, visto que não houve diferença significativa entre a 

linhagem e a planta não transformada para essas características (Figura 43). 

As linhagens #21 e #29 apresentaram aumento significativo do número de panículas, 

visto que as linhagens apresentaram ~21 panículas contra apenas 16 da não transformada 

(Figura 43). Contudo, essas linhagens também apresentaram comprimento médio de perfilhos 

significativamente menor e não diferiram significativamente na produção de grãos (Figura 44). 
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Huang, et al. (2019) ao avaliarem a superexpressão das isoformas do gene OsNPF7.4 

identificaram redução significativa do número de perfilhos, número de grãos cheios e de 

produtividade de grãos por planta. 

 

 
Figura 43: Massa seca total (g.vaso-1), comprimento médio de perfilhos, número de perfilhos 

e de panículas por vaso de planta do tipo selvagem (WT, var. Nipponbare) e linhagens #12, 

#21, #29 superexpressando o transportador de nitrato OsNPF5.13 no final do ciclo. As barras 

representam o erro padrão das médias de três repetições e as letras indicam diferença 

significativa entre as médias pelo teste Scott-knott (p<0,05). 

 

As linhagens apresentaram redução significativa no número de grãos cheios 1,8g da 

linhagem #12 contra 6,1g da WT (Figura 44). Entretanto, o cultivo das plantas foi realizado no 

período outono/inverno e por isso sofreram com a redução do fotoperíodo afetando a 

produtividade e o enchimento dos grãos. 

 

 
Figura 44: Peso de 100 grãos cheios (g), massa de grãos, número de de grãos por vaso de planta 

não transformada (WT, var. Nipponbare) e linhagens #12, #21, #29 superexpressando o 

transportador de nitrato OsNPF5.13 no final do ciclo. As barras representam o erro padrão das 

médias de três repetições e as letras indicam diferença significativa entre as médias pelo teste 

Scott-knott (p<0,05). 

 

A superexpressão do gene OsNPF5.13 demonstrou uma redução dos teores de nitrato, 

contudo as linhagens transformadas apresentaram maiores teores de N-amino, NH4
+ e açúcares 

solúveis, indicando maior estabilidade no metabolismo de N mesmo após 96h de restrição de 

N em solução nutritiva. Aém disso, as linhagens apresentaram maior número de panículas 

demonstrando que este gene pode ter influência na produtividade de grãos em arroz. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

A superexpressão do gene OsNPF5.13 resultou em linhagens com menores teores de 

nitrato nos tecidos, aumento na atividade da enzima nitrato redutase (NR) e na estabilidade da 

assimilação de NO3
-, com teores maiores de amônio, N-amino e açúcares solúveis. Estes 

resultados contribuem com a hipótese de atuação deste gene no efluxo de NO3
- a partir do 

vacúolo em arroz. 

Por outro lado, a superexpressão do gene OsNPF7.8 resultou em linhagens com maiores 

teores de NO3
-, menor atividade da enzima NR e redução dos teores de amônio, N-amino e 

açúcares solúveis, corroborando com a possibilidade de atuação deste gene no influxo de nitrato 

para o vacúolo. Além disso, a superexpressão desse gene ocasionou um aumento de até 40% 

no número total de grãos. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os resultados apresentados neste trabalho são inéditos no estudo de acúmulo e 

remobilização de nitrogênio e desempenham grande importância para a definição de estratégias 

a fim de reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados no cultivo de arroz. O que contribui 

diretamente para redução dos custos de produção e permite o cultivo de forma mais sustentável 

reduzindo os prejuízos ocasionados ao meio ambiente. 

Entretanto, ainda são necessários outros estudos para determinar a atuação dos 

transportadores OsNPF5.12, OsNPF5.15, OsNPF5.13 e OsNPF7.8 no metabolismo de N. 

Para os genes OsNPF5.13 e OsNPF7.8 recomenda-se a realização da localização 

subcelular da expressão dos transportadores para confirmar sua expressão no tonoplasto, 

expressão em ovócitos para confirmação do transporte de NO3
- e função efluxo/influxo e o 

estudo de plantas nocaute para estes genes buscando identificar a real importância desses no 

acúmulo/remobilização de NO3
-. E para o gene OsNPF5.13 a realização de estudos utilizando 

as linhagens obtidas em cultivo com 15N como fonte de nitrogênio, permitirá avaliar a relação 

deste transportador com o aumento da estabilidade de assimilação e no transporte de longa 

distância, da raiz para parte aérea. 
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