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RESUMO

Arruda, Leilson Novaes. Caracterizacdo funcional do transportador de nitrato
OsNPF4.11 (OsNRT1.2) e seus efeitos sobre a eficiéncia de uso de nitrogénio na
variedade de arroz Nipponbare. 2018. 80f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do
Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014.

O nitrogénio (N) é um dos elementos mais requeridos pelas plantas, sendo constituinte das
principais moléculas dos sistemas bioldgicos. Portanto, grandes quantidades séo aplicadas no
solo com o intuito de maximizar a produtividade. Entretanto até 70% do N aplicado pode ser
perdido por diferentes processos. Assim, Reduzir as quantidades de fertilizantes nitrogenados
e encontrar variedades com maior eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) sdo os principais
objetivos atualmente da nutricdo de plantas. Dentre as estratégias para aumentar a eficiéncia
de uso de N foi proposto no presente trabalho silenciar e superexpressar o transportador de
nitrato OsNPF4.11 em arroz da variedade Nipponbare. Para tal fim apds a obtencdo das
linhagens transformadas foram realizados trés experimentos em fitotrdbn e um em casa de
vegetacdo. As linhagens silenciando o OsNPF4.11 apresentam uma menor expressao dos
transportadores de alta afinidade na raiz, porém nas folhas o oposto foi observado, onde as
linhagens transformadas apresentaram maiores valores de expressdo em relagdo as plantas
WT. A superexpressdo do OsNPF4.11 também afetou a expressdo dos transportadores de alta
afinidade, onde na raiz (tato em alta como baixa disponibilidade de NOj3’) e nas folhas (sob
baixa disponibilidade) as plantas transformadas apresentaram uma redugdo na expressao dos
mesmos. Tanto a reducdo quanto o aumento nos niveis de expressdo do OsNPF4.11 afetou
negativamente a absorcdo de NOj3’, assim como o transporte do mesmo da raiz para a parte
aérea acarretando em plantas menores e com uma menor biomassa total. Além da absorcéo, as
alteracdes na expressao do OsNPF4.11 também afetaram a remobilizacdo do N para 0s graos,
acarretando um maior nimero de espiguetas estéreis e uma menor producdo, e assim uma
menor EUN.

Palavras chave: EUN. Nutri¢cdo nitrogenada. Oryza sativa L.
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ABSTRACT

Arruda, Leilson Novaes. Functional characterization of the nitrate transporter
OsNPF4.11 (OsNRT1.2) and its effects on nitrogen use efficiency in Nipponbare rice
variety. 2018. 80p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Nitrogen (N) is one the most required elements by plants, being constituent of the main
molecules of biological systems. Therefore, large quantities are applied to the soil in order to
maximize productivity. However up to 70% of the applied N can be lost by different
processes. Reducing Nitrogen fertilizer input and finding varieties with a high nitrogen use
efficiency (NUE) are the main goals of plant nutrition. Among the strategies to increase NUE,
was proposed in this work the knockdown and over expression of OsNPF4.11 nitrate
transporter in Nipponbare rice variety. For this purpose, after obtaining the transgenic lines
were carried out three experiments in growth chamber and one in a greenhouse. In the root of
knockdown plants, the high affinity nitrate transporters were down regulated, but in the leaves
the opposite was observed, in the transgenic plants high affinity nitrate transporters were up
regulated. Over expression of OsNPF4.11 also affected the expression of high affinity nitrate
transporters. In the root (both low and high nitrate availability) and in the leaves (under low
nitrate availability) high affinity nitrate transporters were down regulated. Both the reduction
and the increase in the expression levels of OsNPF4.11 negatively affected the nitrate uptake,
as well as the root to shoots transport, resulting in short plants with a lower total biomass. In
addition to the absorption, changes in the OsNPF4.11 expression also affected the N
remobilization to the grains, resulting in a greater number of sterile spikelets and a lower
yield, and thus a lower EUN.

Key words: Nitrogen nutrition. NUE. Oryza sativa L.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado a base alimentar da populacdo mundial, sendo a
principal fonte de energia para mais da metade da populacdo do planeta (Borém e Rangel,
2015). E um dos cereais de maior importancia no mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento devido ao fornecimento de carboidratos e proteinas importantes na dieta
alimentar da populacéo, constituindo o alimento basico para aproximadamente 2,4 bilhdes de
pessoas (Cancellier et al., 2011; Fidelis et al., 2011), além de ser uma planta modelo para
diversos estudos (Shi et al., 2010).

O Brasil ocupa hoje a nona posi¢do no ranking mundial de paises produtores de arroz,
com uma producdo de 12,3 milhGes de toneladas na safra de 2016/17 e uma produtividade
média de 6230 Kg.ha™ (Conab, 2017), destacando-se como o maior produtor fora do
continente asiatico (Borém e Rangel, 2015).

Devido ao consumo crescente nos Ultimos anos e a importancia do arroz na dieta
humana técnicas mais adequadas devem ser empregadas no seu cultivo com o intuito de
melhorar a qualidade e aumentar a sua producdo de forma sustentavel (Cancellier et al., 2011;
Fidelis et al., 2011).

Uma boa disponibilidade de N para plantas de arroz aumenta a &rea foliar, com
consequente aumento na interceptagdo da radiacdo solar, aumentando a taxa fotossintética,
influenciando diretamente no namero de perfilhos, nimero de paniculas, enchimento dos
gréos, e produtividade (Cancellier et al., 2011; Fidelis et al., 2011).

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes de maior demanda para as plantas, com
participagdo em quase todos os processos biolégicos (Kong et al., 2013). Aproximadamente
80% da atmosfera € constituida de N, porém esse N se encontra em uma forma muito estavel
(N,) indisponivel para as plantas. Alguns microrganismos sdo capazes de fixar esse N

atmosférico na forma de NH4+, que pode ser absorvido pelas plantas (Maathuis, 2009).

No solo a maior parte do N (acima de 98%) se encontra na matéria organica, a qual esta
indisponivel para as plantas. Apenas uma pequena fracdo se encontra na forma inorganica,
disponivel para as plantas (Dechorgnat et al., 2011). A forma inorganica em que o N se

encontra no solo depende das condigBes ambientais. Em condigGes aeradas, o nitrato (NO3) é
a maior fonte de N, porém em sistema de arroz inundado a difusdo de oxigénio pelas raizes,
devido a tecidos especializados denominados aerénquimas que facilitam essa difusdo, ocorre
0 processo de nitrificacdo em sua rizosfera e com isso ocorre a absor¢cdo de NO3™ pelas plantas
de arroz mesmo nestas condi¢fes, tendo um significativo efeito positivo no desenvolvimento
do vegetal (Kirk e Kronzucker, 2005).

Ja em condicdes de anaerobiose 0 NH;" é a principal forma de N disponivel no solo
(Funayamaet al., 2013), porém quando absorvido em grandes quantidades, o NH," pode se
tornar toxico para as plantas (Britto et al., 2001), tendo esse nutriente a absor¢do e 0
metabolismos altamente regulado nas plantas (Sonoda et al., 2003)

Devido a grande demanda de N para o crescimento vegetal (1~2% da massa seca)
grandes quantidades sdo aplicadas ao solo com o intuito de maximizar a producéo. Entretanto,
até 70% do N aplicado pode ser perdido para a atmosfera ou por lixiviacdo para o lencol
freético, lagos e rios, causando sérios problemas ambientais (Shi et al., 2010; Masclaux-
Daubresse et al., 2010), ndo sendo recuperado pelas plantas. Deste modo, reduzir a quantidade
de fertilizante aplicado e encontrar plantas com maior eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) é
um dos principais objetivos da nutricdo de plantas.

Como contextualizado, a agricultura moderna, apesar de produtiva, destaca-se pelo uso
intensivo de fertilizantes nitrogenados os quais podem trazer sérios danos ambientais além de
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ser um dos principais gastos na produgdo. Assim, espera-se com esse estudo identificar a
contribuicdo do transportador de NO3  OsNTR1.2 (OsNPF4.11) para o sistema de alta e baixa
afinidade de absorcdo de nitrato e caracterizar o seu papel nos mecanismos de adaptacéo de
plantas a ambientes de baixa disponibilidade de nitrogénio. Esses conhecimentos poderao ser
utilizados para a obtencdo de cultivares mais produtivas e com menor uso de adubos
nitrogenados, minimizando assim os custos de producéo e problemas ambientais.

Este trabalho teve como objetivo verificar como o transportador OsNPF4.11 contribui
para a absor¢do de nitrato no sistema de alta e baixa afinidade de arroz da variedade
Nipponbare, caracterizando sua participacdo para a adaptacdo de plantas a ambientes sob
baixa disponibilidade de nitrogénio, assim como avaliar se a superexpressdao do gene
OsNPF4.11 pode melhorar a habilidade das plantas em absorver N-NO3;™ em condigdes de
baixo e alto suprimento e verificar se o silenciamento do OsNPF4.11 influencia na habilidade
das plantas em absorver N-NO3™ em condi¢Ges de baixo e alto suprimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Absorc¢éo de NOg3

A absorcdo de NO; pelas raizes é realizada por proteinas pertencentes a familia

multigénica NRT1 e NRT2, e a reducio do NOs e a sintese de aminoacidos sdo realizadas por
trés principais enzimas: nitrato redutase (NR), nitrito redutase (NIR) e glutamina sintetase
(GS) (Castaings et al., 2011).

Os transportadores de NO3 podem ser constitutivos ou induzidos pela presenca de seu
substrato NOs, e sdo classificados em dois sistemas de transporte de acordo com a sua
afinidade pelo substrato: sistema de transporte de alta afinidade (HATS — High Affinity
Transport System) e sistema de transporte de baixa afinidade (LATS - Low Affinity Transport
System) (Cerezo et al., 2001).

Os sistemas de transporte de NOjz sdo constituidos de duas principais familias de
transportadores, NRT1 e NRT2. Os membros da familia NRT1 participam do LATS e o0s
membros da familia NRT2 participam do HATS. O LATS atua em concentracfes externas
geralmente superiores a 1ImM de NO3 enquanto o HATS pode atuar numa ampla faixa de
concentracéo (Cerezo et al., 2001) (Figura 1).

Recentes estudos tém demonstrado que os membros da familia NRT1 podem também
transportar solutos com distintas fungdes fisiologicas, tais como hormonios (acido abscisico
(ABA) e auxina (IAA), glucosinolatos, peptideos e aminoacidos (von Wittgenstein et al.,
2014; Léran et al., 2014). Devido a isso, Léran et al. (2014) propuseram uma nomenclatura
unificada dos transportadores da familia NRT1, no qual os mesmos foram divididos em oito
subfamilias NPF1 a NPF8 (NRT1 PTRFAMILY). Da mesma forma von Wittgenstein et al.
(2014) propuseram uma separacao filogenética dos transportadores da familia NRT1 em 10
supergrupos (de A a J) os quais compartilham fungdes comuns.

NRT2.3
NRT2 L | NRros
e | Sy ] NRT2.6
HATS <: NRT2.7
[NO5] < 1 mmol L
NRT2 NRT2.1
iHATS NRT2.2
NRT
NRT1.1a NPF6.3
NRT1 NRT1.1b NPF6.5
LATS —>| NRTl.1c NPF6.4
[NO51> 1 mmol L™ NRT1.2 NPF4.11
NRT1.3 NPF6.6
NRT1.4 NPF6.2
NRT1.5a NPF7.9
NRT1.5b NPF7.11
NRT1.7 NPF2.5

Figura 1. Sistemas de absorcdo de NOs; (NRT: Nitrate transporter) de alta (NRT2) e baixa
afinidade (NRT1) em arroz Oryza sativa L. cHATS (constitutivos); e IHATS
(induziveis). Adaptado de: Souza e Fernandes (2006).



Nos Ultimos anos, varios estudos com transportadores de N tem sido realizados com o
intuito de identificar genes que podem ter um importante papel na absorcdo de N e contribuir
para a eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), e esses estudos demonstraram que 0S
transportadores de alta afinidade (HATS) tem um papel fundamental na eficiéncia de
absorcao sob baixa disponibilidade de N (Kiba e Krapp, 2016).

Expresso na epiderme, cortex e endoderme das células das partes maduras da raiz, o
transportador NRT2.1 estd localizado na membrana plasmatica e € um dos principais
componentes do sistema HATS de plantas Arabidopsis, principalmente em baixas
concentracBes de nitrato. Um segundo gene da familia NRT2, o NRT2.2 tem sua localizagdo
no cromossomo | préximo ao NRT2.1 em Arabidopsis, porém tem apenas uma pequena
participacdo no HATS, exceto na perda do NRT2.1 (Dechorgnat et al., 2011). Em Arabidopsis
thaliana mutantes com a perda da fungdo dos genes AINRT2.1 e AtNRT2.2, e assim, a
interrupcdo simultanea desses transportadores resultou numa reducdo de até 80% no
transporte de alta afinidade induzido por NOs™ (IHATS) e de até 30% no transporte de alta
afinidade constitutivo (CHATS) (Li et al., 2007) demonstrando a importancia desses
transportadores para o transporte de alta afinidade.

Em arroz, outro integrante do HATS, 0 OsNRT2.3 produz dois diferentes transcritos em
funcéo de um splicing alternativo: OsNRT2.3a e OsNRT2.3b (Feng et al., 2011). Em plantas
de arroz, o nocaute da expressao do OsNRT2.3a por RNA interferente impediu o
carregamento de NO3™ no xilema e reduziu o crescimento da planta em baixo suprimento de
NOs (0,5 mM), porém comprando com as plantas tipo selvagem a absorcdo de NOj™ pelas
raizes nao foi afetada (Tang et al., 2012). Ja em linhagens superexpressando o OsNRT2.3b
sob o controle do promotor do gene da Ubiquitina, em condi¢des de campo, houve um
aumento na producdo de grdos em aproximadamente 35 a 54%, e na EUN em até 80%, porém
0 mesmo néo foi observado para as linhagens superexpressando 0 OsNRT2.3a nas mesmas
condig0es (Fan et al.,2016).

Outro membro da familia NRT2, o OsNRT2.4, em arroz, é expresso tanto nas raizes
quanto na parte aérea, sendo expresso principalmente na base lateral das raizes primordiais e
nas folhas, mas também foi detectada a sua expressao nas flores (Feng et al., 2011). Feng et
al., 2011 observaram que ao cultivar plantas de arroz com auxina sintética NAA houve um
aumento da expressdo do OsNRT2.4, e que o contrario aconteceu com um inibidor do
transporte de auxina NPA, 0 que sugere que esse gene pode ter uma importante fungdo para o
desenvolvimento da raiz lateral, assim como pode estar envolvido na sinalizacdo de auxina.
Plantas de arroz cultivadas com baixo suprimento de NO3 (0,15 mM) apresentaram alto nivel
de transcritos do OsNRT2.4 nas raizes quando comparadas com plantas que receberam um
alto suprimento (5mM), assim como a reducgdo no suprimento de NO3 (5mM para 0,15mM)
resultou em grande indugdo na sintese de transcritos desse transportador, indicando um
possivel envolvimento na adaptacio ao baixo suprimento com NO3 (Bucher et al., 2014).

Em coleoptilos de arroz cultivados com 0,2 mM NOs, OsNRT2.4 houve forte indugéo
apos o inicio do tratamento com NOgz, atingindo aumento de expressdo de mais de 20 vezes,
indicando um papel importante desse transportador na absor¢do de NOsz sob baixa
concentracdo (Takayanagi et al., 2011).

A absorgdo do nitrato é regulada tanto em nivel transcricional como pos transcricional.
Os transportadores CHL1 (NRT1.1), NRT1.2, NRT2.1, NRT2.2 sdo regulados
transcricionalmente pelo nitrato, nitrito, aménio, glutamina, fonte de N, luz, sacarose, ritmo
circadiano e pH. E a existéncia de uma forte correlagdo entre a abundancia de transcritos
desses genes e a atividade de absorcdo de nitrato sugere que a regulagdo transcricional
representa um papel importante na modulacdo da atividade de absorcao desse ion (Wang et
al., 2012c). Como exemplo, o transportador NRT2.1 tem sua expressdo induzida pela baixa
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disponibilidade ou pela auséncia de N, e € reprimido em altas concentracdes de N em uma via
envolvendo o transportador NRT1.1 (Kraiser et al., 2010).

Alguns transportadores da familia NRT2 requerem uma associacdo com a proteina
NAR?2 para o transporte de nitrato em faixas de concentracao relativamente baixas. OSNAR2.1
é expressa principalmente em células epidérmicas da raiz e tem sua expressao induzida por
NOs™ e reprimida por NH4" (Feng et al.,2010). Liu et al (2015) analisando a regido promotora
do OsNAR2.1 verificaram que a regido entre -129pb a -1pb é necessaria para uma ativacao
completa induzida por nitrato do OsNAR2.1, e que um fragmento de 20pb entre -191 pb a -
172bp contém elementos-cis essenciais para aumentar a resposta do OsNAR2.1 ao nitrato,
onde este fragmento possui sequéncias conservadas entre varios promotores dos genes NAR2
em plantas superiores, e uma alta similaridade com elementos responsivos a NO3;™ (NRE).

Foi verificado que essa proteina interage com NRT2.1, NRT2.2 e NRT2.3a, ndo s6 com
a proteina, mas tambeém com o RNA mensageiro (mMRNA), e apresenta um papel importante

na absorcdo de NOs a baixas e altas concentragdes (Xu et al., 2012). Recentemente Kotur et
al. (2015) verificaram que em raizes de Arabidopsis o AtNRT2.5 interage com a proteina
AtNAR2.1 formando, nas membranas, um complexo polipeptidico oligomérico de
aproximadamente 150 kDa, o qual € um dos principais participantes do cHATS, e que tem um
papel critico na inducdo dos iHATS em plantas com deficiéncia de N.

Anélise de expressdo identificou que os transcritos de AtNAR2.1 sdo modulados
principalmente pela quantidade de N na planta (Guo et al., 2011). Em raizes de Arabidopsis
os polipeptidios de NRT2.1 e NAR2.1 interagem diretamente na membrana plasmatica para
constituir um oligbmero que pode ser uma unidade funcional para um influxo de alta

afinidade de NO3 (Yong et al., 2010). Em Arabidopsis o transportador de NO; AtNRT2.1 n&o
é corretamente enderecado & membrana plasmatica, sendo as AtNAR2s indispensaveis para o
enderecamento dos NRT2s a membrana plasmatica, indicando que as proteinas NAR2 nao
funcionam como transportadores, mas sim representando um papel facilitador para o
enderecamento de alguns NRT2 & membrana plasmatica (Guo et al., 2011).

Plantas de arroz superexpressando o transportador OsNRT2.1 sob o controle do
promotor da Ubiquitina (pUbi:OsNRT2.1) ou do promotor da proteina acesséria OsSNAR2.1
(pOsNAR2.1:0OsNRT2.1) exibiram um aumento na producdo de biomassa de até 38%
comparado com plantas tipo selvagem. Porém as plantas pUbi:OsNRT2.1 apresentaram
reducdes na producdo de grdos de até 18,4%, na eficiéncia agronémica no uso de N (de até
22%) e na eficiéncia fisiol6gica no uso de N (de até 71%), e um aumento na eficiéncia de
recuperacdo N (de até 115%) (Chen et al., 2016). O contrério ocorreu para as plantas
pOsNAR2.1:0sNRT2.1 que apresentaram um aumento em todos 0s parametros acima
mencionados comparados com as plantas tipo selvagem, indicando a importancia da
associacdo dessa proteina aos transportadores de alta afinidade para o transporte de NO3™ sob
baixa disponibilidade (Chen et al., 2016).

Outra proteina da familia NAR2, OsNAR2.2 € expressa principalmente sob baixa
disponibilidade de NOs3". Bucher et al. (2014) observaram uma indugdo desse gene quando as
plantas de arroz passaram de uma solu¢do com 5 mM para uma com 0,15 mM de NOj". Cai et
al. (2008) observaram em plantas de arroz da variedade Nipponbare um aumento de expressao
0,5 h apods o ressuprimento com 0,2 mM ou 2mM de NOj3’, ap0s as plantas passarem 5 dias em
uma solucdo sem N. Da mesma forma Arruda (2014) observou uma maior expressdo (de até
15 vezes) quando plantas de arroz de quatro variedades diferentes foram cultivadas
constantemente com 0,2 mM de NO3” em comparacao de quando foram cultivadas com 2 mM
de NOs.

Ao contrério da OsNAR2.1, a qual foi fortemente expressa nas raizes e teve uma fraca
expressao na parte aérea, OsNAR2.2 foi expressa constitutivamente tanto nas raizes quanto na
parte aérea de plantas de arroz cultivadas com 200 uM de KNO3 apds um periodo de privacao
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de N, pré-tratadas ou ndo com 500 puM de (NH,),SO,4 por 20h (Araki e Hasegawa, 2006). Da
mesma forma plantas de arroz da variedade Dongjin cultivadas sobre condi¢des limitantes de
N (0,072 mM de NH4NO3) apresentaram maiores niveis de expressdo (aproximadamente o
dobro) nas bainhas foliares comparadas com o tratamento controle (1,44 mM de NH;NO3)
(YYang et al., 2015). Juntos esses resultados sugerem que ao contrario do OsNAR2.1 que é um
gene expresso principalmente nas raizes, 0 OsNAR2.2 é expressa tanto nas raizes quanto na
parte aérea. Ao contrario do que foi observado para a OsNAR2.1, para OsNAR2.2 nédo foi
constatado qualquer interagdo entre ela e os transportadores de alta afinidade OsNRT2.1,
OsNRT2.2 e OsNRT2.3a (Feng et al.,2011).

Ao menos 80 genes pertencentes a familia NPF sdo encontrados no genoma do arroz
(Huang et al., 2018), onde o OsNPF4.1 (SP1) apresentou um papel importante no
alongamento das paniculas em arroz (Li et al., 2009) e 0 OsNPF8.20 (OsPTR9) apresentou
um papel importante na absorcdo de NH.", formacdo das raizes laterais e no aumento da
producdo (Fang et al, 2013), porém seus substratos ainda permanecem desconhecidos.

Recentemente foi demonstrado que OsNPF2.4 e OsNPF2.2 estdo envolvidos no
transporte de longa distancia de NO3 da raiz para a parte aérea (Xia et al., 2015; Li et al.,
2015). Nocaute do OsNPF2.4 reduziu a concentragdo de NO3z na seiva do xilema e a
producdo em plantas de arroz (Xia et al., 2015). OsNPF2.2 é principalmente expresso células
do parénquima ao redor do xilema, e plantas mutantes com o nocaute do OsNPF2.2
apresentaram altos niveis de NO3™ na raiz e reducéo no crescimento e desenvolvimento (Li et
al., 2015).

Localizado na membrana do tonoplasto, OsNPF7.2 é um transportador de NO3™ de baixa
afinidade, expresso principalmente nas zonas de alongamento e maturacdo da raiz,
especialmente esclerénquima, cortex e estelo e tem um papel fundamental na alocacéo
intracelular do NO3 nas raizes (Hu et al., 2016).

A maioria dos membros da familia NPF caracterizados até agora sdo transportadores de
baixa afinidade (HATS), com excecdo do OsNPF6.5 (NRT1.1b), o qual foi caracterizado
como transportador de dupla afinidade (Hu et al., 2015). OsNPF6.5 ¢ um produto de um
splicing alternativo do OsNPF8.9 (OsNRT1.1a) (Huang et al., 2018), o qual é um
transportador de NO3™ de baixa afinidade e é constitutivamente expresso na maior parte das
camadas externas da raiz, epiderme e pelos radiculares (Lin et al., 2000).

Em Arabidopsis o AtNRT1.1 (AtNPF6.3) é um transportador de nitrato de dupla
afinidade expresso no cortex, epiderme e endoderme da raiz, e estd envolvido ndao s6 no
sistema de alta como baixa afinidade. A regulacdo da atividade de transporte do AtNPF6.3
ocorre pela fosforilacdo do residuo de aminoécido treonina 101 (Thrl01) regulada pela
proteina kinase CIPK23 (calcineurin B-like-interacting protein kinase) (Wang et al., 2012c).
Quando o residuo Thrl01 se encontra fosforilado o AtNPF6.3 funciona como um
transportador de alta afinidade (HATS), e quando desfosforilado o AtNPF6.3 funciona como
um transportador de baixa afinidade (LATS) (Kraiser et al., 2010).

O AtNPF6.3 também esta envolvido nos processos de sinalizagdo os quais conduzem a
mudancas no desenvolvimento das raizes, funciona como um sensor de nitrato para ativar a
expressdao de genes relacionados ao metabolismo do ion, mudanca na germinagdo de
sementes, facilita o transporte de auxina em uma via reprimida pelo nitrato e também reprime
0 crescimento de raizes laterais em baixa disponibilidade de nitrato (Dechorgnat et al., 2011).

Outro membro do sistema de baixa afinidade (LATS) com um distinto modelo de
expressdo é o NRT1.2 (AtNPF4.6), onde em Arabidopsis ndo foi constatada sua expressao em
todas as regifes da célula, tecidos ou dérgdos, sendo apenas expresso especificamente nos
pelos radiculares e na epiderme das pontas e regides maduras da raiz, apresentando um Ky

para 0 NOs; em torno de 6 mM em ovocito (Huang et al., 1999). Ao contrario da expressio
induzida pelo nitrato do AtNPF6.3, 0 RNA mensageiro do AtNPF4.6 acumula mesmo na
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auséncia de nitrato, demonstrando ser um componente constitutivo do LATS (Dechorgnat et
al., 2011).

Kanno et al. (2012) identificaram que em Arabidopsis thaliana o AtNPF4.6 esta
envolvido no transporte de ABA, onde foi denominado AIT1 (transportador importador de
ABA), tendo um Ky pelo ABA de aproximadamente 5uM, sendo importante para o
fechamento estomatico nas hastes das inflorescéncias. O AIT1 foi localizado principalmente
na membrana plasmatica e pode estar envolvido no carregamento/descarregamento de ABA
nos vasos do xilema/floema (Kanno et al.,2012). Porém foi demonstrado que ndo ha uma
competicdo entre ABA e NO3 como substrato para o AtNPF4.6, e as reais fungdes desse
transportador no transporte de ABA ainda continuam desconhecidas (Kanno et al.,2015)

Entretanto, em arroz, esse transportador ainda ndo foi caracterizado e a suas func¢des no
transporte de nitrato e/ou hormonios permanecem desconhecidas.

2.2 Reducdo e Assimilacdo do NOs

Apos absorvido pelo sistema radicular o nitrato pode ser armazenado no vacuolo das
células radiculares, reduzido e assimilado nas raizes, ou enviado para a parte aérea, onde
podera ser reduzido e assimilado ou acumulado no vacuolo (Souza e Fernades, 2006).

A reducéo do nitrato ocorre em duas etapas, inicialmente 0 NO3z ¢ reduzido a nitrito
(NOy), no citosol, pela acdo da enzima nitrato redutase (NR) (Xuet al., 2012). A atividade da
NR pode ocorrer no citoplasma tanto das raizes como das folhas, sendo de uma forma geral

mais alta nas folhas, e é regulada principalmente pelo NO3, luz e CO,. Quando em condicoes
de escuro ou baixa concentracdo de CO, a NR se torna inativa, isso se da devido a uma
fosforilacdo realizada por proteinas quinases em um residuo de serina localizado entre as
subunidades prostéticas MoCo e FAD (Souza e Fernandes, 2006).

Em plantas de tabaco (Nicotiana Plumbaginifolia) a superexpressdo da enzima NR sob
o0 controle do promotor CaMV35S, a qual acarretou em aumento de até 154% na atividade da
enzima em comparacdo com as plantas tipo selvagem, resultou num decréscimo de até 47%
no contetdo de NOj3 nas folhas das plantas transformadas e um aumento no contetudo de
aminoéacidos (causado principalmente pelo aumento, de até 133%, no contetdo de glutamina
comparado com as plantas tipo selvagem), porém nenhuma diferenca foi observada no
conteddo total de N e na producédo total de biomassa, assim como nada foi mencionado a
respeito da NUE (Quilleré et al., 1994). Feil et al.(1993) analisando diferentes cultivares de
milho encontrou correlagdes positivas entre a atividade da NR e producéo de graos, biomassa
e absorcdo de N. E em plantas de arroz, a variedade Piaui, a qual é cultivada tradicionalmente
sob baixo uso de insumos no Estado do Maranhdo, apresentou uma maior atividade da NR
quando cultivada sob baixa disponibilidade de NO3 (0,2 mM) comparada com a variedade
melhorada IAC-47, assim como parametros cinéticos mais favoraveis a essa condicdo (alto
Vmax € baixo Ky), indicando uma maior adaptacdo dessa variedade a essa condi¢do (Santos et
al., 2011). Dessa forma podemos ver que a NR pode desempenhar um papel importante no
aumento da NUE nos vegetais.

O NO, produzido pela NR é entdo reduzido a aménio (NH4+), pela acdo da enzima
nitrito redutase (NiR). A reacdo ocorre por meio da transferéncia de seis eletros da molécula
de Ferredoxina reduzida (Fd.qg) para o0 NOs. A NiR ¢ encontrada nos cloroplastos na parte
aérea ou nos plastidios das células radiculares (Souza e Fernandes, 2006). A superexpressao
da NiR em plantas de N. Plumbaginifolia e A. thaliana, sob o controle do promotor
CaMV 35S, embora tenha resultado em aumento na atividade da enzima, nenhuma diferenga
no fenotipo foi observada entre as plantas transformadas e a plantas tipo selvagem (Crété et
al., 1997).



O amonio proveniente da redugdo do nitrato pela acdo sequencial das enzimas nitrato
redutase e nitrito redutase, ou diretamente absorvido por transportadores especificos (AMTS)
presentes na membrana plasmatica, € assimilado em aminoacidos por meio da via
GS/GOGAT (Xuet al., 2012). A primeira etapa na assimilacdo do amonio é realizada por
meio de uma reacdo dependente de adenosina trifosfato (ATP), catalisado pela enzima

glutamina sintetase (GS). A enzima GS incorpora o NH," produzindo glutamina, e isso se d&

pela ligacdo do NH, a0 grupo carboxilico de uma molécula de glutamato, usando a energia
fornecida pelo ATP (Souza e Fernandes, 2006). Existem duas isoformas de GS: uma
citossolica (GS1) e uma localizada no cloroplasto (GS2) (Chardonet al., 2012). Nas folhas a
principal isoforma é a GS2 que é essencial para reassimilar o aménio liberado pela
fotorrespiragdo, ja& a isoforma GS1 é pouco abundante, sendo mais expressa nos tecidos
vasculares, no caso do arroz nas células companheiras do floema, e € importe para a sintese de
glutamina, a qual é a principal forma de nitrogénio transportada pelo floema (Ishiyama et al.,
2004). Nas raizes a GS1 facilita a assimilacdo do amdnio absorvido do solo ou originario da
fixacdo bioldgica (Ishiyama et al., 2004). A proporcédo relativa em que as isoformas GS1 e
GS2 sdo encontradas no tecido vegetal € influenciada por diversos fatores, dentre eles estagio
de desenvolvimento e condi¢cdes ambientais, tal como a luz (Souza e Fernandes, 2006).

Em funcdo de seu importante papel na assimilagdo do N inorganico a GS tem sido
amplamente estudada. Por exemplo, a superexpressdo da GS2 em plantas de tabaco, sob o
controle do promotor da subunidade pequena da rubisco, acarretou numa diminuicdo dos
niveis de aménio nas folhas e um aumento no contetdo de glutamina e glutamato, assim
como um aumento na biomassa das plantas transformadas em comparacdo com as plantas tipo
selvagem (Migge et al., 2000). Também em plantas de tabaco, a superexpressdo da GS1
acarretou em um aumento de 70% na massa seca de parte aérea e de 100% na massa seca de
raiz, assim como um aumento de 50% na area foliar das plantas transformadas comparadas
com as plantas controle (vetor vazio) quando cultivadas por 8 dias sem N (Fuentes et al.,
2001). Também foram observadas correlagdes positivas entre a atividade da GS e biomassa, e
atividade da GS e proteina soltvel na folha (Oliveira et al., 2002). A superexpressao em
plantas de trigo da GS1 de feijdo (Phaseolus vulgaris) sob o controle do promotor da
subunidade pequena da rubisco de arroz, resultou em um aumento no conteddo de N total e
biomassa nos graos, assim como um da biomassa das raizes e da espiga (Habash et al., 2001).

Plantas mutantes de arroz exibindo um nocaute no gene OsGS1.1 apresentaram uma
reducdo na biomassa, nos niveis de glutamina e aminoacidos da familia do aspartato, um
aumento no contetido de NH,4", uma superacumulacio de aglcares (Kusano et al.,2011), e
também uma reducdo no enchimento dos gréos (Tabuchi et al., 2005) quando cultivadas com
NH," como unica fonte de N. Porém a reintroducdo do cDNA do OsGS1.1 sob o controle do
proprio promotor (reversdo fenotipica), com sucesso complementou a perda de funcdo do
OsGS1.1 (Tabuchi et al., 2005), indicando a importancia dessa enzima para a assimilagdo do
N.

A segunda etapa da assimilacdo do aménio € realizada pela enzima GOGAT, a qual
transfere o grupo amino da glutamina para o 2-oxoglutarato (o-cetoglutarato), formando duas
moléculas de glutamato (Ishiyamaet al., 2004), uma ira regenerar o ciclo (via GS/GOGAT) e
a outra pode ser usada nas reacdes biossintéticas (Souza e Fernades, 2006). Existem duas
isoformas da enzima GOGAT: uma dependente de NADH (NADH-GOGAT) e outra
dependente de FADH (FADH-GOGAT) (Xuet al., 2012). A NADH-GOGAT ¢ encontrada
principalmente em tecidos ndo verdes, como por exemplo raizes, nédulos e cotilédones em
desenvolvimento. Ja a isoforma FADH-GOGAT ¢é predominantemente encontrada nos
cloroplastos, sendo a principal forma de glutamato sintase encontrada nas folhas verdes de
arroz (Souza e Fernades, 2006). Plantas de tabaco superexpressando uma NADH-GOGAT de
alfafa (Medicago sativa) sob o controle do promotor CaMV35S apresentaram uma maior
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massa seca de parte aérea, € um maior conteldo de carbono e N na parte aérea comparadas
com as plantas controle quando cultivadas com 7,5 mM de NOs” ou NH,4" (Chichkova et al.,
2001). Enquanto que plantas mutantes de arroz com a perda da funcdo do gene OsNADH-
GOGAT2 devido a uma insercdo do retrotransposons Tos 17 na regido codificante,
apresentaram uma reducdo na massa seca de parte aérea (de até 39%), peso de panicula (até
47%), numero de espiguetas por panicula (até 39%) e no nimero de graos cheios (até 25%),
acarretando numa perda de producdo, quando cultivadas em condigdes de alagamento
comparadas com as plantas tipo selvagem (Tamura et al., 2011). Resultados similares foram
encontrados em plantas mutantes onde a perda da fungdo do gene OSNADH-GOGAT1
acarretou numa reducdo da biomassa total e da produgdo em condi¢bes de alagamento
(Tamura et al., 2010).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéo do Material Vegetal

As sementes de arroz da variedade Piaui foram desinfestadas em uma solucdo de
hipoclorito a 2% por 20 minutos sob agitacdo e em seguida foram lavadas dez vezes com agua
destilada. Depois de desinfestadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie
de uma lamina d'agua de um vaso de 700 mL, sustentadas por gaze. As plantas foram
cultivadas em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12horas/12horas (luz/escuro), fluxo
de fétons fotossintéticos de 300 pmol m™?s™, umidade relativa do ar de 70% e temperatura de
28°C/24°C (diurna/noturna).

Apo6s 0 nono dia apds a germinacdo (DAG), as plantas foram submetidas a uma solucgéo
nutritiva de Hoagland e Arnom (1950) com 1/2 de forca i6nica (FI) contendo 0, 2 mM de N-
NOs até o décimo quarto DAG, onde foram coletadas para a extracdo de DNA e RNA.

3.2 Extracdo de DNA e RNA

A extracdo de DNA e de RNA foi realizada simultaneamente utilizando a metodologia
proposta por Gao et al. (2001) com modificagfes. Amostras de raizes foram maceradas em N,
liquido e homogeneizadas em uma mistura contendo 800 pL de tampéo NTES (0,2 M Tris-Cl
pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,3 M NaCl;2% SDS), 600 pL de solucédo fenol:cloroférmio (1:1) e
agitadas por 5-10 minutos. Apos centrifugacdo a 18.000xg por 20 minutos a 4°C o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O DNA e RNA foram precipitados pela
adicdo de 1/10 volume de acetato de sodio 2 M pH 4,8 (NaOAcCpepc) € 1 volume de
isopropanol puro gelado. A seguir a mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de
centrifugacdo a 18.000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com 500 pL de etanolpepc 70% gelado seguido de centrifugacdo a 18000xg por 10
min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado em 500 pL de H,Opgpc €
0 RNA foi precipitado de forma seletiva pela adi¢do de 500 pL de cloreto de litio 4 M pH 4,8
(LiClpgpc). As amostras foram mantidas em gelo e na geladeira por uma noite e a seguir
centrifugadas a 18.000xg por 20 minutos. O sobrenadante, contendo DNA, foi transferido
para um novo tubo de 2 mL para a precipitacdo do DNA pela adicdo de 1/10 volume de
acetato de sodio 2 M pH 4,8 (NaOAcpepc) € 1 volume de isopropanol puro gelado,
armazenado a -80°C por uma noite, em seguida centrifugado a 18000xg por 20 minutos, e 0
precipitado foi dissolvido em 450 pL de H,O pepc, 50 pL de NaOAC pepc € 800 pL de etanol
absoluto gelado, precipitado a -80 °C por 30 minutos e em seguida centrifugado a 18.000 x g
por 10 minutos. O sobrenadante (apos precipitacio do DNA e RNA) foi descartado e o
precipitado lavado com 500 uL etanol 70% gelado e em seguida centrifugados a 18000xg por
10 minutos. O etanol fo iretirado com o auxilio de uma pipeta semi-automéatica para nao
desfazer o precipitado e os tubos mantidos abertos no gelo para a evaporacao total de etanol
por aproximadamente 10 minutos. O precipitado foi dissolvido em 40 pL de H,O DEPC e
armazenados a — 80° C. A qualidade do DNA extraido foi verificada em espectrofotémetro
por meio das relagdes Azso/Azze Azeo/Azgo € Visualizacdo em gel de agarose (1%) com
GelRed™ (Biotium).
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3.3 Sintese de cDNA

Apos a extracdo de RNA, procedeu a sintese de cDNA da seguinte forma: amostras de
0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich) seguindo as
recomendaces do fabricante. A sintese do cDNA (reacdo de transcrigdo reversa) foi realizada
utilizando a enzima SuperScript® Il Reverse Transcriptase (LifeTechnologies) de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

3.4 Superexpressao do Gene OsNRT1.2 (OsNPF4.11)
3.4.1Amplificacdo do gene de interesse

O geneOsNPF4.11 foi amplificado do cDNA da variedade Piaui, obtido de acordo com
0 item 6.3, utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Life Technologies).
Para clonagem desse gene nos vetores para superexpressao em arroz, foi utilizado o sistema
Gateway de clonagem (Invitrogen), que se baseia em reacdes de recombinacdo sitios
especificos. A sintese do cDNA (transcricdo reversa) foi realizada a partir do RNA total de
raizes de plantas de arroz cultivadas em solucdo nutritiva, como descrito acima. A primeira
reacdo de PCR foi realizada com primers hibridos que anelam no inicio e final do gene e leva
a metade do sitio de recombinacdo. A segunda reacdo foi realizada com um segundo par de
primers para a formacdo dos sitios de recombinacdo completos, attB1 e attB2 (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados para amplificagdo dos genes OsNRT1.2e OsNAR2.1, econstrucao
dos sitios de recombinacéo attB1 e attB2

Gene Primers Sequéncia
Gene / NPF4.11attB1 5'- AAAAAGCAGGCTACATGGAGGACGGTGCGGLCGGC-3
Y attBs NPF4.11attB2 5- AGAAAGCTGGGTATCCCTTGATGACCCCGGCGTT -3

3.4.2 Purificacdo do gene com os sitios de recombinacéao

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

Foi utilizado o PEG 8000/MgCl, para purificacdo, que pode remover fragmentos de até
300 pb. A purificacdo foi feita com cerca de 90 pL de reacdo da PCR, para aumentar a
quantidade de produto de PCR recuperado. Aos 90 uL do produto amplificado contendo os
sitios attB foram adicionados 270 pL de Tris-Hcl-EDTA (TE) pH 8,0 e 180 pL de PEG
(8000) contendo MgCl, (30 mM). Esta mistura foi agitada em vortex, e em seguida,
centrifugada a 10.000g por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo
retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta do lado oposto ao da formacdo do
precipitado. O precipitado foi dissolvido em 16 pL de TE pH 8,0 e a qualidade do produto
recuperado foi visualizada em gel de agarose (1%).

3.4.3 Reacdo BP recombinacao entre os sitios attB do gene e attP do vetor pDONR221
para a obtencéo do vetor de entrada

Apds a amplificacdo dos genes com os sitios de recombinacdo attB, a sua insercdo no
vetor do sistema gateway é realizada através de uma reacdo de recombinacdo entre os sitios
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attB que flanqueiam o gene e os sitios attP do vetor pDONR 221 (Invitrogen). Esta reacéo
recebe o nome se "Reacdo BP". O mesmo procedimento serd utilizado para a clonagem do
promotor e do peptideo de fusdo ao gene. Neste trabalho foi utilizado o promotor do gene
RCc3 que dirige a expressdo especifica na raiz. O gene foi fusionado ao "tag" de HA (3xHA)
para posteriores analises da presenca e niveis da proteina nos tecidos da planta. Estes trés
vetores, constituem os vetores de entrada (PENTR-RCc3; pENTR-NPF; pENTR-3xHA) para
posterior montagem do cassete de expressao.

A reacdo BP foi realizada utilizando o kit “Gateway® BP Clonase Il Enzyme Mix”
(Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, a reagdo BP foi utilizada
para transformagdo de células competentes de E. coli (DH5a), a fim de caracterizar os clones.

3.4.4 Reacdo LR: recombinacéao entre os vetores de entrada e o vetor de destino

Depois da obtencdo de todos os vetores de entrada nas reacdes BP, é necessario o uso de
um vetor de destino, ou seja, aquele que vai permitir a recombinacdo coordenada dos trés
vetores de entrada na reacdo de recombinacdo multipla, também chamada de reacdo LR, pois
envolve a recombinacdo entre sitios attL e attR entre os vetores doadores e 0 vetor de destino.
O vetor de destino utilizado foio pH7M34GW, que leva o agente de selecdo das plantas
transformadas, resisténcia a higromicina.

A reacdo de LR foi realizada utilizando o kit “Gateway LR Clonase II Plus Enzyme
Mix” (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. A confirmagéo da clonagem foi
feita por digestdo dos plasmidios com enzimas de restrigéo.

3.5 Construcao do Cassete de Expressao para Silenciamento do Gene OsNPF4.11

Foram construidos dois distintos microRNAs artificiais (amiRNA) especificos para o
gene OsNRT1.2. Para tal, foi utilizada a plataforma WMD3 - Web MicroRNA Designer
projetada pelo Dr. Weigel (Max Planck Institute for Developmental Plant Biology:
http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi). Como resultado a plataforma fornece
primers contendo os amiRNAs. Esses primers foram utilizados em rea¢des de PCR com o
vetor pNW55 para substituicdo do osa-MIR528 presente nesse vetor pelo amiRNA desejado,
mantendo a estrutura do anterior.

O produto de PCR foi digerido com as enzimas de restricdo BanHI e KpNI e
transferido para o vetor binario IRS154 onde o amiRNA ficara sob o controle do promotor da
ubiquitina de milho (UBIL:amiRNA-OsNPF) e leva o gene da higromicina fosfotransferase
(hpt) para resisténcia a higromicina.

3.6 Preparo de Células Competentes para Eletroporacao (DH5a)

O estoque de E. coli DH5a foi riscado em meio LB solido e incubado durante a noite a
37°C. Uma coldnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB sélido e mantida sob agitacéo
constante a 150 rpm durante a noite. No dia seguinte, 3 mL da cultura fresca foram inoculados
em 300 mL de meio LB liquido acondicionado em erlenmeyer de 2 L e transferido para
agitador orbital constante a 200 rpm a 37°C até a cultura atingir uma DOgg entre 0,5 a 0,8.
Depois de atingida a DOgqy, aliquotas de 50 mL da solucdo de células foram acondicionadas
em seis tubos falcon e mantidas em descanso no gelo por 30 min. Em seguida as células
foram precipitadas a 4.000 x g. por 15 min. a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células
foram cuidadosamente solubilizadas em 50 mL de &gua destilada estéril gelada, para retirada
do excesso de sais. As células foram novamente precipitadas como descrito acima e
solubilizadas em 25 mL de &gua destilada estéril gelada. As células foram entdo
acondicionadas em trés tubos falcon de 50 mL e novamente precipitadas como ja descrito. O
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precipitado de cada tubo foi solubilizado em 2 mL de glicerol (10%) gelado e as células
transferidas para um Unico tubo. Finalmente, as células foram precipitadas e solubilizadas em
550 uL de glicerol (10%) gelado. A suspensdo de células foi dividida em aliquotas de 50 L,
acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e mantidas em freezer -80°C para uso posterior.

3.7 Meio YEB para Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para cultivo de Agrobacterium tumefaciens foi usado 0 meio YEB contendo 5 g. L™ de
extrato de carne, 1 g. L™ de extrato de levedura, 1 g. L™ de peptona, 5 g. L™ de sacarose,
0,002 g. L™ de MgSOy,, pH 7,4. Para meios sélidos, foi adicionado agar (1,5%).

3.8 Preparo de Agrobacterium tumefaciens Competente

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB soélido
contendo Rifamicina (Rf) 100 pg. mL™ e Gentamicina (Gm) 40 pg. mL™, e incubado a 28°C
por 24 horas. Com o auxilio de uma alca flambada apenas uma col6nia isolada foi transferida
para um tubo falcon de 50 mL contendo 3 mL de meio YEB (Rf/Gm) que foi incubado a 28°C
em agitador orbital a 150 rpm por 48 horas. Apenas 2 mL da cultura fresca foi inoculados em
50 mL de meio YEB contendo Rf e Gm em erlenmeyer de 250 mL. A incubacéo foi realizada
a 28°C sob agitacdo constante de 150 rpm, até atingir uma DOgy de aproximadamente 0,6. A
cultura foi entdo dividida em dois tubos falcon de 50mL e incubada no gelo por 20 minutos. A
sequir, as células foram precipitadas a 1.000 x g. por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado solubilizado em 500 pL de uma solugdo contendo CaCl, (20 mM)
e glicerol (10%). As células foram divididas em aliquotas de 100 pL acondicionadas em
microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas em freezer a -80°C para uso posterior.

3.9 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Seréo estudadas as seguintes construgdes: RCc3:0sNPF4.11.3:3xHAe UBIL:amiRNA-
OsNPF4.11. Depois de caracterizadas as construcdes estas foram inseridas em Agrobacterium
tumefaciens estirpe LBA4404 com descrito a seguir.

Foi adicionado 1ug de plasmidio a 100uL de Agrobacterium competente, a mistura foi
homogeneizada suavemente e incubada no gelo por 30 minutos. As células com o plasmidio
foram congeladas em nitrogénio liquido por cinco minutos e em seguida incubada a 37°C em
banho-Maria por mais cinco minutos. Apds este tempo, foi adicionado 1mL de meio YEB, e
as células mantidas a 28°C, com agitacdo constante a 150 rpm durante duas horas. A
transformacédo (1mL) foi plaqueada em meio YEB s6lido com os antibidticos correspondentes
a construcdo (Sp/Sm) mais Rf-Rifamicina (100ug/mL) e Gm-Gentamicina (40ug/mL). Estes
dois Gltimos antibioticos sdo referentes a resisténcia genémica e plasmidial da Agrobacterium
LBA4404 armada. As placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento de col6nias (dois a
trés dias). A transformacéo foi confirmada por PCR de col6nia.

3.10 Transformacdo de Arroz da variedade Piaui Mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Para a transformacdo das plantas de arroz da variedade Piaui foram testados dois
métodos de transformacéao de TOKI et al. (2006) e Sahoo et al. (2011) com adaptacGes.

As sementes de arroz foram descascadas e em seguida desinfestadas com 40 mL de
etanol 70% e uma solucdo contendo 2,5% de hipoclorito e 0,05% de tween 20. Apos a
desisnfestacdo as sementes foram colocadas em placas de petri contendo meio N6D durante
15 dias a 32°C com ou sem luz constante (5000 lux) para a producdo dos calos

13



embriogénicos. Os calos com alta atividade de divisdo foram inoculados com Agrobacterium
tumefaciens, anteriormente ressuspendida em meio de ressuspensdo, e entdo transferidos para
placas contendo meio N6D-As recoberto por papel filtro umedecido com 0,5 mL de meio de
ressuspencao, e assim permanecendo por trés a sete dias a 25°C no escuro. Apds esse periodo
os calos foram lavados com &gua estéril e com uma solucdo contendo 200 mg.L™” de
Timentim para matar a Agrobacterium, transferidos para um meio de selecéo e incubados por
32°C por duas semanas. Os calos resistentes com alta atividade de divisdo foram transferidos
para 0 meio de regeneracdo de parte aérea, e incubados a 28°C.

3.11Transformacdo de Arroz da variedade Nipponbare Mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Para transformacdo de plantas de arroz foi utilizado o método de transformacgdo de
TOKI et al. (2006) com adaptacdes.

As sementes de arroz foram descascadas e em seguida desinfestadas com 40 mL de
etanol 70% e uma solucdo contendo 2,5% de hipoclorito e 0,05% de tween 20. Apos a
desisnfestacdo as sementes foram colocadas em placas de petri contendo meio N6D durante
15 dias a 32°C com luz constante (5000 lux) para a producdo dos calos embriogénicos. Os
calos com alta atividade de divisdo foram inoculados com Agrobacterium tumefaciens,
anteriormente ressuspendida em meio de ressuspensdo, e entdo transferidos para placas
contendo meio N6D-As recoberto por papel filtro umedecido com 0,5 mL de meio de
ressuspencao, e assim permanecendo por trés dias a 25°C no escuro. Apés esse periodo 0s
calos foram lavados com &gua estéril e com uma solucio contendo 200 mg.L™ de Timentim
para matar a Agrobacterium, transferidos para um meio de selecdo e incubados por 32°C por
duas semanas. Os calos resistentes com alta atividade de divisdo foram transferidos para o
meio de regeneracdo de parte aérea, e incubados a 28°C até o aparecimento das primeiras
plantulas (2 a 3 semanas). Logo apds a formacéo das plantulas, as mesmas foram transferidas
para o0 meio de inducdo de raizes. Apds a regeneracdo das raizes e parte aérea as plantas foram
colocadas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12horas/12horas (luz/escuro), fluxo
de fotons fotossintéticos de 400 pumol m™s™, umidade relativa do ar de 70% e temperatura de
28°C/24°C (diurna/noturna), para aclimatacdo por um periodo de 1 a 2 semanas. Ap0s esse
periodo as plantas foram levadas para casa de vegetacdo para obtencdo das sementes. A
composicado dos meios utilizados encontra-se detalhada no anexo 1.

Todas as linhagens transgénicas de arroz obtidas passardo por avaliacdo visando
identificar aquelas com apenas uma cépia do gene. Uma analise de segregacéo sera feita para
estimar o numero de inser¢Bes (espera-se que linhagens com apenas uma cépia do gene
apresente segregacdo 3:1 na geracdo T2). Para confirmacdo, uma analise de PCR em tempo
real serd também realizada.

As plantas que sofrem o procedimento de transformacdo sdo chamadas de TO, as
sementes destas plantas d&do origem as diferentes linhagens chamadas de T1, e as sementes
das linhagens T1 ddo origem a geracdo T2 onde ja é possivel observar a segregacdo. Com 0
cultivo das sementes das plantas da geracdo T2 separadamente ja € possivel identificar quem é
heme ou homozigota na geracdo T3. Para as analises serdo escolhidas apenas as linhagens
com uma Unica cépia do gene, porém com diferentes niveis de expressdo do gene em estudo.

3.12 Analise das Linhagens Transformadas Silenciando o Transportador OsNPF4.11

Apods a obtencdo das sementes das linhagens transformadas, as linhagens transgénicas
foram cultivadas em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro), fluxo
de fotons fotossintéticos de 400 pmol m™?s™, umidade relativa do ar de 70% e temperatura de
28°C/24°C (diurna/noturna).
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As sementes foram germinadas na superficie de uma lamina d'agua de um vaso de 700 mL,
sustentadas por gaze. No sexto dia ap6s a germinacao (DAG), as plantas foram submetidas a
uma solucdo de Hoagland & Arnom (1950) com 1/2 de forca idnica contendo 2mM de N-
NOg3 por seis dias. No 12° DAG as plantas foram submetidas a uma nova solugcdo com 1/2 de
forga ibnica contendo 0,2 mM de N- NOj assim permanecendo até o 18° DAG. No 18° DAG,
seis horas apds a troca de solucdo, todas as plantas foram coletadas (Figura 2).

Apos coletadas as plantas foram pesadas e 0 peso fresco da parte aérea e raiz, assim como
a relacdo raiz/parte aérea foram obtidos. Amostras de raizes foram coletadas e armazenadas a
-80 °C para as analises de expressdo génica do transportadores de NO3s.Amostra de raizes e
parte aérea foram coletadas, armazenadas em etanol 80% para posterior extracdo da fracdo
soltvel e determinacgdo dos teores de metabolitos soluveis. Raizes intactas das plantas WT e
das linhagens transformadas foram coletadas para analise dos parametros radiculares
utilizando o software WinRizo Arabdopsis (2012).

COLETA
6 DAG 12 DAG 18 DAG 6 horas

J | |

1/2 FI 1/2 FI
2 mM N-NO;- 0,2 mM N-NO;-

Figura 2. Esquema do experimento utilizando as linhagens silenciando o transportador de N-
NO3 OsNPF4.11, cultivadas seis dias sob suprimento normal de N (2 mM N-NO3) e
em seguida passando seis dias sob baixo suprimento de N (0,2 mM N-NO3’). Todas as
plantas foram coletadas no 18° DAG seis horas ap0s a troca de solucdo nutritiva.
DAG: dias ap0s germinacéo, Fl: forga i6nica.

3.12.2 Extracdo de DNA e RNA
A extracdo de DNA e RNA foi feita como descrito no item 3.2.
3.12.3 Sintese de cDNA

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich)
seguindo as recomendacBes do fabricante e a sintese de cDNA realizada com o kit “High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits” (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

3.12.4 Reagdes de PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, de acordo com as
recomendac0es do fabricante: 2 uL da mistura de primers forward+reverse (0,12 UM cada); 2
i L de 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne) e 2 p L da
reacdo de sintese de cDNA diluida 1:10. A mistura foi agitada por 1 minuto em agitador de
placas, centrifugada a 4000 rpm por 3 minutos e levada para o aparelho de PCR em tempo
real “Step One Plus Real Time PCR System” (Applied Biosystems). Os primers para 0s genes
estudados que codificam os transportadores de nitrato foram desenhados utilizando-se o
programa Primer Express2.0 (Applied Biosystems) (Tabela 1).

Foi realizada uma analise preliminar por meio do software geNorm-V3.5
(Vandesompele et al., 2002) par a escolha do controle endégeno mais adequado para
normalizacdo da expressdo génica. Os controles enddgenos utilizados encontram-se na Tabela
1. A expressdo génica foi calculada pelo método 2“1 (Livak e Schmittgen, 2001).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reagdes de PCR em tempo real para os genes de trés transportadores de
nitrato de alta afinidade (OsNRT2.1 a 2.3), dois transportadores de nitrato de baixa afinidade (OsNRT1.1,1.2 e 1.5, OsNPF2.4¢e 7.2),
proteina NAR (OsNAR2.1 e 2.2) e os genes controle Actina (OsActl), Ubquitina 5(OsUBQS5), Ubquitina 10 (OsUBQ10 ), B-Tubulina
(Osb-TUB), Fator de alongamento (OsEF1a) e Ubquitina (UBC), de arroz e numeros de acesso no banco de dados do Rice Genome

Annotation Project(RGAP).

Gene N° acesso Forward primer Reverse primer
OsNRT2.1 LOC_0s02g02190 5’-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5’-GCGTGTTATCATCGAGTCGAACT-3’
OsNRT2.2 LOC_0s02g02170 5’-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5’-AAACGGTAACAAAACGTTCAACAG-3’
OsNRT2.3 LOC_0s01g50820 5’-ACGGAGACCGGGATCAAGTA-3’ 5’-CCCACTGCGGGAAGTAGATG-3’
OsNAR2.1 LOC_0s029g38230 5’-AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3’ 5°*-ACTTCACCGTGCTTGGGC-3'
OsNAR2.2 LOC_0s04g40410 5-ACGATCATGGCTCGGTTTG-3’ 5’-CAAGCACCGAGAACTACAAGGA-3’

OsNRT1.1(OsNPF6.4) LOC_0s03g01290 5-CGAGGTTGGTGCATTTTGTG-3’ 5-GCCGTGGTGTTCTCTTTTTTTT-3’
OsNRT1.2(OsNPF4.11) LOC_0s06g38294 | 5’-CAATCTGTAATGCAGGGTTAACTGTT-3’ 5’-AGCATCCTCAAGACCACCAAA-3’
OsNRT1.5 LOC_0s02g46460 5’-ACGCGACTGTTACTGACCAC-3’ 5°-CAGTCGGCAATGCACAGAAG-3’
OsNPF2.4 LOC_0s03g48180 5’-TAGGATTAAGTGGGTGAGG-3' 5’-GTCAAACAGCAAGTAGCG-3'
OsNPF7.2 LOC_0s02g47090 5’-AAGACACTGACCTCTTCGGC-3’ 5’-CGCCGCGTTTCTTATCCTTG-3’
Osb-TUB LOC_0s01g59150 5’-GCTGACCACACCTAGCTTTGG-3’ 5’-AGGGAACCTTAGGCAGCATGT-3’
OsuUBQ10 LOC_0s02g06640 5-TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG-3’ 5’-GCACCACAAATACTTGACGAACAG-3’
OsuBC LOC_0s02g42314 5’-CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA-3’ 5’-AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGT-3’
OsEFla LOC_0s03g08020 5’-CTCTTGGTCGTTTTGCCGTG-3’ 5’-TGCAGATATGGAAAGCACCACT-3’
OsACT1 LOC_0s03g50885 | 5-CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA-3" | 5-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA-3
OsUBC5 LOC_0s01g22490 5-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3' 5-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3'
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3.12.5 Anélise das fracGes nitrogenadas e agucares soltveis

Amostras de material coletado foram homogeneizadas em etanol 80%, trituradas e
filtradas com a auxilio de papel filtro e gaze, e apos particdo com cloroférmio (Fernandes,
1984) a fracdo soltvel obtida foi utilizada para a determinagcdo dos teores de N-amino livre

(Yemm & Cocking, 1955), N-NOs (Miranda et al., 2001), N-NH;" (Felker, 1977) e aclcares
solaveis (Yemm & Willis, 1957).

3.12.6 Anélise dos parametros radiculares

Para as andlises dos parametros radiculares as raizes serdo escaneadas e as imagens
serdo analisadas utilizando o sofftware WinRizo Arabdopsis (2012). Serdo obtidos os
seguintes parametros: numero de bifurcacdes, nimero de pontas, didmetro médio, area de
superficie e volume.

3.13 Primeiro Experimento Utilizando as Linhagens Transformadas Superexpressando
0 Transportador OsNPF4.11

Apobs a obtencdo das sementes das linhagens transformadas (como descrito no item
6.14), as linhagens transgénicas superexpressando o transportador de nitrato OsNPF4.11
foram cultivadas como descrito no item 3.11.

Apos coletadas as plantas foram pesadas e 0 peso fresco da parte aérea e raiz, assim
como a relagdo raiz/parte aérea foram obtidos. Amostras de raizes foram coletadas e
armazenadas a -80 °C para as analises de expressdao génica do transportador de nitrato
OsNPF4.11. Amostra de raizes e parte aérea foram coletadas, armazenadas em etanol 80%
para posterior extracdo da fracdo soltvel e determinagdo dos teores de metabolitos sollveis.
Raizes intactas das plantas WT e das linhagens transformadas foram coletadas para analise
dos parametros radiculares utilizando o software WinRizo Arabdopsis (2012).

COLETA
6 DAG 12 DAG 18 DAG 6 horas
1/2 F1 1/2 FI
2 mM N-NO; 0.2 mM N-NOj

Figura 3. Esquema do primeiro experimento utilizando as linhagens superexpressando o
transportador de N-NO3 OsNPF4.11, cultivadas seis dias sob suprimento normal de N
(2 mM N-NOg3’) e em seguida passando seis dias sob baixo suprimento de N (0,2 mM
N-NOj3). Todas as plantas foram coletadas no 18° DAG seis horas apds a troca de
solucdo nutritiva. DAG: dias ap6s germinacdo, FI: forca idnica.

3.13.1 Extracdo de DNA e RNA

A extracdo de DNA e RNA foi feita como descrito no item 3.2.

3.13.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada como descrito no item 3.11.3.
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3.13.3 Reagdes de PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas como descrito no item 3.11.4.

3.13.4 Anélise das fracGes nitrogenadas e agucares solUveis

Analise das fragBes nitrogenadas e agucares soluveis foram realizadas como descrito no
item 3.11.5.

3.13.5 Anélise dos parametros radiculares

Analise dos parametros radiculares foram realizadas como descrito no item 3.11.6.

3.14 Segundo Experimento Utilizando as Linhagens Transformadas Superexpressando o
Transportador OsNPF4.11

Apo6s uma prévia selecdo das linhagens transformadas (experimento descrito no item
3.12), as sementes de arroz das linhagens selecionadas foram desinfestadas em uma solucéo
de hipoclorito a 2% por 20 minutos sob agitacdo e em seguida serdo lavadas dez vezes com
agua destilada. Depois de desinfestadas, as sementes foram colocadas para germinar na
superficie de uma lamina d'agua de um vaso de 700 mL, sustentadas por gaze. As plantas
foram cultivadas em cémara de crescimento, com fotoperiodo de 12horas/12horas
(luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos de 400 pmol m™ s*, umidade relativa do ar de
70% e temperatura de 28°C/24°C (diurna/noturna).

No décimo segundo dia ap6s a germinacdo (DAG), as plantas foram submetidas a uma
solucéo nutritiva de Hoagland e Arnom (1950) com 1/2 de forca idnica (FI) contendo2 mM de
N-NOs (suprimento normal de nitrogénio) ou 0,2 mM de N-NOj3. (baixo suprimento ) até o
vigésimo quinto DAG.

No 24° DAG, 3 horas ap0s a troca de solucdo (as 8 horas da manha), as plantas foram
coletadas e as amostras de raizes e parte aérea foram utilizadas para as analises expressdo
génica dos transportadores de nitrato, atividade das enzimas: Glutamina sintetase, Glutamato
sintase, Glutamato desidrogenase, parametros radiculares e fragdes soltveis (Figura 3). As
amostras vegetais foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a — 80°C até a extragdo
de proteina, DNA e RNA total.

COLETA
12DAG 15 DAG 18 DAG 21 DAG 24 DAG 3 horas
1/2 FI
0,2 mM N-NO5
1/2
2 mM N-NOy

Figura 4. Esquema do experimento para avaliacdo da expressdo génica dos transportadores de
nitrato, pardmetros radiculares e fragdes soliveis em plantas de arroz cultivadas sob
dois niveis de N-NO;. DAG: dias ap6s germinagdo, Fl: forga ibnica. Baixo
suprimento de N (0,2 mM N-NOg3’), Suprimento normal de N (2 mM N- NO3)).

3.14.1 Extracdo de DNA e RNA

A extracdo de DNA e RNA foi feita como descrito no item 3.2.

18



3.14.2 Sintese de cDNA
A sintese de cDNA foi realizada como descrito no item 3.11.3.
3.14.3 Reacdes de PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas como descrito no item 3.11.4.

3.14.4 Andlise das frac6es nitrogenadas e acucares soluveis

Anaélise das fracdes nitrogenadas e agucares sollveis foram realizadas como descrito no
item 3.11.5.

3.14.5 Extracgao de proteina para a analise da atividade de enzimas do metabolismo de N

Amostras de tecido armazenadas a -80°C foram maceradas com nitrogénio liquido e
homogeneizada em tampéo de extracdo composto por 50 mmol L™ de Tris-Cl pH=8,0, Immol
L™ de EDTA, 1,5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP), 10 mmol L™ de dithiothreitol (DTT),
30% de glicerol e Immol L™ de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF), na proporgdo 3:1
(tampdo: amostra). O extrato bruto foi centrifugado a 14.000g durante 30 min e o
sobrenadante (extrato protéico) armazenado no freezer a -80°C. O contelido de proteina foi
determinado como descrito por BRADFORD (1976), usando albumina de soro bovino como
padréo.

3.14.6 Atividade da glutamina sintetase

A atividade foi realizada como descrito por FARDEN e ROBERTSEN (1980). A
atividade foi realizada em 500 pL de uma solugdo contendo 50 mmol L™ de Imidazol-HCI pH
7,5, 5 mmol L™ de hidroxilamina neutralizada com Tris, 20 mmol L™ de MgCl,, 25 mmol L™
de L-glutamato, 5 mmol L™ de B-mercaptoetanol e 5 mmol L™ de ATP. O controle da reacéo
foi realizado sem a adicdo de ATP no meio de reacdo. A reacdo foi iniciada pela adic¢do de
50 pg de proteina ja incluidos nos 500 pL da reacgdo e conduzida a 30°C durante 30 min. A
reacdo foi paralisada pela adicdo de 350 pL de uma solu¢do composta por 4% (p/v) de acido
tricloroacético — TCA e 3,2% (p/v) de cloreto férrico anidro — FeCl; preparada em HCI 0,5
mmol L. O y-glutamil monohidroxamato (GHD) foi colorimetricamente determinado em
A=540 nm.

3.14.7 Atividade da Glutamato Sintase (NADH-GOGAT)

A andlise da atividade de Glutamato sintase, foi feita como descrito por SCHIAVON et
al., (2008). A atividade foi feita em ensaios contendo 25 mM de Hepes-NaOH (pH 7,5), 2
mM de L-glutamina, 1 mM de &cido alfa-cetoglutérico, 0,1 mM de NADH, 1 mM Na,EDTA
e 12 pL de extrato de enzima em 200 pL de volume final. O monitoramento da oxidacgédo de
NADH ¢é medida colorimetricamente em OD= 340 nm. A atividade foi expressa pela taxa de
alteracdo da densidade dptica pelo tempo.

3.14.8 Determinacdo da atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH) aminacdo e
desaminacéo

A atividade foi realizada como descrito por Turano et al. (1996). Na reagdo de
aminacao, a atividade da GDH foi determinada em 500 pL de solugcdo contendo 100 mM de
Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de (NH,),SO4; 13 mM de a-cetoglutarato; 0,25 mM de NADH; 1
mM de CaCl2 e 50ug de proteina. A reacdo foi iniciada com a adicdo da proteina e a cinética
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da atividade é determinada em dois minutos com registro a cada 5 segundos. A atividade foi
expressa pela taxa de decréscimo da densidade éptica com o tempo a 340 nm. Na reacdo de
desaminacéo, a atividade da GDH foi determinada em 500 uL de uma solugdo contendo 100
mM de Tris-HCI pH 9,3; 35 mM de L-glutamato; 0,25 mM de NAD"; 1 mM de CaCl2 e 50ug
de proteina. A reacdo foi iniciada com a adi¢do da proteina e a cinética é a mesma da reacao
de aminacdo. A atividade foi expressa pela taxa de alteragcdo da densidade optica pelo tempo a
340 nm.

3.14.9 Extracao de proteina para a analise de Western Blot

Amostras de raizes (5 g de massa fresca) foram trituradas com um mixer em 20 mL do
meio de extracdo contendo: Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0), sacarose 250 mmol L™, glicerol
100 mL L?, KI 150 mmol L, cloreto de colina 100 mmol L™, EGTA 2 mmol L, EDTA 2
mmol L™, polivinilpirrolidona (PVP) 10 g L™, fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) 1 mmol.L"
! ditiotreitol (DTT) 5 mmol L*, 2-mercaptoetanol 5 mmol L™ e 5g L™ de albumina. O
extrato foi filtrado em quatro camadas de gaze e em seguida submetido a uma centrifugacao
de 3.600 g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado a 8.000 g
por 10 minutos. O material resultante, denominado fragdo microssomal foram congeladas em
N liquido e armazenadas a -80°C para posterior anélise.

3.14.10 Anélise de Western Blot

Para confirmar o nivel de expressdo da proteina, apds a obtencdo da fragdo microssomal
como descrito no item acima, foi realizado a analise de Westen Blot para a imunodetec¢édo do
"tag" de HA (3xHA) ligado a proteina, usando o iBind Western Starter Kit (Thermo Fisher
Scientific) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Incialmente amostras de 20 pg de proteina total foram misturadas na proporgdo 1:1
(v/v) em tampdo de amostra 2X composto por: 125mM de Tris-HCI pH 6,8, 20% (v/v)
glicerol, 4% SDS, 10% B-mercaptoetanol e 0,01% de azul de bromofenol. A mistura foi
imediatamente aquecida a 85°C durante trés minutos. Uma breve centrifugacéo a 17.000xg foi
aplicada para precipitacdo de materiais insolGveis na amostra. As amostras foram aplicadas
em mini-gel TGX 10% (BioRad) no aparato mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad) a 100V por
90 min. Foi utilizado o marcador Magic Mark XP Western Protein (Thermo Fischer) que pode
ser detectado por quimioluminescéncia.

A transferéncia das proteinas do gel para membrana PVDF foi realizada usando o kit
mini PVDF transfer pack (BioRad) no equipamento Trans-Blot Turbo (BioRad) durante 3
min a 2,5 A constante. Ap6s a transferéncia, o imunobloting foi realizado usando o
dispositivo iBind Western System (Life Technologies) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Foi utilizado o anticorpo primario contra o tag de HA produzido em camundongo
na diluicdo de 1:1.000 (1pg/mL) e o anticorpo secundario contra o IgG de camundongo
produzido em cabra conjugado com a peroxidase (HRP) na concentracdo de 1:10.000 (0,1
Hg/mL). A deteccdo por quimioluminescéncia foi realizada usando o kit Super Signal™ West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fischer) seguindo as recomendacbes do
fabricante.

3.15 Experimento em Casa de Vegetacao para Analise de EUN

As sementes de arroz foram desinfestadas em uma solucéo de hipoclorito a 2% por 20
minutos sob agitacdo e em seguida serdo lavadas dez vezes com agua destilada. Depois de
desinfestadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie de uma lamina d'agua
de um vaso de 700 mL, sustentadas por gaze em cadmara de crescimento, com fotoperiodo de
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12horas/12horas (luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos de 400 pumol m™ s™, umidade
relativa do ar de 70% e temperatura de 28°C/24°C (diurna/noturna). Apds germinadas as
mudas foram transferidas para casa de vegetacdo onde foram plantadas em vasos de 9 L
contendo o horizonte A (0-20 cm) de um Chernossolo. O experimento foi realizado em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com dois tratamentos (duas doses de N) e com 4
repeticBes por tratamento. Metade das plantas receberam uma dose de 50 Kg de N.ha™ no
plantio na forma de NO5 e uma outra dose de 50 Kg de N.ha’na antese (tratamento com
adubacédo), a outra metade permaneceu sem N até a coleta (tratamento sem adubacdo). A
coleta foi realizada no estagio final de maturidade dos grdos. Amostras da bainha, folha e dos
grdos foram coletadas, secas em estufa e utilizadas para a analise de N-total de acordo com o
protocolo de (Tedesco, 1983).

Foram determinados os seguintes pardmetros de EUN: eficiéncia de absorcdo de N
(EADBN), eficiéncia de utilizacdo de N (EUtN) e eficiéncia de uso de N (EUN) de acordo com
o0 protocolo de Moll et al. (1981).

3.16 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias analisadas
pelo teste de Dunnet (p<0,05), utilizando o programa estatistico R (R Development Core
Team, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacdo de Arroz da variedade Piaui Mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Inicialmente o trabalho tinha como objetivo a transformacéo da variedade Piaui, a qual é
tradicionalmente cultivada no estado do Maranhdo sob baixa disponibilidade de insumos,
apresentando assim caracteristicas de adaptacdo a baixa disponibilidade de N de grande
interesse, como a maior expressdo dos transportadores de alta afinidade relacionados com um
maior influxo de N-NO3; em baixa dose de N (Arruda 2014; Bucher et al. 2014; Sperandio et
al. 2014). Assim como uma maior expressao do OsNPF4.11 sob baixa disponibilidade de
NO3;  em comparagdo com a variedade melhora IAC-47 (Bucher et al. 2014).

Para a transformacdo das plantas de arroz da variedade Piaui foram realizados alguns
testes utilizando os métodos de transformacdo de TOKI et al. (2006) e Sahoo et al. (2011)
com adaptacBes, como descrito no item 3.10. Foram realizados seis testes de transformacéo,
como descrito na Tabela 3 e Figura 5, para variedade Piaui, porém sem sucesso de reproducéo
do protocolo, tendo como principal dificuldade as etapas de transformacao e regeneracéo, ou
seja, em todos os testes ndo foram observados calos transformados (exceto no teste 5 que foi
observado apenas 1, o qual veio morrer logo em seguida), entdo por ndo haver calos
transformados, ndo houve calos regenerados.

Todos os meios utilizados encontram-se no Anexo |. Devido a dificuldade encontrada
para transformar as plantas de arroz da variedade Piaui, nesse estudo foi apenas realizada a
transformacéo das plantas de arroz da variedade Nipponbaire de acordo com o protocolo de
Toki et al. (2006).

Tabela 3. Resumos dos testes realizados utilizando os métodos de transformagéo de TOKI et
al. (2006) e Sahoo et al. (2011) com adaptagdes para a transformacéo da variedade de
arroz Piauli.

N° de plantas

Teste Procedimentos -
obtidas

Foi utilizado o meio AAM para a ressuspengdo da bactéria, 0 meio
1 N6DH para a selegéo dos calos transformados e os meios de regeneragdo 0
de parte aérea I e Il com o fitbrménio BAP
Foi utilizado o meio AAM para a ressuspencdo da bactéria, 0 meio
2 N6DH para a selecéo dos calos transformados e os meios de regeneragdo 0
de parte aérea | e Il com o fitbrménio BAP
Foi utilizado o meio AAM para a ressuspencdo da bactéria, 0 meio
3 N6DH para a selecdo dos calos transformados e 0s meios de regeneracado 0
de parte aérea | e Il sem o fitdrménio BAP
Foi utilizado o meio AAM para a ressuspencdo da bactéria, 0 meio
4 N6DH para a selecéo dos calos transformados e os meios de regeneragdo 0
de parte aérea Il e IV
Foitestadoa inducéo dos calos no claro e no escuro, 0s meios AAM e
MRA para a ressuspencdo da bactéria, os meios de selecdo N6DH e
MSM e os meios de regeneracdo de parte aérea V e VI e VII, de acordo
com o0 esquema abaixo.
Foi utilizado o meio AAM para a ressuspencdo da bactéria, 0 meio
6 N6DH para a selecdo dos calos transformados e 0s meios de regeneracdo 0
de parte aérea | e Il. Foi variado os dias de co-cultivo em 3, 5 e 7 dias.
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Indugiio dos Ressuspengiio da Selegiio dos Regeneragio da
calos bactéria calos parte aérea
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N6DH <
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Figura 5. Esquema utilizado no teste 6 para transformacdo da variedade de arroz
Piaui.Foitestado a inducéo dos calos no claro e no escuro, os meios AAM e MRA para
a ressuspencdo da bactéria, os meios de selecdo N6DH e MSM e 0s meios de
regeneracdo de parte aérea V e Vle VII.

4.2 Transformacdo de Arroz da variedade Nipponbare Mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Foram obtidas 78 linhagens da variedade Nipponbare contendo o amiRNA 13 e 23
linhagens com o gene OsNPF4.11 sob controle do promotor Rcc3 (Figura 6). Apds a
obtengdo das sementes foi feita a sua selecdo, em que, inicialmente todas as linhagens com
poucas ou quase nenhuma producdo de semente foram descartadas. As restantes foram
analisadas como se segue.
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Figura 6. Transformacdo das plantas de arroz da variedade Nipponbare. A: calos
embriogénicos da regido do escutelo de sementes de arroz da variedade Nipponbaire
germinadas em meio contendo 2,4-D. B: calos embriogénicos da regido do escutelo de
sementes de arroz da variedade Nipponbaire em processo de regeneracdo da parte
aérea em meio contendo Citocinina e ANA. C e D: calos embriogénicos da regido do
escutelo de sementes de arroz da variedade Nipponbaire em processo de regeneracao
de raiz. E: plantas de arroz da variedade Nipponbaire totalmente regeneradas sendo
cultivadas em casa de vegetagdo para a obtengdo das sementes.

4.3 Analise das Linhagens Transformadas Silenciando o Transportador OsNPF4.11
4.3.1 Selecdo do controle endégeno mais estavel para as analises de gRT-PCR.
8

Para a selecdo do controle endégeno mais estavel foi utilizado o método proposto por
Vandesompele et al (2002). Resumidamente para cada gene de referéncia o menor valor de Ct
observado foi subtraido do Ct de cada amostra e a diferenga exponenciada com base 2. Os
valores de expressdo (variando entre 0 e 1) foram entdo analisados utilizando o aplicativo para
excel geNorm V3.5 e os valores de estabilidade média da expressdo génica (M) obtidos. Os
resultados encontram se na Figura 7.
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Figura 7. Estabilidade média da expressdo dos controles enddégenos OsbTUB, OsACT,
OsUBQ10, OsUBQ5, OsEF1a e OsUBC, nas folhas e raizes das plantas WT e das
linhagens silenciando e superexpressando o transportador de NO3” OsNPF4.11.

Como podemos observar na Figura 7 0s genes menos estaveis (maiores valores de
estabilidade média) foram os genes OsbTUB e OsACTL, e 0s genes mais estaveis OsEF 1o €
OsUBC. Por apresentar maior estabilidade, no presente estudo foi utilizado como controle
enddgeno em todos os calculos de expressao, o gene OsEF I a.

4.3.2 Confirmacéo das linhagens de arroz silenciando o gene OsNPF4.11 por RT-gPCR

Das 78 linhagens obtidas contendo o amiRNA 13, ap6s a selecdo pela produgdo de
sementes, oito linhagens foram utilizadas em um experimento como descrito no item 3.11. A
RT-gPCR foi realizada para analisar o padrdo de expressao do gene OsNPF4.11 nas raizes das
plantas WT e das linhagens transformadas cultivadas com 0,2 mM de NOj por seis dias. Das
oito linhagens apenas 4 apresentaram uma reducdo na expresséo do transportador OsNPF4.11,
as outras 4, ao invés de uma reducdo, apresentaram um aumento de expressdo e foram
descartadas. Nas raizes a linhagem L#47 apresentou uma reducdo de apenas 20% e foi
descartada (Figura 8A). A linhagem L#70 apresentou uma reducao de expressao de 30% nas
raizes, porém nas folhas ndo apresentou diferenca de expressdo em relacdo as plantas WT, e
também foi descartada para as analises subsequentes (Figura 8B). As linhagens L#41 e L#63
apresentaram uma reducdo de expressdo 42% e 40% nas raizes e de 47% e 45% nas folhas,
respectivamente em relacdo as plantas WT (Figura 8), e foram usadas nas analises
subsequentes.
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Figura 8. Expressdo génica relativa do transportador de nitrato OSNPF4.11 em raizes (A) e
folhas (B) das plantas WT e das linhagens transformadas L#63, L#41, L#47 e L#70,
cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NO;3" por seis dias como Unica
fonte de N, coletadas no 18° DAG ap0s seis horas da troca de solucdo nutritiva. As
barras indicam o erro padrdo da média

4.3.3 Anélise da expressao de genes transportadores de NO3

A fim de verificar o efeito do silenciamento do OsNPF4.11 sob os transportadores de
NOg, foi avaliada a expressdo génica dos transportadores de baixa (OsNRT1.1, OsNRT1.5,
OsNPF2.4 e OsNPF7.2) e alta (OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.3) afinidade e das proteinas
regulatérias NAR (OsNAR2.1 e OsNAR2.2) por PCR em tempo real.

As linhagens transformadas com reducdo nos niveis de expressdo do OsNPF4.11
apresentaram significativamente um aumento de expressdo do OsNRT1.5 nas folhas em
comparacao as plantas WT (Figura 9D). Nas raizes esse efeito foi apenas observado na L#63
(Figura 9C). Em Arabidopsis, AtNRT1.5 € um transportador de NO3 de baixa afinidade,
podendo mediar tanto influxo quanto efluxo, localizado na membrana plasmatica e expresso
nas células do periciclo da raiz proximo ao xilema, tendo um K, pelo NOs; de
aproximadamente 6 mM em pH 5,5 (Lin et al., 2008). O nocaute do AtNRT1.5 causou um
aumento da concentracdo de NOs3™ na seiva do xilema e reduziu a taxa de transporte desse ion
da raiz para a parte aérea, sugerindo o que esse gene participa do carregamento de NO3™ no
xilema (Lin et al., 2008).

Para o gene OsNPF2.4, apenas a linhagem L#63 apresentou um pequeno aumento de
expressao, tanto nas raizes como nas folhas (Figura 9E e F). Em arroz, OsNPF2.4 é um
transportador de baixa afinidade localizado na membrana plasméatica e € expresso
principalmente na epiderme, no parénquima do xilema e nas células companheiras do floema,
tendo um Km pelo NOj3™ de aproximadamente 3,1 mM em pH 5,5 (Xia et al. 2014). Plantas
de arroz com nocaute do OsNPF2.4, apresentaram uma reducdo na concentracdo de NO3; na
seiva do xilema, afetando negativamente o transporte a longa distancia, da raiz para a parte
aérea, de NO3™ (Xia et al. 2014). Porém quando o mesmo foi superexpresso, o0 transporte a
longa distancia foi aumentado (Xia et al. 2014), indicando a importancia desse transportador
para o transporte de NOj™ a longa distancia em plantas de arroz.
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Figura 9. Expressdo génica relativa dos transportadores de nitrato em raizes e folhas das
plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no
18° DAG apo0s seis horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca

significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras
indicam o erro padrdo da media.

Ja com relacdo ao gene OsNPF7.2, nas raizes das linhagens transformadas foi observada
uma reducdo de expressao de até 52% em comparagdo com as plantas WT (Figura 9G), porém
0 oposto foi observado nas folhas, onde houve um aumento significativo de até
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aproximadamente 30 vezes (Figura 9H). Em arroz OsNPF7.2 é um transportador de NOs™ de
baixa afinidade localizado na membrana do tonoplasto, expresso principalmente nas zonas de
alongamento e maturacdo da raiz, especialmente esclerénquima, cértex e estelo. Porém
também foi detectada e expressao no coleodptilo e nas folhas (Hu et al., 2016). Nocaute do
OsNPF7.2 retardou o crescimento de arroz sob altas concentrages de NO3', mas néo alterou a
concentracdo de N ou NOj™ nas raizes e parte aérea, nem a concentracdo de NO3z™ no xilema
(Hu et al., 2016).

Como podemos observar na Figura 10, todas a linhagens apresentaram aumento de
expressdo dos transportadores de alta afinidade (OsNRT2.1, 2.2 e 2.3) nas folhas, porém nas
raizes o oposto ocorreu para o transportador OsNRT2.3, onde as linhagens transformadas
apresentaram uma reducdo de expressdo de até aproximadamente 90% em relacdo as plantas
WT (Figura 10E). Com relacdo as transportadores OsNRT2.1 e 2.2 nas raizes, apenas a
linhagem L#63 apresentou reducdo de expressdo em relagdo as plantas WT (Figura 10A e C).

Os transportadores de alta afinidade (NRT2.1, 2.2 e 2.3) sdo de extrema importancia
para a absorcdo de N sob baixa disponibilidade (sistema HATS). Plantas mutantes de
Arabidopsis com uma completa delecdo do gene AtNRT2.1 em conjunto com a delecdo da
regido 3' do gene AtNRT2.2 apresentaram em relacdo as plantas wild-type uma forte reducao
na atividade do HATS, apresentando uma reducdo de 73% na Vmax (Filleur et al., 2001). Li
et al. (2006), também utilizando plantas de Arabidopsis mutantes, constataram que a
interrupgdo conjunta da atividade dos transportadores AtNRT2.1 e AtNRT2.2 resultou em
uma reducdo no transporte de alta afinidade induzido pela presenca de NO3z” (IHATS) em mais
de 80%, enquanto que para o sistema de alta afinidade constitutivo (CHATS) houve uma
reducdo de 30%.

Feng et al. (2011), constataram que em arroz o gene OsNRT2.3 sofre um splicing
alternativo dando origem a duas proteinas: OsNRT2.3a e OsNRT2.3b, onde o0 OsNRT2.3a é
expresso principalmente nas raizes, sendo induzido por NO3™ e reprimido por NH;", e o
OsNRT2.3b é expresso principalmente na parte aérea, com uma fraca expressdo nas raizes
independente da forma e concentragdo de N fornecida. Os primers utilizados nesse trabalho
sdo capazes de detectar a isoforma OsNRT2.3a.

OsNRT2.3a ¢ um transportador de NOs3 localizado na membrana plasmatica e €
predominantemente expresso nas células do estelo das raizes, particularmente nas células do
parénquima do xilema (Tang et al., 2012). Sob baixo suprimento (0,5 mM) de NO3’, 0 nocaute
do OsNRT2.3a impediu o carregamento de NO3 no xilema e reduziu o crescimento das
plantas, porém nao interferiu na absorcdo de desse elemento (Tang et al., 2012). J4 em
Arabidopsis 0 AtNRT2.3 € expresso principalmente na parte aérea, porém também pode ser
detectado em raizes (Orsel et al., 2002). Plantas de Arabidopsis quando cultivadas sob baixa
disponibilidade de NO3™ (0,5 mM) tiveram um aumento na expressdo do AtNRT2.3 de 6 vezes
(Orsel et al., 2002).

Assim como os transportadores de alta afinidade, as proteinas acessorias OsNAR2.1 e
2.2, as linhagens apresentaram um aumento de expressdo nas folhas em relagcdo as plantas
WT, sendo este mais acentuado na proteina OsNAR2.2, onde o aumento chegou até
aproximadamente 31 vezes (Figura 11B e D). Porém nas raizes foi apenas observado para a
proteina OsNAR2.1 uma reducdo de expressdo de até aproximadamente 77% na L#63 (Figura
11A). Com relagdo a proteina OsNAR2.2, nas raizes ndo foram observadas diferengas
significativas (Figura 12C).

Esse padréo de expressédo da proteina NAR2.1 similar aos dos transportadores de alta
afinidade ocorre em funcédo de que ja foi demonstrado que a proteina NAR2.1 interage com 0s
transportadores OsNRT2.1, 2.2 e 2.3a, ndo s6 com a proteina, mas tambeém com 0 mMRNA,
tornando-os funcionais para o transporte de NO3 (Yan et al., 2011; Feng et al., 2011). Estudos
recentes com Arabidopsis demonstraram que existe a formacdo de um complexo com uma
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massa molecular de aproximadamente 150 kDa formado de duas unidades de AtNAR2.1 e
duas de AtNRT2.1 (Yong et al.,, 2010). Esses mesmos autores sugerem que apenas 0
complexo AtNAR2.1/AtNRT2.1 esta envolvido no HATS e ndo apenas a forma monomérica
do AtNRT2.1. Essa hipotese ainda é apoiada pelo fato de que a injecdo conjunta de mRNA do
AtNAR2.1 e AtNRT2.1 em ovécitos de sapo aumentaram o aclmulo de N em 536%
comparados com o controle (Kotur et al., 2011).
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Figura 10. Expressdo génica relativa dos transportadores de nitrato em raizes e folhas das
plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no
18° DAG ap0s seis horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras
indicam o erro padrdo da média
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Ao contrério do que ja foi demonstrado para a proteina OSNAR2.1, ndo foi constatada
ainda nenhuma evidencia de interacdo entre a OsNAR2.2 e os transportadores OsNRT2.
Simultaneamente a injecdo de mMRNA de OsNAR2.2 e OsNRT2.1 em ovoécitos ndo resultou
em aumento significativo na absorcdo de °N, o mesmo ocorreu para OsNRT2.3a e b,
sugerindo que ndo ha interacdo entre essas proteinas (Feng et al., 2011).

Com relagdo as enzimas envolvidas no processo de assimilacdo de NO3; (OsNIAL e
0sGS2), foi apenas observado um pequeno aumento de expressdo de aproximadamente 1,5
vezes para a OsGS2 na L#41(Figura 11E-H).
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Figura 11. Expressdo génica relativa das proteinas acessérias OSNAR2.1 e OsNAR2.2, e das
enzimas da via de assimilacdo de nitrato OSNIAL e OsGS2 em raizes e folhas das
plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no
18° DAG ap0s seis horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras
indicam o erro padrdo da média
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4.3.4 Andlise das fragOes nitrogenadas e agucares solGveis

As linhagens transformadas apresentaram uma grande reducdo nos teores de NO3™ nas
folhas em relacdo as plantas WT (Figura 12E), 0 mesmo nao ocorreu nas raizes e nas bainhas
(Figura 12A e C). Essa reducdo dos teores de NO3 nas folhas, pode ser em funcdo da reducao
de expressdo do OsNRT2.3, pois foi constatado que em plantas WT o OsNRT2.3a contribuiu
com 74% do nitrato transportado da raiz para a parte aérea, quando as mesmas se
encontravam sob baixa disponibilidade de NOj3; (Tang et al., 2012), e também como ja
mencionado, plantas com nocaute do OsNRT2.3a apresentaram uma reducdo no transporte de
NOj3 da raiz para a parte aérea (Tang et al., 2012).

Embora o NOj possivelmente ndo foi enviado para a parte aérea, como pode ser
observado, as plantas transformadas ndo apresentaram um acumulo nas raizes, como ja
relatado em estudos anteriores onde 0 mesmo ocorreu (Lin et al., 2008; Tang et al., 2012; Xia
et al. 2014), isso possivelmente se da pelo fato que as plantas transformadas também tiveram
uma reducdo na absorcao desse ion, como pode ser observado na Figura 13, onde as linhagens
apresentaram um menor contedldo de NO3™ nos tecidos.

Durante o estagio vegetativo as folhas funcionam como dreno para o N, havendo entéo
uma maior demanda de N pelas folhas em relagéo as raizes (Huang et al., 2018), desta forma
numa tentativa de suprir a falta de N nas folhas, as plantas transformadas modularam a
expressao de alguns genes aqui observados de modo a favorecer o transporte de NO3™ da raiz
para a parte aérea (0 qual esta sendo defectivo nessas plantas).

Com relacdo aos teores de NH," as linhagens transformadas apresentaram uma reducdo
nas raizes e nas bainhas (Figura 12B e D). Apds absorvido pelas raizes o NO3™ pode ser
acumulado nos vactolos, enviado para a parte aérea ou reduzido a NH,; e em seguida
assimilado em aminoé&cidos pela via GS-GOGAT (Huang et al., 2018). Desta forma essa
reducdo nos teores de NH," pode ser em funcdo de uma menor assimilagdo do NO3™ pelas
plantas, tendo em vista uma menor absor¢cdo do mesmo, 0 que corrobora com 0s menores
teores de N-amino também encontrados nesses tecidos (Figura 14A e C).

Na folha a linhagens L#63 apresentou um aumento significativo nos teores de NH,",
porém o oposto ocorreu com a linhagem L#41, onde a mesma apresentou uma reducdo
significativa (Figura 12F). Essa diferenca encontra entre as linhagens nos teores de NH," pode
ser em fungdo do estresse provocado pela falta de N. Dado que o N € elemento movel, sob
deficiéncia de N, as plantas podem reciclar o N das folhas mais velhas para as folhas mais
novas para sustentar o crescimento e desenvolvimento dos tecidos. Entdo tendo em vista que
na L#63 o estresse pode ter sido mais acentuado, isso pode ser observado pela menor
expressdo dos transportadores de alta afinidade, esses maiores teores de NH," observados
podem ser em funcdo de uma maior remobilizacdo de N. Durante o processo de degradagédo
de proteinas, como o que ocorre em folhas senescentes, aminoacidos sdo gerados e
transportados via floema, porém alguns desses aminoacidos gerados sdo ainda mais
degradados gerando NH,4" livre nas células (Bernard e Habash, 2009)
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Figura 12. Teores de nitrato (N-NO3) e aménio (N-NH4+) na folhas, bainhas e raizes das
plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NOjs por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no
18° DAG apos seis horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras
indicam o erro padrdo da média
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Figura 13. Conteudo de nitrato (N-NO3) nas folhas, bainhas e raizes das plantas WT e das
linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento constante com 0,2
mM de N-NOj por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap0s seis
horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenga significativa entre a

linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padréo da
média

Todas as linhagens transformadas também apresentaram uma redugdo nos teores de
acucares sollveis nas raizes e bainha (Figura 14B e D). Na folha ndo foram observadas
diferengas significativas (Figura 14F).
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Figura 14. Teores de N-amino e porcentagem de acucares soltveis na folhas, bainhas e raizes
das plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no
18° DAG ap0s seis horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras

indicam o erro padrdo da media.
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4.3.5 Andlise dos parametros morfoldgicos

Houve uma reducdo significativa (de até 41%) na massa fresca de raiz nas linhagens
transformadas em relacdo as plantas WT (Figura 15A). Com relacdo a massa fresca de parte
aérea (Figura 15B) apenas a L#41 ndo apresentou reducdo significativa em relacdo a WT. E
na relacdo raiz/parte aérea (R/PA), apenas a L#63 apresentou uma reducdo significativa em
relacdo as plantas WT (Figura 15C).
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Figura 15. Massa fresca de raiz e parte aérea, e relacdo raiz/parte aérea das plantas WT e das
linhagens transformadas L#63, L#41 e L#70, cultivadas sob suprimento constante com
0,2 mM de N-NOj3’ por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap6s
seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a
linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padréo da
média

Esse menor desenvolvimento das plantas transformadas em relacdo as plantas WT pode
ter ocorrido em funcdo de uma menor absorcdo e/ou assimilacdo do NOj3". J& foi observado
por Wang et al. (2004) que plantas de Arabidopsis com uma delecdo no principal gene da NR
(NiA2), tiveram seu crescimento totalmente comprometido quando crescidas em meio com
NO3z como unica fonte de N. Assim como ja foi demonstrado que plantas sob deficiéncia de
N apresentaram um menor acumulo de biomassa (Zhao et al., 2004).

4.3.6 Analise dos parametros radiculares usando o software WinRizo Arabdopsis

Foram obtidos os seguintes parametros radiculares comprimento, area de superficie,
diametro médio, volume, nimero de pontas e pontas por centimetro de raiz (Figura 16).
Apenas a linhagem L#63 apresentou uma reducdo significativa nos parametros acima citados,
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com excecdo do parametro pontas por centimetro de raiz, a qual apresentou um aumento
significativo (Figura 16F), e do parametro didmetro médio, o qual ndo foram encontrados
diferengas significativas entre as linhagens transformadas e as plantas WT (Figura 16C).
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Figura 16. Parametros radiculares: comprimento, area de superficie, didmetro médio, volume
radicular, nimero de pontas e pontas por milimetro de raiz obtidos de raizes intactas,
utilizando o software WinRizo Arabdopsis, das plantas WT e das linhagens
transformadas L#63 e L#41, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-
NO3" por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap06s seis horas da
troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a
WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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O mesmo ocorreu com 0s parametros radiculares comprimento, area de superficie,
volume radicular e nimero de pontas dentro das seguintes classes de diametro: de 0 a 1,50
mm, 1,50 a 3,50 mm e maior que 3,50 mm, onde apenas a linhagem L#63 apresentou uma
reducdo significativa, com exce¢do dos parametros volume maior que 3,50 mm (V>3,50,
Figura 171), nimero de pontas entre 1,50 e 3,50 mm e maior que 3,50 mm (1,50<NP<3,50 e
NP>3,50, Figura 17L e M).

As plantas podem melhorar a absorcdo de nutrientes através da modulagdo do
crescimento e da arquitetura radicular, de modo que ao aumentar a superficie de absorcao das
raizes e direcionado o crescimento em direcdo as areas mais ricas em nutrientes no solo, as
plantas sdo capazes de se adaptar a disponibilidade do nutriente no solo (Kiba e Krapp, 2016)

Varios genes estdo envolvidos na regulacdo da arquitetura radicular em plantas, dentre
eles o complexo de absorcéo de alta afinidade NRT2.1-NAR2.1 participa na regulagdo do
desenvolvimento de raizes laterais, de modo que sob condic¢des limitantes de NO3, ambos
genes sdo reguladores da iniciagdo do crescimento das raizes laterais (Wang et al., 2012). Um
aumento na expressao do gene NRT2.1 resulta em um aumento na acumulagdo da proteina
NRT2.1, assim essa proteina pode servir como tradutor de sinal para ativar a absorcdo de
NOg3 e reprimir a iniciacdo de raizes laterais (Little et al., 2005). Desta forma o aumento no
namero de pontas por centimetro de raiz encontrado na L#63 pode estar correlacionado com a
menor expressdo do OsNRT2.1 observada. Porém esta linhagem apresentou uma reducdo na
maioria dos parametros radiculares observados, isso pode ser em fungdo do maior efeito
sofrido por essa linhagem pela reducéo de expressdo do OsNPF4.11, onde essa reducao pode
ter significativamente afetado o desenvolvimento de plantas de arroz.
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Figura 17. Parametros radiculares: comprimento, area de superficie, volume radicular e
nimero de pontas dentro das classes de diametro: de 0 a 1,50 mm, 1,50 a 3,50 mm e
maior que 3,50 mm, obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRizo
Arabdopsis, das plantas WT e das linhagens transformadas L#63 e L#41, cultivadas
sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NOj por seis dias como Unica fonte de N,
coletadas no 18° DAG ap6s seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica
diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média.

39



4.4 Primeiro Experimento com Linhagens Transformadas Superexpressando o
Transportador OsNPF4.11

4.4.1 Confirmacao das linhagens de arroz superexpressando o gene OsNPF4.11 por RT-
gPCR

A RT-gPCR foi realizada para analisar o padrdo de expressao do gene OsNPF4.11 nas
raizes das plantas WT e das linhagens transformadas cultivadas com 0,2 mM de NO3™ por seis
dias. Houve um aumento significativo de expressdo de até aproximadamente 66 vezes nas
linhagens mutantes em comparagdo com as plantas WT, demonstrando que o OsNPF4.11 foi
superexpresso nas raizes das linhagens transformadas (Figura 18).
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Figura 18. Expressdo génica relativa do transportador de nitrato OSNPF4.11 em raizes das
plantas WT e das linhagens transformadas, cultivadas sob suprimento constante com
0,2 mM de N-NOj" por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap06s
seis horas da troca de solugéo nutritiva. As barras indicam o erro padrédo da média

4.4.2 Analise dos parametros morfoldgicos

Houve diferenca significativa entre as plantas WT e as linhagens transformadas no peso
fresco da parte aérea e raiz (Figura 19A e B), nas linhagens transformadas houve uma reducéo
de até 85% no peso fresco de raiz e de até 83% no peso fresco de parte aérea.

40



=
o
[ERN
o

A Raiz B Parte aérea

[e0)
ESN (o)) (o)
}_*_4

Massa fresca de raiz (g)

N

Massa fresca de parte aérea (g)

ﬂ

X @‘ O‘\i\'o“\:bo“}oﬂbo“\g) +'\«Q +'\«

jx-

L
T
T Ix
S I
L
b+

SE T
I T

*
2 N ﬂ
* *
0 W Rlm&
33
$/\o+\’ PP +\%+

(
O(_')
+

O

1,4
1,2 4
1,0 4

c Relacao R/PA

0,8 1 I - =
0,6 1
0,4 1
0,2 |
0,0

Relagao raiz/parte aérea

PP P

Figura 19. Massa fresca de raiz e parte aérea, e relagéo raiz/parte aérea das plantas WT e das
linhagens transformadas, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NOj3
por seis dias como unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap0s seis horas da troca de
solugédo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT
pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

4.4.3 Analise das fragdes nitrogenadas e acucares solUveis

As linhagens transformadas apresentaram maiores teores de NOj na raiz em
comparacdo com as plantas WT (Figura 20A), uma diferenca de até aproximadamente 13
vezes. Na bainha apenas as linhagens Ox8 e Ox10 apresentaram diferencas significativas em
comparacdo com a WT (Figura 20C). Na folha apenas as linhagens Ox1 e Ox12 apresentaram
diferencas significativas (Figura 20E).

Os teores de NH;" das linhagens transformadas foram inferiores as plantas WT nas
raizes (Figura 20B), exceto nas linhagens Ox1 e Ox10 que ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo a WT. Na bainha apenas a Ox4 apresentou diferencas em relagéo a
WT (Figura 20D e na folha apenas a L#1 (Figura 20F).

Tendo em vista os resultados até aqui apresentados foram eliminadas as linhagens OXx5,
Ox30 e Ox12 por apresentarem padrbes de expressdo muito diferentes das demais, assim
como padrdes de crescimento. De acordo com as analises de NOs e NH,4", foram selecionadas
as linhagens Ox3, Ox4 e Ox8 por apresentarem padrdes mais homogéneos entre si, para dar
continuidade as analises.
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Figura 20. Teores de nitrato (N-NO3) e aménio (N-NH4+) na folhas, bainhas e raizes das
plantas WT e das linhagens transformadas, cultivadas sob suprimento constante com
0,2 mM de N-NOs por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap06s
seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a
linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padréo da
média.

Na raiz, a Ox4 apresentou um pequeno incremento (aproximadamente 1,3x) nos teores
de N-amino, diferindo significativamente da WT (Figura 21A), porém o mesmo ndo foi
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observado nas linhagens Ox3 e Ox8. Na bainha todas as linhagens apresentaram maiores
teores comparadas com a WT (Figura 21C). A linhagem Ox4 também apresentou uma
pequena reducdo na porcentagem de acgucar solUvel nas raizes (Figura 21B). Na bainha um
pequeno aumento foi observado nas linhagens Ox4 e Ox8 em comparacdo com as plantas WT
(Figura 21D).
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Figura 21. Teores de N-amino e porcentagem de agUcares soluveis na folhas, bainhas e raizes
das plantas WT e das linhagens transformadas Ox3, Ox4 e Ox8, cultivadas sob
suprimento constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica fonte de N,
coletadas no 18° DAG ap6s seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica
diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média
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Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a superexpressdo do OsNPF4.11
nas raizes de plantas de arroz acarretou em um maior acimulo de NO3 nesse 6rgdo, onde 0
mesmo provavelmente ndo foi enviado para a parte aérea. Estudos anteriores demonstraram
que o nocaute de transportadores envolvidos no carregamento do xilema, pode alterar a
translocacdo de NOj3™ a longa distancia, acarretando em um acimulo de NO3’ nas raizes e uma
reducdo no crescimento das plantas (Tang et al., 2012; Lin et al., 2008; Li et al., 2015), desta
forma o aumento na expressdo do OsNPF4.11 pode ter influenciado na expressdao de
transportadores envolvidos no carregamento do xilema, acarretando assim no fendétipo
observado.

4.4.4 Analise dos parametros radiculares usando o software WinRizo Arabdopsis

Houve reducdo significativa nas linhagens transformadas em relagdo as plantas WT e
em quase todos os parametros radiculares, exceto didmetro médio (Figura 22). Diferencas
significativas também ndo foram observadas quanto ao nimero de pontas por centimetro (cm)
de raiz (Figura 22F), indicando que apesar de uma reducdo no sistema radicular, a densidade
de raizes laterais por milimetro e o didametro médio permaneceram inalterados.

Apos absorvido pelo sistema radicular o nitrato pode ser armazenado no vacuolo das
celulas radiculares, reduzido e assimilado nas raizes, ou enviado para a parte aérea, onde
podera ser reduzido e assimilado ou acumulado no vacutolo (Souza e Fernades, 2006).Tendo
em vista que a enzima Nitrato Redutase (NR) é citosdlica, a reducdo do nitrato é
principalmente realizada no citoplasma, desta forma o NO3 acumulado no vacuolo precisa ser
remobilizado para o citoplasma para ser entéo assimilado e reduzido, assim a EUN em plantas
estd intimamente relacionada com a capacidade de reutilizacdo do NO3™ do vacuolo (Zhang et
al., 2012). Por meio do estudo de plantas transgénicas, ja foi demonstrado que uma reducdo na
assimilacdo do N acarretou em uma reducdo na biomassa em plantas de arroz (Kusano et
al.,2011) e que um aumento na assimilagdo acarretou em um aumento na biomassa das
plantas, assim como um aumento na massa seca de raiz e de parte aérea em plantas de trigo e
tabaco (Migge et al., 2000; Fuentes et al., 2001; Habash et al., 2001).

Em Brassica napus foram analisados dois genétipos, um com alta e outro com baixa
EUN, e foi observado que o gendtipo com uma alta EUN apresentou uma menor concentracéo
de NOj3™ nas raizes e uma maior concentracdo na parte aérea em relacdo ao genotipo com
baixa EUN, sugerindo uma maior mobilizacdo de NOj3 das raizes para a parte aérea no
gendtipo com alta EUN (Han et al.,, 2016). De acordo com esses autores uma maior
translocacdo de NO;3; da raiz para a parte pode contribuir para uma maior EUN, o que
corrobora com os resultados aqui encontrados onde as linhagens transformadas tiveram um
maior acimulo de NO3 nas raizes, ndo sendo 0 mesmo enviado para a parte aérea, 0 que pode
ter prejudicado o crescimento das plantas.

Os parametros radiculares comprimento, area de superficie, volume radicular e nimero
de pontas dentro das seguintes classes de diametro: de 0 a 1,50 mm, 1,50 a 3,50 mm e maior
que 3,50 mm apresentaram um uma reducdo (de até mais de 50%) nas linhagens
transformadas em relacgdo as plantas WT (Figura 23).

O status interno de N pode alterar a arquitetura do sistema radicular, Zhang e Forde
(1998) demonstram que o crescimento da raiz lateral € inibido por elevadas concentracdes
internas de N, do mesmo modo Scheible et al. (1997) encontraram correlacdo inversa
altamente significante entre o 0s niveis de NO3™ na parte aérea e o crescimento radicular. Na
Figura 22 observamos que um aumento nos teores internos de NOs na raiz em funcdo do
aumento na expressdéo do OsNPF4.11 pode ter influenciado na arquitetura do sistema
radicular, uma provavel hipotese € que, como mencionado anteriormente, pelo fato de 0 NO3
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ter sido acumulado nos vacuolos das raizes das plantas transformadas, o0 mesmo nao foi
assimilado e/ou enviado para a parte aérea comprometendo de um modo geral no crescimento
das plantas. Esses resultados serdo melhores discutidos a frente.
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Figura 22. Parametros radiculares: comprimento, area de superficie, diametro médio, volume
radicular, nimero de pontas e pontas por milimetro de raiz obtidos de raizes intactas,
utilizando o software WinRizo Arabdopsis, das plantas WT e das linhagens
transformadas Ox3, Ox4 e Ox8, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de
N-NOj3 por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG apds seis horas da
troca de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a
WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Figura 23. Pardmetros radiculares: comprimento, area de superficie, volume radicular e
nimero de pontas dentro das classes de diametro: de 0 a 1,50 mm, 1,50 a 3,50 mm e
maior que 3,50 mm, obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRizo
Arabdopsis, das plantas WT e das linhagens transformadas Ox3, Ox4 e Ox8,
cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NOj3™ por seis dias como Unica
fonte de N, coletadas no 18° DAG apds seis horas da troca de solucdo nutritiva.
Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet
(p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da media.
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4.5 Segundo Experimento Utilizando as Linhagens Transformadas Superexpressando o
Transportador OsNPF4.11

Em funcdo da maior homogeneidade encontrada nos resultados observados no
experimento anterior (item 4.4), foram escolhidas as linhagens Ox3 e Ox8 para dar
continuidade aos experimentos.

4.5.1 Andlise de Western Blot

O transportador OsNPF4.11 é uma proteina de aproximadamente 60 kDa (UniProt
Consortium, 2016), e com o intuito de saber se ela estava sendo corretamente superexpressa
ou ndo nas raizes das linhagens transformadas foi realizado a analise de Westen Blot, que é
usado para detectar a presenca de uma proteina especifica, para a imunodeteccdo do "tag" de
HA (3xHA) ligado a proteina, e o perfil de expressdo proteica mostrado na Figura 24 deixa
evidente a superexpressdo desse transportador, ou seja, a proteina pode apenas ser detectada
nas linhagens transformadas.

Marcador Ox3 Ox4 Ox8 Ox12

- e
'

80 kDa e,
60 kDa emwe & ww G e
50 kDa

40 kDa .qme
30 kDa ..

Figura 24. Anélise de Western Blot a partir de proteinas extraidas das raizes das plantas WT
e das linhagens transformadas superexpressando o transportador de NO3 OsNPF4.11.

4.5.2 Andlise da expressao de genes transportadores de NOg3

Como podemos observar na Figura 25C, houve uma reducdo de expressdo do
transportador OsNRT1.1 nas raizes em ambos os tratamentos estudados. Porém nas folhas
ndo foram observadas diferencas significativas (Figura 25D).

Com relagdo aos transportadores envolvidos no carregamento do xilema (Lin et al.,
2008; Xia et al., 2014), houve um aumento significativo de expressdo do OsNRT1.5 nas raizes
em relacdo as plantas WT tanto no tratamento com 0,2 mM constante quanto no tratamento
com 2 mM constante (Figura 25E), ja nas folhas, apenas a Ox8 no tratamento 2 mM constante
apresentou um aumento significativo em relagdo as plantas WT (Figura 25F). Ndo foram
observadas nas raizes grandes diferencas de expressdo para o transportador OsNPF2.4, apenas
um pequeno incremento de aproximadamente 2 vezes na Ox3 no tratamento 0,2 mM
constante, e de pouco mais de uma vez para a Ox8 no tratamento 2 mM constante (Figura
25G). Porém nas folhas houve um aumento significativo de expressdo nas linhagens
transformadas em ambos os tratamentos (Figura 25H).
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Figura 25. Expressdo génica relativa dos transportadores de nitrato em raizes (A, C,Ee G) e
folhas (B, D, F e H) das plantas WT e das linhagens transformadas Ox3 e Ox8,
cultivadas sob suprimento constante com 0,2 ou 2mM de N-NOj™ por doze dias como
unica fonte de N, coletadas no 24° DAG ap0s trés horas da troca de solugdo nutritiva.
Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet
(p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Ja com relacdo ao transportador OsNPF7.2, o qual esta localizado na membrana do
tonoplasto (Hu et al., 2016), nas raizes houve uma reducao significativa de expressao (de até
aproximadamente 75%) em ambas as linhagens nos dois tratamentos estudados (Figura 26A).
Nas folhas, no tratamento com 2 mM constante, houve um aumento de expressao (de até
aproximadamente 4 vezes) nas linhagens transformadas, porém no tratamento com 0,2 mM
constante apenas a Ox3 apresentou um aumento significativo de expressdo (Figura 26B).

Ambos transportadores de alta afinidade estudados (OsNRT2.1 e 2.3) apresentaram uma
reducdo de expressdo nas raizes das linhagens transformadas, tanto no tratamento com 0,2
mM quanto 2 mM constante (Figura 26C e E). Nas folhas apenas no tratamento com 0,2 mM
constante foram observadas reducdes significativas nos niveis de expressdao dos
transportadores OsNRT2.1 e 2.3 nas linhagens transformadas, sendo esta reducdo mais
dréstica no transportador OsNRT2.1, chegando até aproximadamente 99% (Figura 26D e E).

Da mesma forma que os transportadores de alta afinidade OsNRT2.1 e 2.3, nas
linhagens transformadas a proteina NAR2.1 também apresentou uma reducéo de expressdo nas
raizes em ambos os tratamentos (Figura 27A), e nas folhas no tratamento com 0,2 mM
constante (Figura 27B). Ja nas folhas no tratamento com 2 mM constante as linhagens
apresentaram comportamentos distintos em relacdo as plantas WT, a Ox3 apresentou uma
reducdo significativa e a Ox8 um aumento significativo de expresséo (Figura 27B).

Diferente da proteina OsNAR2.1, nas raizes, a proteina OsNAR2.2 apresentou uma
reducdo significativa em ambas as linhagens apenas no tratamento com 0,2 mM constante
(Figura 27C). No tratamento com 2 mM constante o inverso ocorreu, ambas as linhagens
apresentaram um pequeno aumento, porém sendo apenas significativo na Ox8 (Figura 27C).
Nas folhas foram apenas observadas diferencas significativas no tratamento com 2 mM
constante, onde a Ox3 apresentou uma reducdo de expressdo em relacdo as plantas WT
(Figura 27D).

Ha duas provaveis teorias, a primeira seria de que a superexpressdo do OsNPF4.11 teria
afetado a expressdo do OsNRT1.1 e esse por sua vez afetado a expressdo dos transportadores
de alta afinidade. Como ja foi visto por Ho et al. (2009) o OsNRT1.1 funciona como um
sensor o qual controla a expressdo dos transportadores de alta afinidade.

A segunda seria que o OsNPF4.11, assim como OsNRT1.1 também poderia funcionar
como um sensor, de modo que 0 aumento na sua expressdo teve efeito sobre a expressao dos
outros transportadores de NOjs. Essa teoria é suportada pelo fato de que no experimento
realizado com as plantas silenciando o OsNPF4.11, nas raizes, a reducdo de expressdao do
mesmo também afetou a expressdao dos outros transportadores de NOj', porém nenhuma
diferenca de expressdo entre as plantas transformadas e as plantas WT foi vista com relacdo
ao OsNRT1.1.

Com relacdo ao gene da nitrato redutase (OsNIAL), nas raizes apenas a Ox3 apresentou
uma redugdo significativa (Figura 27E), no entanto nas folhas, nos dois tratamentos, ambas as
linhagens apresentaram uma reducédo significativa em relacdo as plantas WT (Figura 27F),
chegando a uma reducdo de até aproximadamente 70%.
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Figura 26. Expressdo génica relativa dos transportadores de nitrato em raizes (A, C e E) e
folhas (B, D e F) das plantas WT e das linhagens transformadas Ox3 e Ox8, cultivadas
sob suprimento constante com 0,2 ou 2mM de N-NOj3" por doze dias como Unica fonte
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indicam o erro padrdo da média.
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Figura 27. Expressdo génica relativa das proteinas acessorias OsNR2.1 e OsNAR2.2, e da
enzima de assimilacdo de NO3 OsNIAL em raizes (A, C e E) e folhas (B, D e F) das
plantas WT e das linhagens transformadas Ox3 e Ox8, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 ou 2mM de N-NOjs™ por doze dias como Unica fonte de N, coletadas

no 24° DAG ap0s trés horas da troca de solucdo nutritiva. As barras indicam o erro
padrdo da média.
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4.5.3 Anédlise de enzimas do metabolismo de nitrogénio

Como pode ser observado na Figura 28A, nas raizes houve um aumento significativo da
atividade da enzima GS nas linhagens transformadas em relacdo as plantas WT em ambos 0s
tratamentos, porém nas folhas foi observado na Ox8 uma reducédo na atividade no tratamento
com 0,2 mM constante e na Ox3 no tratamento com 2 mM constante (Figura 28B).

O arroz possui trés genes homdlogos, porém distintos para a glutamina sintetase
citosélica (OsGS1;1, 0OsGS1;2 e 0sGS1;3) e um para a plastidial (0sGS2). OsGS1;1 é
constitutivamente expressa, apresentando um maior perfil de expressao na lamina foliar, e é
importante para a remobilizacdo do N durante a senescéncia natural. OsGS1;2 é
constitutivamente expressa nas células superficiais das raizes e é responsavel pela assimilacao
primaria do NH,". OsGS1:;3 é exclusivamente expressa na espigueta, indicando sua
importancia no enchimento dos graos e na germinacdo das sementes. OsGS2 esta presente nos
plastidios e é expressa tanto nas raizes como nas folhas e esta envolvida na assimilagdo do
NH," proveniente da reducdo do NOs’, assim como é essencial para reassimilar o amoénio
liberado pela fotorrespiracdo (Ishiyama et al., 2004; Masclaux-Daubresse et al., 2010; Huang
et al., 2018). No presente trabalho foi analisado a atividade global da GS incluindo todas as
isoformas.

Ja com relacdo a enzima NADH-GOGAT, nas raizes foi observada uma menor
atividade nas linhagens transformadas em ambos tratamentos (Figura 28C). Porém nas folhas
0 oposto ocorreu, todas as linhagens apresentaram um aumento significativo em relacdo as
plantas WT nos dois tratamentos estudados (Figura 28D). Em arroz existem trés isoformas da
GOGAT, uma ferredoxina dependente e outras duas NADH dependentes. OsFd-GOGAT ¢
localizada predominantemente nos cloroplastos das folhas, sendo importante na reassimilacéo
do NH;" proveniente da fotorrespiragdo no cloroplasto (Masclaux-Daubresse et al., 2010;
Huang et al., 2018). OsNADH-GOGAT ¢ localizada principalmente em plastidios de tecidos
ndo fotosintéticos, como raizes, tecidos de folhas estioladas e células companheiras
(Masclaux-Daubresse et al., 2010), sendo a OsNADH-GOGAT1 é expressa principalmente
nas células superficiais da raiz e é importante para a assimilacdo primaria do NH," e a
OsNADH-GOGAT?2 principalmente expressa nos tecidos vasculares de folhas maduras e é
importante no processo de geracdo da glutamina em folhas senescentes para a remobilizacao
do N atraves do floema para a panicula durante a senescéncia natural (Yamaya e Kusano,
2014; Huang et al., 2018).

Foi também analisada a atividade da enzima GDH tanto no sentido de aminag&o (Figura
28E e F), quanto de desaminacdo (Figura 28G e H). Em arroz existem duas isoformas de
GDH, uma localizada na mitoc6ndria e dependente de NADH como doador de elétrons e uma
outra localizada nos cloroplastos dependente de NADPH (Souza e Fernandes, 2006). A GDH
pode atuar tanto no sentido de aminagdo, promovendo a aminagdo redutiva reversivel do a-
cetoglutarato, formando glutamato, quanto no sentido de desaminacéo, catalisando a oxidacao
do glutamato a a-cetoglutarato, fornecendo assim esqueletos de carbono para o ciclo de Krebs
sob condicdes de limitagdo de carbono (Souza e Fernandes, 2006). No sentido de aminagéo,
nas raizes apenas a Ox8 no tratamento com 2 mM constante apresentou um aumento
significativo na atividade em relacdo as plantas WT (Figura 28E). Ja nas folhas nos dois
tratamentos ambas as linhagens apresentaram um aumento significativo em relacéo as plantas
WT (Figura 28F). N&o foram observadas diferengas significativas no tratamento com 0,2 mM
tanto nas raizes (Figura 28E), quanto nas folhas (Figura 28F).

No sentido de desaminagdo, nas linhagens transformadas, foi apenas observado um
aumento significativo nas raizes no tratamento com 2 mM constante (Figura 28G). Nas raizes
no tratamento com 0,2 mM e nas folhas em ambos tratamentos ndo foram observadas
diferencas significativas (Figura 28G e H).
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4.5.4 Andlise das fracfes nitrogenadas e agucares solaveis

Embora tenha sido observado uma menor expressdao dos transportadores de alta
afinidade, assim como uma menor expressdao das proteinas NAR2.1 e NAR2.2, como
podemos observar na Figura 29A, no tratamento com 0,2 mM constante ndo foram observadas
diferencas significativas nos teores de NO3 nas raizes entre as linhagens transformadas e as
plantas WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). Porém nas bainhas foi observada uma pequena
reducdo na Ox8 em relacéo as plantas WT (Figura 29C), e nas folhas foi observada em ambas
as linhagens uma reducéo significativa nos teores (Figura 29E). Isso provavelmente ocorreu
pelo fato de que as linhagens transformadas apresentaram uma redugdo na expressao do
OsNRT2.3a nas raizes, e como ja foi demonstrado por Tang et al. (2012) esse transportador é
o principal responsavel pelo transporte a longa distancia de NO3', da raiz para a parte aérea,
guando o mesmo se encontra sob baixa disponibilidade. Desta forma isso pode ter gerado um
acimulo de NOj3 nas raizes das plantas transformadas, igualando assim os teores das plantas
WT.

Uma outra teoria seria de que a superexpressao do OsNPF4.11 teria contribuido para a
absorcdo de NO3’, porém quando cultivadas com 2 mM constante (faixa de atuacdo dos NPF),
as linhagens transformadas apresentaram menores teores de NO3™ nas raizes em relacdo as
plantas WT (Figura 29A), o0 que torna essa teoria muito pouco provavel. Pelo contrario, uma
forte evidéncia de que as plantas transformas apresentaram uma menor absorcdo de NO3 em
relacdo as plantas WT € que com relacdo ao conteddo de N-NOj3; nos tecidos, as duas
linhagens tiveram nos dois tratamentos e em todos os tecidos, um menor contetido comparado
com as plantas WT (Figura 30), corroborando assim com o fato de que a superexpressao do
transportador OsNPF4.11 afetou significativamente a absorcdo desse ion, isso pode ter
ocorrido em funcéo da reducao nos niveis de expressdo dos transportadores de alta afinidade e
das proteinas NAR.

Ja foi demonstrado que em plantas de Arabidopsis a delecdo do gene NRT2.1 resultou
em uma reducgdo na absorcdo e na acumulagdo de NOjs nas plantas mutantes (Little et al.,
2005), assim como a interrupcao conjunta dos transportadores de alta afinidade (AtNRT2.1 e
2.2) reduziu significativamente o influxo de NO3™ nas plantas mutantes em relacéo as plantas
WT, causando uma reducdo de até aproximadamente 70% no HATS (Cerezo et al., 2001;
Filleur et al., 2001; Li et al., 2007). Também Yan et al. (2011) observaram que o
silenciamento do OsNAR2.1 por RNA interferente resultou na supressdo da expressdo dos
transportadores OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.3a nas plantas mutantes, e que ndo s6 0
transporte de alta como baixa afinidade foram altamente comprometidos.

Uma outra evidencia de uma menor absorcdo de NO3™ pelas plantas transformadas € em
relacdo a expressdao do gene da nitrato redutase (NIA1l), onde nas raizes as linhagens
transformas apresentaram uma igual ou menor expressao, e nas folhas uma menor expressao
em comparacao com as plantas WT. Klein et al. (2000) caracterizando o modelo de expressado
da Nitrato redutase observou que a mesma foi reprimida sob baixa disponibilidade de NO3 e
induzida sob alta disponibilidade.

As duas linhagens transformadas apresentaram nas raizes, em ambos tratamentos
estudados, teores mais elevados de N-NH," em relacdo as plantas WT (Figura 29B). Na
bainha, apenas no tratamento com 0,2 mM constante foram observadas diferencas
significativas entre as linhagens e as plantas WT, onde as linhagens apresentaram teores mais
elevados (Figura 29D). Ja& na folha, o efeito foi similar ao das raizes, onde nos dois
tratamentos estudados, as duas linhagens apresentaram maiores teores em relacéo as plantas
WT (Figura 29F).

Os teores mais elevados de NH," pode ser em fungio do estresse ocasionado pela menor
absorcdo de N pelas plantas transformas, de modo que para suprir a demanda por N, 0 mesmo
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esta sendo remobilizado, gerando assim NH;". Como ja mencionado anteriormente, durante o
processo de degradacdo de proteinas, como o que ocorre em folhas senescentes, aminoacidos
sdo gerados e transportados via floema, porém alguns desses aminoacidos gerados sdo ainda
mais degradados gerando NH," livre nas células (Bernard e Habash, 2009). Uma evidéncia de
que os maiores teores de NH," observado é em funcdo de um provavel estresse sofrido pelas
linhagens transformadas e ndo de uma maior assimilacdo pelas mesmas, é que nas folhas foi
observado uma maior atividade da NADH-GOGAT, porém uma menor ou uma igual
atividade da GS e uma menor expressdo da NIAL, a qual é responsavel pela assimilacdo
primaria do NO3". Além disso, foi obervado uma maior atividade da GDH no sentido de
aminacdo nas plantas transformadas. Ja foi demonstrado que em folhas senescentes ocorre
uma reducédo na atividade da GS e da GOGAT, concomitante com um aumento na atividade
de aminacédo da GDH, assim como plantas tolerantes a salinidade e ao aménio, apresentaram
um aumento na atividade da GDH no sentido de aminacéo, indicando que a GDH é uma
proteina responsiva ao estresse (Skopelitis et al., 2006).

Tambeém foi observado que as plantas transformadas apresentaram uma maior atividade
da GS nas raizes, porém uma menor atividade da NADH-GOGAT, a qual é principal forma da
GOGAT encontrada nos plastidios das raizes, responsavel pela assimilagio do NH,"
proveniente da reducdo do NOjz  (Masclaux-Daubresse et al., 2010) e uma menor ou igual
expressdo da NIAL. Desta forma a maior atividade da GS observada nas raizes, pode ser de
isoformas responsaveis por reassimilar o N de remobilizacdo (OsGS1;1), proveniente, por
exemplo, do catabolismo de aminoacidos.
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Figura 29. Teores de N-NO; (A, Ce E) e N-NH," (B, D e F) na folhas, bainhas e raizes das
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Na raiz, no tratamento com 0,2 mM constante ambas as linhagens apresentaram teores
mais elevados de N-amino em comparagdo com as plantas WT (Figura 31A). J& no tratamento
com 2 mM constante ndo foram observadas diferencas significativas (Figura 31A). Na bainha
houve apenas um pequeno aumento na Ox3 no tratamento com 0,2 mM e na Ox8 no
tratamento com 2 mM constante (Figura 31C). Porém nas folhas em ambos tratamentos as
duas linhagens apresentaram teores mais elevados em relagéo as plantas WT (Figura 31E).

Como ja mencionado anteriormente ndo ha indicios no presente trabalho de que os
maiores teores de N-amino sejam decorrentes de uma maior assimilagdo do NOj pelas plantas
transformadas em relacéo as plantas WT. Os maiores teores de N-amino observados podem
ser em funcdo de uma maior remobilizacdo do N nas plantas transformadas em funcdo do
estresse ocasionado pela falta de N. Varios estudos mostram que o estresse provocado pela
deficiéncia de N pode causar alteracbes no metabolismo de proteinas e aminoacidos nas
raizes, como ja observado em plantas de trigo (Moller et al., 2011). Sob condigdes limitantes
de N, varias mudancas fisiologicas e bioquimicas podem ocorrer no metabolismo vegetal,
incluindo, remobilizacdo das folhas velhas para as partes reprodutivas, diminuicdo do
crescimento e fotossintese e acumulo de antocianina (Kant et al., 2011). Sob determinadas
condi¢cBes de estresse as plantas podem apresentar um acimulo de aminoacidos, como ja
demostrado que plantas de tomate sob estresse hidrico apresentaram uma reducao nos teores
de proteina e um aumento nos teores de aminoacidos livres nas folhas, isso em funcéo de um
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aumento na remobilizacdo do N para suprir a demanda dos 6rgdos em desenvolvimento
(Bauer et al., 1997). Além do acimulo de aminoacidos em funcdo da remobilizacdo do N,
plantas sob estresse também apresentam altos teores de aminoécidos responsivos a estresse,
como por exemplo a prolina (Rai, 2002). Esses aminoacidos podem desempenhar diversas
funcdes nas plantas, como por exemplo regulacdo osmética, regulacdo do transporte de ions,
desintoxicacdo de metais pesados, etc (Rai, 2002). Porém para melhores conclusfes seriam
necessarias analises do perfil completo dos aminoacidos, utilizando, por exemplo,
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

No que diz respeito aos teores de acUcares sollveis, nas raizes apenas no tratamento
com 0,2 mM constante foram observadas diferencas significativas, onde as linhagens
transformadas apresentaram menores teores em comparagdo com as plantas WT (Figura 31B).
Na bainha apenas a Ox3 no tratamento com 0,2 mM constante apresentou uma pequena
reducdo em relacdo as plantas WT (Figura 31D). Na folha, embora néo significativo, todas as
linhagens, em ambos os tratamentos, apresentaram teores de acgucares sollveis inferiores as
plantas WT (Figura 31F).

O metabolismo de carbono e N estéo estreitamente ligados um com o outro, de modo
que para a assimilacdo do N é fornecido do metabolismo carbono ATP, poder redutor, e
esqueletos de carbono através da fotossintese, fotorrespiracdo e respiracdo (Huang et
al.,2018). Desta forma uma provavel hipotese para 0s menores teores de acucares observados
pode ser em funcdo de que esses metabdlitos podem estar sendo usados para a reassimilacao
do N.
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Figura 31. Teores de N-amino (A, C e E) e porcentagem de agUcares sollveis (B, D e F) na
folhas, bainhas e raizes das plantas WT e das linhagens transformadas Ox3 e Ox8,
cultivadas sob suprimento constante com 0,2 ou 2mM de N-NOj3™ por doze dias como
Unica fonte de N, coletadas no 24° DAG ap0s trés horas da troca de solucdo nutritiva.
Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet
(p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

4.5.5 Analise dos parametros morfoldgicos

Para corroborar ainda mais com a ideia de que as plantas transformadas estavam sob
estresse em funcdo de uma menor absorcdo de NO3 pelas mesmas, e que como podemos
observar na Figura 32, houve uma reducdo na massa fresca de raiz (Figura 32A) e parte aérea
(Figura 32B) nas linhagens transformadas em relacdo as plantas WT, em ambos 0s
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tratamentos estudados. O N é um dos elementos minerais requeridos em maior quantidade
pelas plantas e 0 que mais limita o crescimento (Souza e Fernandes, 2006), de modo que a
deficiéncia do mesmo pode acarretar em sérias limitagdes no crescimento das plantas.
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Figura 32. Massa fresca de raiz e parte aérea, e relacdo raiz/parte aérea das plantas WT e das
linhagens transformadas, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 ou 2mM de N-
NOj3 por doze dias como unica fonte de N, coletadas no 24° DAG apés trés horas da
troca de solugéo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a
WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

4.6 Experimento em Casa de Vegetacao
4.6.1 Andlise dos parametros morfoldgicos

Independente do tratamento (com ou sem adubacdo), todas as linhagens, com excecéo
da L#41 quando cultivada sem adubacdo, apresentaram uma menor produtividade em relacao
as plantas WT (Tabela 5). Isso pode ter ocorrido em fungdo de um menor ndmero de
espiguetas ferteis, pois como pode ser observado na Tabela 5, todas as linhagens, com
excecdo da L#41 quando cultivada sem adubacdo, apresentaram um maior indice de
esterilidade da espigueta (IEE) quando comparadas com as plantas WT.

De um modo geral, tanto 0 aumento (superexpresséo) quando a reducgéo (silenciamento)
nos niveis de expressdo do OsNPF4.11 resultou em plantas menores, pois como podemos
observar na Tabela 5, todas as linhagens, com excecdo da L#41 quando cultivada sem
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adubacéo, apresentaram uma menor altura do maior perfilho em relacdo as plantas WT em
ambas as condicGes de cultivo (com e sem adubacao).

Plantas com um porte mais baixo, assim como um menor enchimento dos gréos e como
consequéncia uma maior esterilidade das espiguetas e uma menor producdo, pode ser em
funcdo de uma menor absor¢do e/ou remobilizagdo do N pelas linhagens transformadas.
Freitas et al. (2007) e Buzetti et al (2006) observaram em diferentes cultivares de arroz um
aumento de produtividade de acordo com o aumento na dose de N, assim como ja foi
demonstrado que ha uma correlacdo positiva entre as doses de N aplicada e a altura das
plantas (Buzetti et al., 2006; Lopes et al., 2017). Também plantas defectivas na assimilacéo do
N apresentaram uma redugdo na massa seca de parte aérea (de até 39%), peso de panicula (até
47%), nimero de espiguetas por panicula (até 39%) e no nimero de grdos cheios (até 25%),
acarretando numa perda de producdo (Tamura et al., 2011). Desta forma a menor absorcdo de
N pelas plantas transformadas pode ter afetado o status interno de N nas plantas, resultando
assim nas caracteristicas observadas.

Tabela 4. Produtividade, indice de esterilidade da espigueta (IEE), nimero de perfilhos (N° perfilhos), altura do
maior perfilho (Altura MP), massa fresca da parte aérea (MF Parte Aérea) e massa fresca da panicula
(MF Panicula) das linhagens transformadas silenciando (L#63 e L#41) e superexpressando (Ox3 e Ox8)
o transportador de NO;” OsNPF4.11 cultivadas em casa de vegetacdo sob dois tratamentos: 0 Kg N/ha
(Sem adubagdo) e 100 Kg N/ha (Com adubag&o).

Linhagem Produtividade IEE (%) N_° Altura MP  MF Parte MF
(ton/ha) Perfilhos (cm) Aérea (g) Panicula (g)
Sem adubagdo
WT 3,62 31,28 4,00 41,07 17,99 11,43
L#63 1,67* 67,45* 5,83* 33,97* 19,92 7,63*
L#41 2,86 42,60 5,33 36,53 18,46 9,90
Ox3 1,23* 61,05* 4,50 34,02* 16,45 6,64*
Ox8 2,01* 49,78* 5,33 33,83* 12,07* 6,89*
Com adubacao
WT 5,21 35,13 5,83 44,33 18,69 14,69
L#63 1,59* 78,45* 7,33 32,97* 14,87 7,72*
L#41 3,50* 55,59* 7,17 34,93* 16,86 11,80*
Ox3 1,90* 73,25* 7,00 39,10* 20,88 9,24*
Ox8 2,21* 75,15* 6,33 36,13* 15,66 8,74*

* Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05)
4.6.2 Anélise de N-total e eficiéncia no uso de N

Quando cultivadas com adubacdo, todas as linhagens apresentaram um maior teor de N
nas bainhas, folhas e gréos, assim como um maior teor de proteina nos gréos (Figura 33A, C,
E e G). Quando cultivadas sem adubacdo nenhuma diferenca significativa foi observada,
exceto na Ox8 com relagéo ao teor de N nas folhas, onde a mesma apresentou maiores teores
(Figura 33C).

No que diz respeito ao conteudo de N, quando as plantas foram cultivadas sem
adubacdo, apenas foram observadas diferencas significativas nos grdos, onde todas as
linhagens, com excecdo da L#41, apresentaram um menor conteddo em relagdo as plantas WT
(Figura 33F). Nesta mesma condi¢do as linhagens, com exce¢do da L#41, também
apresentaram um menor contetido de proteina nos grdos (Figura 33H). Quando cultivadas com
adubacdo, na bainha apenas a Ox3 apresentou um maior conteddo de N em relacdo as plantas
WT (Figura 33B). Na folha, com excec¢édo da L#63, todas as linhagens apresentaram um maior
contedo de N (Figura 33D). Em relacdo ao contetido de N nos gréos, assim como o contetido
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de proteina nos grdos, com excecdo da L#41, todas as linhagens apresentaram uma reducéao
em relacdo as plantas WT (Figura 33F e H).

O maior contetdo de N observado nas folhas das linhagens transformadas quando as
mesmas foram adubadas pode ser em funcdo de uma menor remobiliza¢do do N para os graos,

resultando no menor contetdo de N nos grdos observados, independente se as plantas foram
adubadas ou nao.
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Figura 33. Porcentagem de N-total (A, C e E), contetdo de N (B, D e F), porcentagem de
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transformadas silenciando (L#63 e L#41) e superexpressando (Ox3 e Ox8) o
transportador de NO3; OsNPF4.11 cultivadas em casa de vegetacdo sob dois
tratamentos: 0 Kg N/ha (Sem adubacédo) e 100 Kg N/ha (Com adubagéo). Asterisco
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05).
As barras indicam o erro padrdo da média.

Durante a senescéncia as folhas funcionam como fonte de N para o enchimento dos
grdos, o qual é transportado via floema principalmente na forma de aminoacidos apos a

degradacdo das proteinas existentes nas folhas (Huang et al., 2018). Em arroz até 80% do N
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presente nos grdos é derivado das folhas (Kant et al.,2011). Plantas com deficiéncia na
remobilizacdo do N das folhas para os grdos apresentaram paniculas menores, um maior
indice de esterilidade da espigueta e uma menor produtividade (Yamaya e Kusano, 2014).
Desta forma os resultados aqui encontrados sugerem que de alguma forma a alteragdo nos
niveis de expressao do OsNPF4.11 influenciou na remobilizacdo do N das folhas para os
grdos durante a senescéncia natural das plantas.

Apenas foram calculadas as eficiéncias de absorcéo, utilizacdo e uso de N quando as
plantas foram cultivadas com adubacédo, pois foi admitido como desprezivel o teor de N
disponivel no solo (0%), desta forma ao se proceder os calculos o resultado de todas as
eficiéncias seria 0.

Todas as linhagens apresentaram uma menor EUN em relagdo as plantas WT, porém
apenas as linhagens L#63 e Ox8 apresentaram uma menor EAbN em relagéo as plantas WT
(Tabela 6). Todas as linhagens, com excecéo da L#41, também apresentaram um menor EUtN
em relacéo as plantas WT (Tabela 6).

Tabela 5. Eficiéncia na absorcédo de N (EAbN), eficiéncia na utilizacdo de N (EUtN) e
eficiéncia no uso de N (EUN) das linhagens transformadas silenciando (L#63 e L#41)
e superexpressando (Ox3 e Ox8) o transportador de NO3  OsNPF4.11 cultivadas em
casa de vegetacao adubadas com 100 Kg N/ha (tratamento com adubacéo).

Linhagem EADN(mg N planta/  EUtN(mg N graos/Kg EUN (Kg graos por
Kg N aplicado) N aplicado) planta/Kg N aplicado)
Com adubagéo
WT 1,92 1,33 26,03
L#63 La1x 052¢ o6
L#41 101 118 17 50%
Ox3 1,78 0,67* 9,49
Ox8 1,37* 0,64* 9,61*

* Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05)

Como funcdo de multiplas interacGes entre fatores ambientais e genéticos, a NUE é
inerentemente complexa, assim como sua definicdo, podendo significar coisas diferentes em
diferentes contextos, os quais incluem Eficiéncia no uso de N (EUN) (biomassa total ou gréo
produzido por unidade de N aplicado), Eficiéncia na absorcdo de N (EAbN) (capacidade das
raizes em adquirir N do solo), Eficiéncia na assimilacdo de N (EAN) (fracdo do N adquirido
a ser convertido em biomassa total ou producéo de gréos), Taxa de recuperagdo aparente de N
(TRA) (taxa de aumento liquido do N total absorvido pela planta, com e sem fertilizacdo
nitrogenada, pela quantidade total de N aplicado), Eficiéncia agronémica do N aplicado (EA)
(taxa de aumento liquido no peso dos grdos, com e sem fertilizacdo nitrogenada,pela
quantidade total de N aplicado), Eficiéncia no uso fisiologico de N (EUfN) (taxa de aumento
liquido no peso dos grdos por aumento liquido no N absorvido, com e sem fertilizacdo
nitrogenada), Eficiéncia no transporte de N (ETN) (taxa de N total transportado para a parte
aérea pelo N total na planta) e Eficiéncia na remobilizacdo de N (ERN) (taxa de N
remobilizado de folhas fonte ou em senescéncia para folhas dreno ou grdos (sementes) em
desenvolvimento) (Xu et al., 2012).

Na tentativa de quantificar a EUN nas plantas varias definicGes e métodos de avaliacdo
foram desenvolvidos ao longo dos anos, em milho Moll et al. (1981) definiu NUE como
sendo a razdo entre a massa seca de grdos e o N aplicado no solo. Esses autores relataram
também que existem dois componentes primarios para a EUN: Eficiéncia de absorcao, a qual
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é a razdo entre o N total na planta na maturidade e o N aplicado no solo, e a Eficiéncia de
utilizacdo definida como sendo a razdo entre a massa seca de grdos e o N total na planta na
maturidade.

A menor EUN observada pelas linhagens transformadas pode ser em funcdo das
alteracGes ocorridas durante o desenvolvimento das plantas devido as alteracdes nos niveis de
expressdo do OsNPF4.11, alteragBes essa como menor absor¢do de NO3 no estagio de muda,
assim como uma provavel menor remobilizacdo no estagio de enchimento dos graos. Também
em plantas de arroz a superexpressao do transportador di/tripepitideoOsPTR6 embora tenha
aumentado o crescimento das plantas e a acumulacdo de N, assim como a expressdo dos
OsAMT1 em altas concentragfes de aménio (5 mM), houve um efeito negativo na NUE nas
linhagens transformadas (Fan et al., 2014), indicando que nem sempre a alteragao de genes do
metabolismo de N pode alteragfes positivas na NUE.

65



5 CONCLUSOES

Tanto o silenciamento quanto a superexpressdo do OsNPF4.11 afetaram
significativamente a absor¢do de NO3™ em baixa e alta disponibilidade acarretando em plantas
menores e com uma menor biomassa total.

Principalmente sob baixa disponibilidade de N, as alteracdes no padrdo de expressao do
OsNPF4.11 também afetaram o transporte de NO3™ da raiz para a parte aérea, iSSO ocorreu em
funcdo de uma menor expressdo do OsNRT2.3a.

Além da absorcdo, alteracbes na expressdo do OsNPF4.11 também afetaram a

remobilizacdo do N para os grdos, acarretando um maior nimero de espiguetas estéreis e uma
menor producdo, e assim uma menor EUN.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Alteracdes na expressao do OsNPF4.11 afetou a expressdo de outros genes e enzimas
do metabolismo de N, de forma que foram levantadas duas provaveis teorias a respeito do
mesmo: a primeira seria que a alteracdes de expressdao do OsNPF4.11 afeta a expressdo do
OsNRTL1.1 e esse por sua vez afeta a expressdo dos transportadores de alta afinidade; e a
segunda seria que 0 OsNPF4.11, assim como OsNRT1.1 também poderia funcionar como um
sensor, de modo que as alteragfes no seu padrdo de expressdo influencia na expressdo dos
outros transportadores de NOs'.

No presente trabalho o silenciamento génico, embora funcional, ndo foi o0 método mais
adequado para estudar o efeito da reducdo da expressédo do OsNPF4.11 sob o metabolismo de
N, principalmente em funcdo de uma variacdo entre as linhagens que pode ter ocorrido em
funcdo de um controle pos-transcricional. Desta forma um método mais adequado seria, por
exemplo, o nocaute génico analisado por meio do uso de plantas mutantes obtidas através de
banco de mutantes ou por meio de técnicas como CRISPR-CAS9.

O presente trabalho ofereceu resultados interessantes a respeito do transportador de
NO3; OsNPF4.11, porém para melhores inferéncias sobre a sua real fun¢do no metabolismo de
N, seriam ainda necessarias analises como localizacao celular e subcelular, estudo da seiva do
xilema (afim de monitorar o transporte de NO3* e aminoacidos da raiz para a parte aérea),
analise do perfil completo de aminoacidos e agucares solUveis, dentre outras.
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7 ANEXO

Meios de cultivo utilizados para transformacéo de arroz de acordo com o protocolo de

Toki et al. (2006).
1-Meio de Inducgéo de Calos - N6D — 500 mL

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

10 mL Fe-EDTA (100X)

5mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a 100 mg L™

0,15 g Casaminoacidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

2-Meio de Co- Cultivo de Calos - N6D-As — 500 mL

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL de N6-vitaminas (100X)

0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a100 mg L™

0,15 g Casaminoacidos

15 g Sacarose

5 g Glicose

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,75 mL de acetoseringona a 19,2
mg mL™ (conc. final de 28,8 mg L™).

Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

3-Meio AB para o Cultivo de Agrobacterium -200 mL

1 g Glicose

3 g Bacto-Agar

10 mL de Sais AB (20X)

10 mL de Tampéo AB (20X)

Avolumar para 200 mL com H,O destilada
Autoclavar a 121 °C por 15 min
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Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar os antibidticos referentes a
construcdo génica e verter 40 mL de meio por placa.

Obs.: As placas poderdo ser armazenadas na geladeira a 4 ° C por ndo mais que 5 dias.

4-Meio AAM para Ressuspensao da Agrobacterium — 200 mL

10 mL AA Macro (20X)

2 mL Fe-EDTA - Sigma (100X)

2 mL B5 Micro (100X)

2 mL B5-vitaminas (100X)

20 mL de AA aminoacidos (10X)

0,1 g Casaminoéacidos

13,7 g Sacarose

7,2 g Glicose

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M
Avolumar para 200 mL com H,O destilada
Autoclavar a 121 °C por 15 min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,3 mL de acetoseringona a 19,2
mg mL™ (conc. final de 28.8 mg L™).

5- Meio MRA para Ressuspensédo da Agrobacterium — 200 mL

0,869 Sais MS

13,69 Sacarose

7,2 g Glicose

0,609 KCI

0,80g MgCl,

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M

Avolumar para 200 mL com H,O destilada

Autoclavar a 121 °C por 15 min

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,4 mL de acetoseringona a 19,2
mg mL™ (conc. final de 38,4 mg L™).

6-Meio de Selecdo dos Calos - N6DH- 500 mL

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL de N6-vitaminas (100X)

0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a100 mg L™

0,15 g Casaminoacidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X
(conc. final de 50 mg L), 100mg de timentim (conc. final 200 mg L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

76



7-Meio de Selecao dos Calos - MSM- 500 mL

2,159 Sais MS

15g Maltose

0,15 g Casaminoacidos

0,3 g Prolina

0,125 mL BAP

7,5 mL de 2,4D a 100 mg L*

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X
(conc. final de 50 mg L), 100mg de timentim (conc. final 200 mg L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

8-Meio de Regeneracdo de parte aérea | —500 mL

25 mL de N6 Macro (10X) — %2 FI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminodcidos

159 Maltose

0,3g de Prolina (concentracdo final de 0,6g. L™)

50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

5 g Agarose (concentragéo final de 1%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,75 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 3 mg L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L™), 100mg de timentim (conc. final 200 mg L°
e 0,5 mL de BAP 1Img.mL™ (conc. final de 1mg.L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

9-Meio de Regeneracdo de parte aérea 11 —500 mL

25 mL de N6 Macro (10X) — Y2 FI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminodcidos

15g Maltose

0,3g de Prolina (concentracdo final de 0,6g. L™)
50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada
4 g Agarose (concentracao final de 0,8%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim
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Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,75 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 3 mg L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L™%), 100mg de timentim (conc. final
200 mg L) e 0,5 mL de BAP 1mg.mL™ (conc. final de 1mg.L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

10-Meio de Regeneracao de parte aérea 111 — 500 mL

50 mL de N6 Macro (10X) — % FI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminoéacidos

5 g Sorbitol

10g Maltose

0,159 de Prolina (concentraco final de 0,6g. L™)

50mL de AA aminodcidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

5 g Agarose (concentracédo final de 1%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 1 mL de cinetina iImg.mL™ (conc.
final de 2 mg L), 0,27 mL de ANA 1mg.mL™ (conc. final de 0,54 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L%), 100mg de timentim (conc. final
200 mg L) e 1 mL de BAP 1 mg.mL™ (conc. final de 2 mg.L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

11-Meio de Regeneracao de parte aérea IV — 500 mL

50 mL de N6 Macro (10X) — % FlI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminoacidos

5 g Sorbitol

10g Maltose

0,15g de Prolina (concentracéo final de 0,6g. L™)

50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

4 g Agarose (concentracao final de 0,8%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 1 mL de cinetina Img.mL™ (conc.
final de 2 mg L), 0,27 mL de ANA 1mg.mL™ (conc. final de 0,54 mg L"), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L™), 100mg de timentim (conc. final 200 mg L°
) e 1 mL de BAP 1 mg.mL™ (conc. final de 2 mg.L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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12-Meio de Regeneracao de parte aérea V — 500 mL

25 mL de N6 Macro (10X) — % FI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminoéacidos

7,5 g Sorbitol

10 g Maltose

0,3 g de Prolina (concentracéo final de 0,6g. L™)

50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

5 g Agarose (concentracédo final de 1%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 2 mg L™), 1,25 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,05 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L), 100mg de timentim (conc. final
200 mg L") e 0,5 mL de BAP 1 mg.mL™ (conc. final de 1 mg.L™}).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

13-Meio de Regeneracéo de parte aérea VI — 500 mL

25 mL de N6 Macro (10X) — % FlI

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)

0,5 g Casaminodcidos

7,5 g Sorbitol

10 g Maltose

0,3 g de Prolina (concentracéo final de 0,6g. L™)

50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

4 g Agarose (concentracao final de 0,8%)

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 2 mg L™), 1,25 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,05 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pg L™%), 100mg de timentim (conc. final
200 mg L") e 0,5 mL de BAP 1 mg.mL™ (conc. final de 1 mg.L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

13-Meio de Regeneracdo de parte aérea VII — 500 mL

25 mL de N6 Macro (10X) — Y2 FI
5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL B5-Micro (1000X)

5 mL de N6 vitaminas (100X)
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0,5 g Casaminoéacidos

15 g Sorbitol

50mL de AA aminoacidos (10x)

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

2 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apo6s autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 2 mg L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,020 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 pug L™) e 100mg de timentim (conc. final
200 mg L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

14-Meio de Regeneracao de parte aérea (RE-111) —500 mL

50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado

1,0 g Casaminoécidos

159 Sacarose

15 g Sorbitol

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,0O destilada

2 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apobs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina 1000X (conc.
final de 2 mg L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02 mg L™), 0,5 mL de
Higromicina 1000X (conc. final de 50 mg L™).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

15-Meio de Regeneracéo de raiz (HF) — 500 mL

50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado

15g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

29 de gelrite

Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X
(conc. final de 50 mg L™%).

Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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