UFRRJ

INSTITUTO DE AGRONOMIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA
CIENCIA DO SOLO

TESE

Avaliacao da Expressao dos Genes OsNRTI1.1 (A, Be(C)e
Efeito do Silenciamento das Isoformas OsA2 e OsA7 de PM

H*-ATPases na Absorc¢ao de Nitrogénio em Arroz

Marcus Vinicius Loss Sperandio

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE AGRONOMIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA
CIENCIA DO SOLO

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES OSNRTI1.1 (A,BEC)E
EFEITO DO SILENCIAMENTO DAS ISOFORMAS OSA2 E OSA7 DE
PM H*-ATPASES NA ABSORCAO DE NITROGENIO EM ARROZ

MARCUS VINICIUS LOSS SPERANDIO

Sob a Orientagdo da Professora

Sonia Regina de Souza

e Co-orientagdo dos Professores

Leandro Azevedo Santos e Marcelo de Freitas Lima

Tese submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor, no
Curso de P6s-Graduagao em
Agronomia, Area de Concentracio em
Ciéncia do Solo.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2015



Sperandio, Marcus Vinicius Loss, 1986-
Andlise da expressdo dos genes OsNRT1.1 (A,
B e CQC) e efeito do silenciamento das
isoformas OsA2 e OsA7 de PM H+-ATPases na
absorcado de nitrogénio em arroz

Orientadora: Sonia Regina de Souza.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, Curso de Pdbs-

Graduacdo em Agronomia/Ciéncia do Solo.
Bibliografia: f£. 124-138.

1. Arroz - Teses. 2. Arroz - Nutricao -
Teses. 3. Plantas - Efeito do nitrogénio -
Brasil - Teses. 4. Nitrogénio na
agricultura - Teses. I. Souza, Sonia
Regina, 1962-. 1II. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Curso de Pés-
Graduacdo em Agronomia. III. Titulo.

E permitida a cpia parcial ou total desta Tese, desde que seja citada a fonte.

1i



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA .
CURSO DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA - CIENCIA DO SOLO

MARCUS VINICIUS LOSS SPERANDIO

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor, no Curso de Pds-
Graduagdo em Agronomia, area de Concentragao em Ciéncia do Solo.

TESE APROVADA EM 26/02/2015

Sonia Regina de Souza. Dra. UFRRJ
(Orientadora)

Altamiro Souza de Lima Ferraz Junior. Dr. UEMA

Claudete Santa Catarina. Dra. UENF

Gilberto Sachetto Martins. Dr. UFRJ

André Marques dos Santos. Dr. UFRR]J

il



DEDICATORIA

A Deus que sempre me iluminou e deu for¢cas em todos os momentos de minha vida,

para que alcangasse os objetivos,

Aos meus queridos pais José Salvador Sperandio e Marilza da Penha Loss Sperandio

que sempre estiveram ao meu lado, com apoio incondicional,

dedico.

iv



AGRADECIMENTOS
Antes de todos os outros e acima de tudo, Deus que esteve sempre presente e colocou sua mao
no meu ombro em todos 0s momentos da minha vida.

Aos meus pais José Salvador Sperandio e Marilza da Penha Loss Sperandio e minha irma
Samia Marize Loss Sperandio que sdo meu maior presente nessa terra.

A professora Sonia Regina de Souza pela oportunidade de trabalhar em seu grupo de pesquisa
e carinho e aten¢do desde a minha Inicia¢do Cientifica.

Ao professor Manlio Silvestre Fernandes por tantos anos de convivéncia e ensinando o que €
fazer pesquisa.

Ao professor Leandro Azevedo Santos pelos ensinamentos de laboratdrioe ajuda para a
realizacdo desse trabalho.

Aos colegas/amigos de laboratério que tornaram mais facil a caminhada pelo doutorado.

Ao CPGA-CS pela oportunidade de cursar o doutorado com professores competentes e
dedicados.

Ao CNPq pelo auxilio financeiro desde a Iniciacdo Cientifica.

A todos que de alguma forma ajudaram a elaborar este trabalho.



BIOGRAFIA

Marcus Vinicius Loss Sperandio nasceu em 13 de fevereiro de 1986 na cidade de
Aimorés (MG). Fez o ensino fundamental na escola Benevenuto Clementino Gobbo e ensino
médio/profissionalizante na Escola Agrotécnica Federal de Colatina (ES). Em 2004 ingressou
no curso de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde foi bolsista
CNPq por trés anos trabalhando no Laboratério de Nutri¢do de Plantas sob a orientagdo da
professora Sonia Regina de Souza. Ganhou prémios de Iniciacdo Cientifica em 2007 e 2008
pelos trabalhos com expressao de genes relacionados a absor¢ao de nitrogénio. Em margo de
2009ingressou no mestrado do Curso de Pds-Graduacdo em Agronomia — Ciéncia do Solo na
UFRRJ, desenvolvendo trabalhos relacionados a absorcao de nitrato e amonio. Em marco de
2011 ingressou no doutorado pelo mesmo curso, continuando seus estudos sob a orientacdo da
professora Sonia Regina de Souza, caracterizando genes chaves para a absor¢do de nitrato,
através de silenciamento por micro RNA artificial, de isoformas de bombas de prétons de
membrana plasmadtica, visando entender melhor a eficiéncia de absorcdo de nitrogénio em
arroz.

vi



RESUMO GERAL

SPERANDIO, Marcus Vinicius Loss. Analise da expressao dos genes OsNRT1.1 (A, B e C)
e efeito do silenciamento das isoformas OsA2 e OsA7 de PM H*-ATPases na absorcio de
nitrogénio em arroz. 2015. 121f. Tese (Doutorado em Agronomia — Ciéncia do Solo).
Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2015.

A disponibilidade de nitrogénio (N) nos solos é geralmente baixa, o que leva a necessidade do
aporte frequente de fertilizantes e a busca por variedades mais eficientes no uso de N. Dentre
os parametros favordveis se inclue a maior expressdo das bombas de prétons de membrana
plasmética e de transportadores de nitrato de alta afinidade sob cultivos com baixo N. Neste
trabalho se identificou o padrdo de expressdo das isoformas OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e
OsNRTI.1C, provaveis ortélogos do transportador de nitrato de dupla afinidade NRT1.1 de
Arabidopsis (CHL1; NPF8.9) em resposta ao NOs; e NH;", assim como se avaliou a
importancia dos genes das bombas de protons OsA2 e OsA7 para a absor¢ao de N. Para
avaliar a expressdo dos genes OsNRT1.1 (A, B e C) foram conduzidos dois experimentos: um
com a variedade de arroz Nipponbare e o outro com as variedades IAC-47 (melhorada) e
Piaui (local). O silenciamento dos genes osa2 e osa7 foi realizado usando a técnica do
microRNA artificial (amiRNA) seguida de transformacio genética do arroz. O experimento
para avaliar a contribui¢do das duas isoformas de H-ATPases de membrana plasmatica (PM
H'-ATPase) para a absorcdo de NOs” em baixas doses foi com as variedades IAC-47 e Piaui.
Nas raizes as isoformas OsNRTI.IA e OsNRTI.IB foram as mais expressas, enquanto
OsNRTI.1C apresentou baixa expressdo. OsNRTI.IB demonstrou alta repressdo com
ressuprimento de 2,0 mM de N-NOs', nas plantas cultivadas com NH;" e sob deficiéncia de N,
no entanto, OsNRT1.1B foi induzido pelo tratamento constante com 2,0 mM de N-NO;3". Apds
a transformacgdo do arroz com o amiRNA para silenciar OsA2 e OsA7, a andlise de expressao
por PCR em tempo real mostrou que entre as duas construg¢des, para cada gene, somente uma
promoveu o silenciamento do gene, sendo as linhagens com silenciamento multiplicadas em
casa de vegetacdo. As linhagens de arroz mutantes silenciando os genes OsA2 (osa2.2, osa2.3,
osa2.4), OsA7 (osa7.1, osa7.2, osa7.3) e plantas controle IRS (plantas transformadas com
vetor IRS154 vazio) foram cultivadas com quatro tratamentos: sem N por trés dias,
suprimento constante com 0,2 mM de N-NOjs', ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;3™ apods
trés dias de privagdo de N e suprimento constante com 2,0 mM de N-NO;3". Os mutantes osa’
apresentaram menor crescimento vegetativo, enquanto oS mutantes osa2 cresceram
normalmente em comparag¢do com o controle IRS. Ambos os mutantes apresentaram menor
influxo de NO3™ quando cultivados com 0,2 mM de N-NOs™ constante comparados com o
controle IRS, enquanto nos outros tratamentos ndo houve diferenca no influxo de NOs". A
atividade das PM H'-ATPases foi menor nos mutantes osa’ € osa2 em relagdo ao controle
IRS em todos os tratamentos usados. A atividade da V-H"-ATPase ndo apresentou mudanca
em ambos os mutantes (osa7 e osa2), enquanto a atividade da V-H'-PPase foi menor somente
nos mutantes osa7 quando comparado ao controle IRS. Os mutantes osa2 apresentaram
menor indice de Eficiéncia de Absorcdo de N, com menor actimulo de N-total com 0,2 mM de
N-NOjs™ constante. Os resultados obtidos demonstram que hd uma contribuicdo diferenciada
de isoformas especificas de PM H"-ATPases para o crescimento vegetativo em arroz e para a
eficiéncia de absorc¢ao de NOs'.

Palavras-chave: Silenciamento génico. Eficiéncia de absor¢do de N. Nutri¢do nitrogenada.
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GENERAL ABSTRACT

SPERANDIO, Marcus Vinicius Loss.Gene expression analysis of OsNRT1.1 (A, B e C) and
effects of downregulation of PM H*-ATPase isoforms OsA2andOsA7 in the nitrogen
uptake in rice. 2015. 121p. Thesis (DoctorScience in Agromomy - Soil Science). Instituto de
Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2015.

The soil nitrogen (N) availability is generally low, leading to frequently input of fertilizer and
the search of varieties with higher nitrogen use efficiency. Among the favorable parameters
include higher expression of plasma membrane pumps protons and high-affinity nitrate
transporters under low N cultivation. This work aimed to identify the expression pattern of
OsNRTI.1A, OsNRTI.IB and OsNRTI.IC, possible orthologs of the Arabidopsis double
affinity nitrate tranporter NRT1.1 (CHL1; NPF8.9) in response to NOs™ and NH,", as well as
evaluate the importance of OsA2 and OsA7 proton pumps genes to N uptake. To evaluate
OsNRTI.1 (A, B and C) gene expression, two experiments were performed: the first using
Nipponbare rice variety and the second using IAC-47 (improved) and Piaui (Landrace) rice
varieties. The OsA2 and OsA7 gene silencing was made using the artificial micro RNA
(amiRNA) followed by rice genetic transformation. The experiment to evaluate the
contribution of plasma membrane H"-ATPase (PM H'-ATPase) to low NO3™ levels was made
using IAC-47 and Piaui rice varieties. The OsNRTI.1 gene expression analysis in the roots
showed that OsNRT1.1A and OsNRTI.1B are highly expressed, while OsNRT1.1C showed
low expression rate. OsNRT1.1B expression was downregulated with ressuply of 2.0 mM of
NO;5-N, in the plants cultivated using NH;" and N starving plants, however, OsNRTI.1B
expression was upregulated with constant supply of 2.0 mM of NO;5-N. After rice genetic
transformation, Real Time PCR analysis showed that only one amiRNA successfully
downregulated the target, furthermore the lineages silencing the target were multiplied in
greenhouse. The rice lineages downregulating OsA2 (osa2.2, osa2.3, osa2.4), OsA7 (osa7.l,
osa7.2, osa7.3) and control plants (plants transformed with empty IRS) were cultivated using
four treatments: three days N starvation, constant with 0.2 mM of NOs™-N, ressuply with 0.2
mM of NO;3™-N and constant with 2.0 mM of NO3™-N. The osa7 mutants shown lower growth,
meanwhile osa2 growth normally compared to control plants (IRS). Both mutants shown
lower NO3™ uptake when grown with constant 0.2 mM of NO; -N compared to control IRS
plants, meanwhile the other treatments did not show differences of NO;™ uptake. The PM H'-
ATPase activity was lower in the osa7 and osa2 mutants compared to IRS plants in all
treatments used. The V-H'-ATPase activity did not show difference in the mutants osa7 and
osa2, however, V-H"-PPase activity was slower only in the osa7 mutants compared to IRS
control plants. The mutant plants osa2 showed lower N uptake Efficiency index,
accumulating lower total-N when fed with 0.2 mM of NO3-N constant. The results highlight
that there is differentiated contribution of specific PM H'-ATPase isoforms to rice growth and
to NOs™ uptake efficiency.

Keywords: Gene silencing. N efficiency uptake. Nitrogen nutrition.
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1. INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) é cultivado em aproximadamente 157 milhdes de ha, com
producgdo de aproximadamente 452 milhdes de toneladas na safra de 2011, sendo 57% da area
em sistema de inundamento (USDA, 2011). Este cereal é importante para a alimentacdo de
mais de 50% da populacio mundial (KOGEL-KNABNER et al. 2010). O Brasil é o maior
produtor de arroz fora da Asia, sendo o Rio Grande do Sul (RS) o maior estado produtor com
8026,2 mil toneladas e produtividade 7525 Kg ha! na safra 2012/2013 (CONAB, 2013). O
cultivo de arroz no RS € basicamente sob sistema de inundamento, enquanto o Maranhdo
(MA) é o maior produtor de arroz no sistema de sequeiro com 661,8 mil toneladas e
produtividade média de 1590 Kg ha! (CONAB, 2013).

O arroz é uma planta modelo para estudos gendmicos em outras espécies
monocotiledoneas, como milho, trigo, cevada e sorgo. Existe grande semelhanca entre os
genes das monocotiledoneas, até mesmo a ordem dos genes dentro do genoma. O arroz possui
0 menor genoma entre as monocotiledoneas (410 Mb), sendo seu genoma dipléide mais facil
para estudos genéticos quando comparada com outras espécies. O arroz também é de facil
transformacgdo genética por meio de cultura de tecidos. Logo, arroz foi a primeira espécie
cultivada (a primeira foi a dicotiledonea Arabidopsis) a ter o genoma totalmente sequenciado
e os genes anotados no banco de dados do “The Institute Genomic Research”
(http://rice.plantbiology.msu.edu/).

O nitrogénio (N) € o nutriente mineral que mais limita a produgdo de arroz, é exigido
também para o melhoramento da qualidade nutricional do grao de arroz (MINGOTTE et al.,
2012). A nutricdo nitrogenada tem forte influéncia nos componentes de producdo, como
nimero de paniculas, nimero de espiguetas, peso de 1000 graos e tamanho da panicula
(FAGERIA e BALIGAR, 2001). Desse modo, o entendimento da dinidmica do N no cultivo
de arroz € de extrema importancia para obter boas produtividades e diminuir as perdas de N.
O sistema de producdo de arroz, inundado ou sequeiro, possui grande importancia na
dindmica de N por interferir nos processos quimicos, fisicos e biolégicos (SCIVITTARO et
al., 2010). O arroz aproveita de forma eficiente 0 NO3™ e NH,4", enquanto outras espécies ndo
suportam o NH4" como tnica fonte de N. O N mineral aplicado apresenta utilizacio de apenas
30%, enquanto o restante € perdido por lixiviagdo, volatilizacdo e desnitrificacao
(SCIVITTARO et al., 2010).

Uma alternativa para diminuir a perda de N do solo sdo plantas que apesentem maior
capacidade de absorcdo. Os componentes chaves para a maior absor¢do de N sdo a H'-
ATPase de membrana plasmética (PM H'-ATPase) e os transportadores de NO;. Ambos
componentes sofrem inducdo de acordo com a dose de N aplicada e sofrem regulacdo por
feedback provocado pela reducdo do N. Os dois principais genes de PM H'-ATPase
envolvidos na absor¢do de N sdo OsA2 e OsA7 (SPERANDIO et al., 2011), enquanto os
transportadores de NO3; OsNRTI1.1, OsNRT2.1 e OsNRT2.2 sdo os principais membros
(ARAKI e HASEGAWA, 2006). O transportador NRT1.1 foi caracterizado em Arabidopsis
como responsavel pela sinalizacdo do NO3™ disponivel no solo (HO et al., 2009), enquanto em
arroz ainda ndo foi caracterizado seus trés provaveis ortdlogos (OsNRT1.1A, OsNRTI.IB e
OsNRTI.1C).

Desse modo, o presente trabalho apresenta duas hip6teses: (i) as isoformas A, B e C do
gene OsNRTI1.1 com probabilidade de codificar proteinas de transporte de NO3  em arroz
possuem regulacio diferenciada com o fornecimento de NOs™ e NH," e sdo diferencialmente
expressos nas variedades de arroz IAC-47 e Piaui; (i1) as isoformas OsA2 e OsA7 previamente
identificadas em arroz podem exercer papel fundamental na aquisicio de NOj; e
desenvolvimento de arroz, especialmente em baixa concentragdo desse ion.



Este trabalho teve por objetivos: (i) Avaliar a expressao dos genes OsNRTI.IA,
OsNRTI.1B e OsNRTI.1C na variedade Nipponbare; (ii) verificar a expressdo dos genes
OsNRTI.1A, OsNRTI.1B e OsNRT1I.1C nas variedades IAC-47 e Piaui; (iii) obter plantas de
arroz mutantes contendo microRNA artificial silenciando OsA2 ou OsA7; (iv) avaliar o papel
das PM H'-ATPase para a absorcio de NOs; a partir do silenciamento das isoformas
OsA20uOsA7; e (iv)verificar a importancia das isoformas OsA2 e OsA7 no crescimento €
desenvolvimento de plantas de arroz.

Com base nos objetivos do presente trabalho, duas abordagens foram realizadas,

dividindo em dois capitulos:
e (Capitulo I: Avaliacdo da expressdo dos genes OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e
OsNRTI.1C em arroz e relacdo com a absor¢do de nitrato e atividade aas PM

H'-ATPases.
e (Capitulo II: Obten¢do de mutantes com silenciamento das isoformas OsA2 E
OsA7 de PM H*-ATPase via microRNA artificial e avaliacio de plantas de
arroz com menor expressio das PM H™-ATPases quanto a absor¢do de Nitrato

e desenvolvimento.

Os objetivos do Capitulo I foram: estudar a expressao das isoformas A, B e C do gene
OsNRTI.1em resposta a diferentes doses e fontes de N e avaliar a relacdo entre a expressao
dessas isoformas,OsNRT1.1A, OsNRTI1.IB e OsNRTI.1C, e a absor¢ao de NOj e atividade
das PM H"-ATPases visando a eficiéncia de absor¢do de N em arroz.

Os objetivos do Capitulo II foram: obter plantas de arroz mutantes por microRNA
artificial, com menor expressdo de OsA2 e OsA7; verificar o efeito desse silenciamento na
atividade das PM H'-ATPases; estudar a relacio entre as PM H*-ATPases e as V-H*-ATPase
e V-H'-PPase; verificar o crescimento e producdo desses mutantes em casa de vegetacio;
avaliar a absorcdo de NOs com diferentes niveis de N e analisar se a alteracdo das PM H'-
ATPases afeta a expressdo dos transportadores de N de alta afinidade e se essas alteracdes
podem afetar a eficiéncia de absorcdo de N.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Nitrogénio no Cultivo de Arroz

As duas principais formas de N mineral presentes no solo sao o nitrato (NO3) e o
amonio (NH4"), sendo o NOs™ a forma de predominante em solos aerados e o NH;" em solos
inundados.

A grande diferenca observada na produtividade de arroz entre o sistema inundado e
sequeiro pode ser atribuida ao manejo, melhoramento genético e deficiéncia hidrica no
sistema de sequeiro. As variedades usadas no sistema inundado possuem melhoramento
genético para obter altas produtividades além de ter melhor manejo, como maiores niveis de
adubagdo. Por outro lado, as variedades usadas no cultivo de sequeiro sdo geralmente
tradicionais com menor capacidade produtiva e manejo menos intensivo, com baixa entrada
de insumos.Portanto, o cultivo do arroz que pode acontecer tanto em solos aerados ou
inundados, deve apresentar manejo adequado da nutri¢ao nitrogenada para diminuir as perdas
de N e aumentar a eficiéncia de uso de N.

LINQUIST et al. (2011) estudaram o efeito dos ciclos de drenagem e inundamento nos
teores de NO3™ no solo e observaram que a drenagem nos campos de arroz por um periodo
prolongado levou ao aumento do teor de NO3 no solo. Apés o solo ser inundado novamente,
60% do N foi perdido (principalmente NO3) quando o solo foi reinundado, reduzindo a
eficiéncia de uso e absor¢do de N e afetando a producdo de graos na colheita do arroz.
Quando o solo se torna aerado, o NH;" é oxidado por meio de processos microbianos
(nitrificagdo) a NO3;. O NO; € suscetivel a perdas nos cultivos inundados de arroz,
desaparecendo da zona radicular em uma ou duas semanas apés o solo ser reinundado
(LINQUIST et al., 2006). Quando a plantacdo de arroz € reinundado o solo se torna andxico,
microrganismos convertem uma por¢do do NOs; em N gasoso (desnitrificacdo), que
corresponde a perda de N para a atmosfera (BURESH e DE MATTA, 1991).

A mineralizacdo da matéria organica do solo ou residuos culturais € um processo
complexo que envolve diversas enzimas e microrganismos do solo. Enzimas extracelulares
sd0 necessdrias para degradar polimeros organicos complexos em subunidades soldveis que
podem ser absorvidos por microrganismos. As mais importantes enzimas extracelulares sao as
proteases, chitinases e hidrolases do peptidoglicano (GEISSELER, 2010). Proteases
extracelulares possuem ampla diversidade de substratos e podem degradar a maioria das
proteinas ndo-estruturais. A chitinase hidrolisa a ligagdo entre moléculas N-acetil-D-
glucosamina. Peptidoglicano sdo compostos de diversos agucares e aminodcidos. Essas trés
classes de enzimas sdo produzidas e secretadas por uma ampla gama de fungos e bactérias do
solo e sua producdo € induzida pela presenca do seu substrato na solucdo do solo
(GEISSELER, 2010). CHAPIN et al. (2002) propdem que as enzimas extracelulares
envolvidas na degradacdo primdria dos compostos nitrogenados sdo o fator critico para a
mineralizacdo e liberacdo do NH," para a solugio do solo. As moléculas organicas liberadas
podem ser absorvidas e usadas pelos microrganismos e posteriormente o N presente pode ser
liberado para a soluc¢do do solo, principalmente na forma de NH," (NANNIPIERI e ELDOR,
2009).

Os trabalhos de SILVA et al. (2011) e LINQUIST et al. (2011) mostram a dindmica do
NOj3™ no cultivo de arroz inundado, evidenciando que a adubagdo com fertilizantes e/ou
adubacgdo organica devem ser criteriosas na sua escolha. Para entender porque os niveis de
NOj5  tendem a permanecer muito baixos com o inundamento na cultura do arroz, trés
processos chaves estdo envolvidos: (i) a mineralizacdo da matéria organica, (if) a nitrificacao
do N mineral quando o solo estd drenado, aumentando os teores de NOs; e, (iii) a
desnitrificacdo quando o solo € inundado.



Em solos inundados, o NOj;™ adicionado ao solo ou formado pela nitrificacdo de NH4"
nas zonas aerobicas perto da raiz ou da superficie do solo tende a ser rapidamente perdido por
desnitrificacdo no solo andxico, portanto, é geralmente assumido que plantas de solos
inundados absorvem muito pouco NO3~ comparado com NH,*. No entanto, em experimentos
em arroz cultivado hidroponicamente, foi encontrado que uma variedade de arroz inundado
foi excepcionalmente eficiente em absorver e assimilar NO3™ comparado com outras espécies
(KRONZUCKER et al., 2000). Isso sugere uma particular adaptacdo do arroz para a absorcao
de NOj e a possibilidade de absorcdo de NOs;™ em arroz inundado € mais importante que
geralmente pensado (KIRK e KRONZUCKER, 2005).

Em solos inundados também ocorre mineralizagdo da matéria organica, no entanto, a
decomposicdo € mais lenta gracas a decomposi¢do incompleta e ineficiente da matéria
organica em condi¢Oes anaerobicas (SAHRAWAT et al., 2004). A conversdo do N organico
em NH," em solos aerébicos € feito por microrganismos aerébicos, principalmente bactérias.
A falta de O, nos cultivos inundados de arroz leva ao acimulo de NH,*, porque a conversio
para NO; necessita de O, para sua reagdo (SAHRAWAT, 2010). A mineralizacio do N
organico em NH;" é um processo chave para a nutri¢io nitrogenada em cultivos de terras
inundados, como o arroz. Apesar de grande parte dos cultivos de arroz inundado necessitar da
aplicacdo de N, a mineralizacdo do N orgéanico presente no solo ou aplicado via adubagdo
verde € essencial para o crescimento e desenvolvimento da cultura de arroz. Em solos
inundados a imobiliza¢do de N por microrganismos € mais lenta quando comparada com solos
aerados, o que facilita a solos inundados acumularem maiores teores de NH," (ISHII et al.,
2011).

CHEN et al. (2010) avaliaram o efeito da aplicacao de adubo e residuos vegetais
marcados com N por seis cultivos sequenciais de rotacdo trigo-arroz, verificando que 85%
do adubo verde aplicado permaneceu no solo e somente 15% foi mineralizado e absorvido
pela cultura de arroz. Fica evidente a importincia da matéria organica do solo no
fornecimento de N para o cultivo de arroz e que a adi¢cao de adubos verdes pode aumentar o
estoque de N-organico do solo, diminuindo a necessidade da aplicacdo de grandes
quantidades de N-fertilizante no cultivo do arroz. A vantagem do uso de adubos verdes em
relacdo aos adubos minerais ocorre pela liberacao lenta de nutrientes para a solugdo do solo,
além de aumentar o teor de matéria organica do solo e impedir a degradacdo do ambiente de
producdo. Apesar dos resultados de CHEN et al. (2010) demonstrarem que o sistema de
cultivo arroz-arroz aumenta os niveis de NH4" no solo e diminui as perdas por desnitrificagio,
o cultivo prolongado pode provocar decréscimo do teor de N no solo por causa da ligacao que
o N mineral pode realizar com compostos lignificados que acumulam em solos inundados por
causa da decomposi¢do menos eficiente da matéria organica (SHIBU et al., 2006).

Em estudo realizado no Brasil pela EMBRAPA Clima Temperado, foi avaliado o
potencial de uso de leguminosas durante a inter-safra de arroz para diminuir a necessidade de
aplicacdo de N-fertilizante em arroz inundados. Nesse experimento conduzido por
SCIVITTARO et al. (2002) foi avaliado o desempenho produtivo e o potencial de
fornecimento de nitrogénio para o arroz irrigado de trés leguminosas de inverno [trevo-persa
cv. Kyambro (Trifolium resupinatum var. resupinatum); trevo-branco cv. Estanzuela Zapican
(Trifolium repens) e cornichdo cv. El Rincén (Lotus subbiflorus)], associadas ou ndo a uma
fonte nitrogenada mineral, a ureia. O adubo verde e o N-fertilizante foram marcados com BN
para avaliar a eficiéncia de recuperacio e o fornecimento de N proveniente de cada adubo. O
cultivo de adubos verdes apresentou grande produ¢do de massa e elevado potencial de fixacao
de N (98 a 166 kg ha), com a vantagem do N fixado ndo estar em formas prontamente
disponiveis e ser liberado gradualmente durante o ciclo de cultivo de arroz.

SCIVITTARO et al. (2002) verificaram ainda que o uso de leguminosas de inverno
juntamente com N-uréia (50 kg ha™") tiveram rendimento de grios e N acumulado equivalente
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ao tratamento com aplicacdo de somente 100 kg ha™' de N-uréia, sendo que a aplicacdo de
uréia juntamente com o adubo verde aumentou a utilizagio do N por estimular a
mineralizacdo. O uso de adubo verde ndo diminuiu a utilizagdo de N-uréia, que teve 23% de
aproveitamento pelo arroz irrigado. O aproveitamento do N proveniente pelo adubo verde no
cultivo de arroz foi em média 22%, indicando a importancia do N proveniente da
mineralizacdo da matéria organica do solo como fonte de N. O mais importante do uso de
adubos verdes na dindmica de N em solos cultivados com arroz € que parte do N permanece
no solo na forma orgéanica e diminui as perdas de N do solo, enquanto o N-uréia residual no
solo (principalmente NH4") pode ser facilmente perdido no decorrer do cultivo de arroz ou
depois da colheita, por ocasido da nitrificagcdo do N em solos aerados.

A dinamica do N em cultivos de arroz de sequeiro (terras altas) € diferente da
dindmica abordada no arroz inundado, devido as mudanc¢as que o inundamento induz na
dinamica de N, como abordado anteriormente. As perdas de N em cultivo de arroz por
inundamento sdo grandes desde a aplicacdo de adubo, provocado por volatizacdo de NHs e
desnitrificacdo do NOs', sendo a perda de NO5™ por lixiviagdo muito pequena por causa da sua
baixa abundéncia em solos inundados. No cultivo de arroz de sequeiro, a forma predominante
¢ NOs™ e pouco NH4" é encontrado no solo, sendo as perdas por volatilizacdo de NH3 menor
nesse sistema de cultivo de arroz (SCIVITTARO et al., 2002).

A principal via de perda de N no arroz de sequeiro € por lixiviagdo de NOs', que nao
fica adsorvido na CTC do solo sendo facilmente perdido pela dgua de percolagdo. A
concentracdo de NO3; no solo dependerd da quantidade de N aplicado, taxa de nitrificagao,
taxa de desnitrificacdo e taxa de mineralizacdo da matéria organica (LEE et al., 2012). A
primeira reacdo de nitrificacdo em solos aerados (NH,;" para NO,") é mediada principalmente
por microrganismos do grupo AOB (Nitrospira e Nitrosomonas), enquanto o grupo AOA
parece ndo ter relagdo direta com a presenca de NO3™ no solo. DI et al. (2010) estudaram as
populacdes AOA e AOB pela abundancia do gene amoA e verificaram que o grupo AOB
possui relacdo direta com o teor de NO3; no solo, enquanto AOA nido apresentou correlagdo
com o teor de NOs™ do solo, apesar de sua alta abundancia.

O NOj5 formado no solo que ndo for absorvido pelas plantas estard suscetivel a perda
por lixiviacdo. Quando o solo estd em pousio, sem cobertura vegetal, o risco de perdas
significativas de NOs3™ é grande caso ocorra chuvas de intensidade moderada e forte. Em
regides onde ocorrem chuvas de entre-safra é recomendado uso de leguminosas para evitar
perdas significativas de N do solo e aumentar o aporte de N-organico para o préximo cultivo.

A mineraliza¢do da matéria organica € importante fonte de N para o cultivo de arroz,
sendo que em cultivo de sequeiro a nitrificacdo do NH," liberado pela mineraliza¢do ocorre
rapidamente (NANNIPIERI e ELDOR, 2009). A razdo C/N dos materiais organicos
determina a taxa de mineralizacdo pela atividade microbiana e o “ponto de viragem” entre N-
mineralizacdo e N-imobilizacdo € a razao C/N de aproximadamente 20:1 (LEE et al., 2012).
LEE et al. (2012) estudaram o efeito da adicdo de residuos organicos com diferentes relacdes
C/N no cultivo de arroz inundado e de sequeiro. Segundo esses autores, a mineralizacdo do N-
organico foi maior nos compostos com menor relacio C/N, no entanto, a liberagdo de N foi
maior no cultivo de arroz de sequeiro, enquanto no arroz inundado a liberacao de N foi menor
e parte do N foi rapidamente perdida por volatilizagdo e/ou desnitrificagdo.

O clima tropical, caracterizado por duas estacdes climaticas definidas (periodo
chuvoso e seco), pode causar fluxos sazonais de nutrientes. Desse modo, a distribuicdo de
chuvas afeta a dinamica de N e sua disponibilidade para as plantas. De acordo com
NARDOTO e BUSTAMANTE (2003), o inicio do periodo chuvoso provoca intensa
mineralizacdo da matéria organica e liberacdo de nutrientes para a solu¢do do solo. O N
liberado é acumulado no solo na forma de NO3™ e com a ocorréncia de fortes chuvas, o NO5”
presente ¢ lixiviado e ndo permanece disponivel para as plantas. As plantas cultivadas nesses



ambientes necessitam de absorver rapidamente o NOs™ presente na solugdo do solo antes que
seja lixiviado (SANTOS et al., 2007). Essa ocorréncia da rdpida liberacdo de NO;3™ no inicio
da estac@o chuvosa e perda por lixiviacdo com o seguimento das chuvas é chamado de “flush”
de N.

O cultivo de arroz no Maranhdao (MA) € predominante de sequeiro onde o “flush” de
N é comum no inicio da estacdo chuvosa, quando acontece o plantio do arroz (SOUZA et al.,
1998). Devido a baixa renda dos produtores de arroz no MA, geralmente nao € feita adubacao
nitrogenada no decorrer do ciclo do arroz. A dindmica de N nesse ambiente for¢ou a sele¢do
de variedades que absorvem rapidamente o NO3™ disponivel nos primeiros meses de cultivo e
remobilizam posteriormente durante o restante do ciclo da planta (SOUZA et al., 1998).

Outro estudo feito no MA verificou que em regides produtoras de arroz de sequeiro
com predominio de Plintossolos, ocorrem teores de NH;* maiores que os de NO53’ (ARAUJ O,
2011). A localizacdo desses solos na baixada maranhense favorece a rdpida ascensdao do
lencol fredtico, sendo o solo com pouca capacidade de drenagem. A criacdo de pontos
saturados favorece o actimulo de NH;" e a desnitrificacio do NO;™ presente no solo. Os
produtores locais enfrentam baixa produtividade por causa da baixa fertilidade natural do solo
e a dindmica do N nesses solos favorecem as perdas de NOs do sistema.

2.2. A Absorcao de NOj e o Transportador NRT1.1

O arroz é uma planta estratégica para estudos de absor¢do de N, tanto pela sua
relevancia sécio-econdmica, com destaque para a alimentagdo humana, como por ter seu
genoma totalmente seqiienciado, o que a torna uma planta modelo entre as monocotiledoneas
para estudos moleculares (ARAKI e HASEGAWA, 2006; DUAN et al., 2007). O nitrogénio
(N) € um dos nutrientes requeridos em maiores quantidades pelas plantas, no entanto, sua
disponibilidade no solo é reduzida por ser facilmente sujeito a perda (ZHAN e FORDE,
2000). Desta maneira o N no solo esta em baixas concentragdes, tornando necessarias
aplicagdes sucessivas de fertilizante nitrogenado (GLASS, 2003).

Diversos estudos tém abordado caracteristicas fisioldgicas e moleculares relevantes
para a eficiéncia de absorcdo de N. Os transportadores de NO3;™ e de NH," de alta afinidade
sdo relatados como uns dos principais fatores envolvidos na eficiéncia de absor¢do de N da
solucdo do solo (ARAKI & HASEGAWA, 2006; SONODA et al., 2003). Sem deixar de
destacar a importancia das bombas de prétons (H'-ATPases) da plasmalema (PM) que sdo
elementos chave na absor¢ao de N, além de outros nutrientes, por gerar um gradiente de
potencial eletroquimico entre o apoplasto e o citossol que permite a absor¢do de ions e
moléculas (GLASS et al., 2003; SONDERGAARD et al., 2004).

O NOj absorvido pode ser reduzido sequencialmente a NO, pela enzima nitrato
redutase (citossélica) e depois a NH," pela enzima plastidial nitrito redutase. A seguir, o NH*
¢ assimilado em moléculas organicas, formando glutamina e glutamato pela via Glutamina
sintetase-Glutamato sintase (GS-GOGAT) (FERNANDES e SOUZA, 2006). O NOs
absorvido também pode ser exportado para outras células ou tecidos, e/ou pode ser acumulado
nos vacuolos para posterior reutilizagdo. Para o NOj™ retornar ao citossol, e ser reduzido a
NH,", é necessario a presenca de transportadores de NOs3™ do tipo simporte e das bombas de
prétons presentes nos vactiolos: a V-H*-ATPase e a Pirofosfatase (H*-PPase) (FERNANDES
e SOUZA, 2006).

Estudos com NO; t€ém demonstrado que esse ion além de nutriente, também é um
sinal para o metabolismo vegetal (SANTI et. al., 2003). Pesquisas atuais avaliando a
capacidade das plantas absorverem o NOs™ do solo estdo focadas nos elementos chaves para
esse processo: os transportadores de NO; e as PM H'-ATPases (SANTI et al., 2003;
QUAGGIOTTI et al., 2004; ARAKI e HASEGAWA 2006; ORSEL et al., 2006), ambos
presentes na membrana plasmatica.



Os transportadores de NOj; sao classificados de acordo com sua afinidade pelo
nutriente. Existem transportadores de alta afinidade (HATS - “High Affinity Transport
System”) que operam preferencialmente sob baixas concentra¢des de NO3™ (<ImM), enquanto
os transportadores de baixa afinidade (LATS - “Low Affinity Transport System”) operam
preferencialmente em concentragdes acima de 1 mM (SIDDIQI et al., 1990; ASLAM et al.,
1992; ASLAM et al., 1993).

Entre os tranportadores de alta afinidade em arroz, OsNRT2.1 e OsNRT2.2 sdao os mais
importantes e sdo induzidos pelo fornecimento de NO; e reprimidos pelos produtos de
assimilacdo do NOj3 (ARAKI e HASEGAWA, 2006). A expressao dos transportadores
OsNRT2.1 e OsNRT2.2 ocorrem principalmente epiderme da raiz, regido em maior contanto
com a solu¢do do solo (FENG et al., 2011). Em Arabidopsis foi descoberto que para a
atividade dos transportadores NRT2.1 e NRT2.2 € necessario a proteina acessoria NAR2.1
(ORSEL et al.,, 2006). Esses autores ainda verificaram que em plantas de Arabidopsis
mutantes sem NAR2.1 (nar2.l) ocorria menor expressdo, enderecamento e atividade de
transporte de NRT2.1 e NRT2.2. KOTUR et al. (2012) verificaram que os transportadores da
familia NRT2 interagem com NAR2.1, com excecdo do NRT2.7. Em arroz, OsNAR2.1
interage com os transportadores OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.3a, sendo essencial para a
absorcdo de NOj3™ pela familia OsNRT?2.

Foi caracterizado em Arabidopsis que o transportador NRT2.4 € expresso na
deficiéncia de NOj3 e possui alta afinidade pelo NO3; (maior que NRT2.1 e NRT2.2) (KIBA
et al., 2012). Desse modo, a fungdo do NRT2.4 é absorver NO; da solucdo do solo em
condi¢des de suprimento muito baixo desse composto, onde NRT2.1 e NRT2.2 ndo sdao mais
ativos.

Enquanto a familia NRT2 transporta exclusivamente NO;3, a familia NRT1 estd
agrupada com transportadores de peptideos (NRT1/PTR). Adicionalmente, foi verificado que
alguns membros da familia NRT1/PTR também transportam auxina (KROUK et al,. 2010) e
acido abscisico (KANNO et al., 2012). Essa gama de substratos transportados pela familia
NRTI1/PTR causou novas discussdes para a nomenclatura dessa familia.

LERAN et al. (2014) usaram 2398 sequéncias de aminoécidos de 33 genomas para
realizar um novo agrupamento da familia NRT1/PTR. Esses autores renomearam a familia
NRTI1 como NPF (NRT1 PTR FAMILY) dividindo em oito subfamilias (NPF1-NPF8). No
entanto, essa nomenclatura mudou a ordem légica de nomenclatura dos transportadores ja
caracterizados em diversas plantas. Por exemplo, em Arabidopsis o transportador NRTI1.1
(CHL1) foi nomeado como AtNPF6.3, NRT1.2 como AtNPF4.8, NRT1.3 como AtNPF6.4
(LERAM et al., 2014).

Concomitante com a nova nomenclatura de LERAM et al. (2014), von
WITTGENSTEIN et al. (2014) realizaram alinhamentos das familias NRT1/PTR, NRT2,
AMT1 (ammonium transporter 1) e AMT2 (ammonium transporter 2). Enquanto LERAN et
al. (2014) dividiram NRTI1/PTR em oito subfamilias, von WITTGENSTEIN et al. (2014)
dividiram em dez supergrupos e nao alteraram a nomenclatura dos membros da familia
NRTI1/PTR. Desse modo, na primeira citacdo de cada transportador da familia NRT1/PTR
serd adicionado entre parénteses a nomenclatura de acordo com LERAM et al. (2014) e no
decorrer do texto serd adotada a nomenclatura usual.

Em Arabidopsis, o primeiro transportador caracterizado foi NRT1.1 (AtNPF6.3),
atuando como um transportador de dupla afindade (opera tanto em altas quanto em baixas
concentracoes de NOs3) (HO et al., 2009). O NRT1.1 opera em alta afinidade quando o
residuo de aminoécido treonina na posicdo 101 da cadeia polipeptidica (T101) estd fosforilado
e em baixa afinidade quando o T101 esta desfosforilado (LIU e TSAY, 2003).

Além de atuar como transportador de NOs, em Arabidopsis NRT1.1 possui uma
importante funcdo como sensor da concentracdo de NO3™ no solo. De acordo com HO et al.
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(2009), em baixas doses de NOs3 o NRTI1.1 esta com o residuo de aminoacido T101
fosforilado que interage com a proteina quinase CIPK23 (CBL-Interacting Protein Kinase 23)
e induz a expressao de genes associados ao metabolismo de NOs". Quando a concentracdo de
NOj3™ no solo € alta (>1mM), o residuo T101 do transportador NRT1.1 esta desfosforilado e
interage com a proteina quinase CIPK8 e induz a expressio dos genes associados ao
metabolismo de NO3™ em altos niveis (HU et al., 2009).

O transportador NRT1.1 de Arabidopsis atua também na fluxo de auxina e regula o
crescimento radicular de acordo com a concentracdo de NO3™ no meio externo (KROUK et al.,
2010). Em plantas de Arabidopsis cultivadas com baixas doses de NO3™ (<0,2mM) ocorre o
crescimento axial da raiz (profundidade), sendo que NRTI.1 transporta auxina no sentido
axial e facilita o crescimento em profundidade. Em altas doses de NOs; (>1mM) ocorre
crescimento de raizes laterais, sendo que NRTI1.1 ndo transporta auxina e esse hormodnio
acumula nos pontos de emissdo de raizes laterais.

Além de NRT1.1 ser responsdvel pela absor¢cdo de NO3™ pelas raizes em Arabidopsis,
NRTI1.2 (AtNPF4.8) também € responsavel pela absor¢cao de NOs;" (HUANG et al., 1999). Os
outros membros da familia NRT1 caracterizados em Arabidopsis foram identificados como
envolvidos na translocacdo de NOs™ dentro da planta. NRT1.5 (NPF7.3) € expresso nas células
do periciclo e estd envolvido no carregamento do xilema (LIN et al., 2008). NRT1.8 (NPF7.2)
e NRT1.9 (NPF2.9) estdo envolvidos no descarregamento no xilema, afetando o transporta de
NOj da raiz para o parte aérea (LI et al., 2010; WANG e TSAY, 2011). NRT1.7 (NPF2.13)
estd envolvido na remobilizacdo de NO;3™ das folhas velhas para as folhas novas (FAN et al.,
2009). NRT1.4 (AtNPF6.2) é expresso no peciolo foliar (CHIU et al.,, 2004) e NRT1.6
(NPF2.12) estd envolvido no transporte de NO;s para o embrido em desenvolvimento
(ALMAGRO et al., 2008). LERAN et al. (2013) verificaram que NRT1.5 é bidirecional e
especula-se que pode ser uma caracteristica geral dos transportadores de NO; de baixa
afinidade.

Recentemente, XIA et al. (2015) caracterizaram um novo transortador de NO3; de
baixa afinidade OsNPF2.4 (esse transportador ndo possui a nomenclatura usual porque os
autores optaram pela nomenclatura de LERAN et al. (2014) e ndo possui homologia com os
transportadores de NOjs' j4 caracterizados). OsNPF2.4 esta presente na membrana plasmatica,
sendo expresso na epiderme e cilindro central da raiz, folhas e graos (XIA et al., 2015).
Plantas de arroz mutantes silenciando osnpf2.4 apresentam menor absor¢ao de NO3 em alta
concentracdo e menor translocacdo de NOs para a parte aérea.

LIN et al. (2000) caracterizaram em arroz um transportador de baixa afinidade de NO3’
fortemente expresso na epiderme e pélos radiculares. Posteriormente, TSAY et al. (2007)
nomeou o transporador caracterizado por LIN et al. (2000) como OsNRT1.1. A nomenclatura
do transportador caracterizado por LIN et al. (2000) como OsNRT1.1 (OsNPF8.9) ainda
permeceu nos novos estudos de divisdes dos transportadores da familia NRT1/PTR feitas por
LERAN et al. (2014) e von WITTGENSTEIN et al. (2014). No entanto, o estudo realizado
por PLETT et al. (2010) constatou que o OsNRT1.1 mostrado no trabalho da TSAY et al.
(2007) ndo possui nenhuma relagdo com NRTI.1 de Arabidopsis. PLETT et al. (2010)
encontraram no genoma de gramineas trés provaveis ortélogos do gene de Arabidopsis
NRTI1.1. Em arroz, PLETT et al. (2010) nomearam os ortélogos do gene NRT1.1 como
OsNRTI1.1A (OsNPF6.3), OsNRT1.1B (OsNPF6.5) e OsNRT1.1C (OsNPF6.4). Os ortélogos
para NRTI1.1 sugeridos por PLETT et al. (2010) estdio na mesma superfamilia da
nomenclatura feita por LERAN et al. (2014), estando na superfamilia NPF6, enquanto o
OsNRT1.1 nomeado por TSAY et al. (2007) esé na superfamilia NPFS.



2.3. Biogénese e Modo de Ac¢ao dos Micro RNAs: Silenciamento Génico Mediado por
Micro RNA Artificial (amiRNA)

A expressdo do pri-miRNA (miRNA primario) ocorre de maneira idéntica aos genes
codificantes de proteina, contendo sitio de inicio de transcri¢do, TATA-box e CAAT-box. As
regides promotoras da maioria dos miRNAs de plantas possuem TATA box e ao menos 21
motivos cis regulatérios (ZHAO et al., 2013), podendo gerar respostas de expressao em
diferentes etapas do desenvolvimento vegetal, ataque de patégenos ou até mesmo tecido
especifico. Diversos fatores de transcricdo envolvidos em diferentes tipos de respostas a
varios tipos de estresse possuem regulacdo na expressdao do pri-miRNA. Um exemplo é o
fator de transcricio PHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE) envolvido na
homeostase de fésforo (P) em Arabidopsis (BARI et al., 2006). Muitos promotores de genes
pri-miRNA apresentam sitios de ligacdo para diversos fatores de transcricdo na sua regido
promotora envolvidos em respostas hormonais, como ARF (induz repressdao de genes na
auséncia de auxina), LFY (ativa genes chave homedticos florais em sua indugdo,
notavelmente por gibelerina) e MYC2 (aumenta a resposta a seca pelo aumento da
sensibilidade ao ABA) (MEGRAW et al., 2006; VOINNET, 2009).

Do mesmo modo que a maioria dos genes transcritos pela RNA pol II, os pri-miRNAs
possuem a tipica estrutura éxon-intron de genes codificantes de proteinas. A maioria dos pri-
miRNAs vegetais contém ao menos um intron do lado 3" do loop contendo o miRNA, sendo
que durante muito tempo foi pensando que os introns niao possuiam fun¢@o na biogénese dos
miRNAs. Recentemente, foi demonstrado que o intron no pri-miRNA desempenha papel
fundamental na formacao do miRNA (DHIR e PROUDFOOQOT, 2013).

Duas proteinas que estdo envolvidas no processamento do miRNA sao CBP20 e
CBP80 (Cap Binding Proteins). As proteinas CBP foram primeiramente caracterizadas por
atuar no splicing de mRNA em plantas (RACZYNSKA et al., 2010), no entanto, também foi
verificado que CBP20 e CBP80 sao fundamentais na biogénese de miRNAs. Plantas mutantes
cbp20 e cbp80 apresentaram pri-miRNA com defeitos no splicing, assim como alteracdo na
eficiéncia de processamento do pri-miRNA (LAUBINGER et al., 2010). A alteracdo do
processamento de pri-miRNA sem intron nos mutantes cbp20 e cbp80 indicam que a fungdo
dessas proteinas no processamento do miRNA independente da necessidade de splicing do
miRNA (ROGERS e CHEN, 2013).

Ap6s a expressao e maturagdo do pri-miRNA, ocorre o processamento do miRNA por
clivagens sucessivas no pri-miRNA. Em animais, a primeira etapa de clivagem ocorre no
nucleo pela enzima Drosha e posteriormente no citossol pela enzima Dicer (BOLOGNA et al.,
2012).

Em plantas, toda a clivagem e maturacdo do miRNA ocorre no nicleo e a enzima
DCL1 (Dicer-Like 1), uma enzima tipo RNase III, que realiza todas as clivagens necessdrias
para a liberagdo do complexo miRNA-miRNA*. DCL1 ¢ auxiliada pela proteina de ligacao
do dsRNA HYPONASTIC LEAVES HYLI e a proteina dedo de zinco SERRATE (SE),
aumentando a eficiéncia de corte da DCL1 (DONG et al., 2008; BOLOGNA et al., 2012).
Mutantes dcll (sem DCLI) sdo letais, enquanto mutantes com menores niveis de HYL1 e SE
possuem menor processamento do miRNA e actimulo de pri-miRNA (LAUBINGER et al.,
2008). HYLI e SE juntas sdo responsaveis pela precisdo do corte realizada pela DCL1
(MANAVELLA et al., 2012). Outra proteina envolvida na estabilizacio do miRNA ¢
TOUGH (TGH), que se liga ao pri-miRNA ainda na forma de fita-simples e apesar de ndo
estar envolvida na precisdo de corte da DCL1, aumenta a atividade de processamento do pri-
miRNA por aumentar a afinidade da proteina HYL ao pri-miRNA (REN et al., 2012). CPL1
(C-TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE1) estd envolvida no controle de HYL
através da fosforilacdo, mantendo HYL hipo-fosforilada (MANAVELLA et al.,, 2012).
Existem duas isoformas de CPL1, sendo letal somente quando hd mutacao das duas isoformas
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cplI(ROGERS e CHEN, 2013). A proteina DAWDLE (DDL) interage com as isoformas
DCL2 e 4 estabilizando o pri-miRNA e aumentando a taxa de processamento de miRNA,
entretanto ndo é conhecido se DDL também interage com outras isoformas de DCL
(ENGELSBERGER e SCHULZE, 2012).

Ap6s a expressdo do pri-miRNA, € formada uma estrutura secuddria conhecida como
stem-loop, possuindo grande importancia no processamento mediado pela DCL. Os pri-
miRNA formam uma estrutura secundaria (stem-loop) contendo loop terminal (regido central
do miRNA que nio possui auto-anelamento), haste superior (regido entre o loop terminal e o
miRNA/miRNA*), a regido contendo o miRNA/miRNA* e a haste inferior contendo
aproximadamente 15 nt abaixo do miRNA/miRNA* e um loop interno (BOLOGNA et al.,
2012).

Existem quatro DCLs no genoma de Arabidopsis (DCL1-4) e seis DCL em arroz,
sendo que no genoma de arroz € encontrada uma cépia extra da DCL2 e DCL3 (MARGIS et
al., 2006; PATTANAYAK et al., 2013). DCLI1 € responsavel pela clivagem do pri-miRNA e
liberacio do miRNA/miRNA* (GARCIA-RUIZ et al. 2010), DCL3 estd envolvido na
producdo de 24-nt si-RNA que regula a metilacio de elementos mdveis como transposons
(LU et al,. 2005), DCLA4 € principalmente responsavel pelo processamento endégeno de 21-nt
siRNAs (ta siRNA) e siRNAs derivados de virus, enquanto DCL2 pode funcionalmente
compensar a atividade da DCL4 na defesa viral (PATTANAYAK et al., 2013). A isoforma de
DCL mais importante para o processamento do miRNA em plantas € DCL1, embora DCL3
possa clivar miRNAs em Orgdos especificos e bloquear a acdo dos miRNAs em um
determinado 6rgao (VOINNET, 2009). A regulacdo da expressdo da enzima DCLI1 ¢ feita
pelo miR162 que silencia o mRNA de DCL1 (MENG et al., 2009).

O processamento do pri-miRNA ocorre dentro do nucleo em estruturas chamadas de
“Dicing Bodies” (D-Body) (LIU et al., 2012). Complexos de proteina contendo DCLI,
HYLI1, SE, TGH e CPLI foram encontradas em um local subnuclear por complementagdo de
fluorescéncia bimolecular (FANG e SPECTOR, 2007). A presenga da DCL1 e do pri-miRNA
nesses sitios sugerem que “D-Bodies” possuem um papel fundamental na maturacdo do
miRNA (ROGERS e CHEN, 2013).

WANG et al. (2013) identificaram outra proteina envolvida na expressdo e
processamento de miRNAs. Primeiramente identificada em levedura, NOT2 € uma proteina
conservada em eucariotos que possui papel fundamental na expressdo génica em levedura
(KRUK et al., 2011), no entanto, sua fun¢do no controle da expressdo gé€nica ndo era
totalmente caracterizada em plantas. Plantas de arroz transformadas com RNAI para silenciar
OsNOT2 nao regeneraram plantas, indicando que o silenciamento de OsNOT2 ¢€ letal nessa
espécie. Para caracterizar a funcdo de NOT2 em Arabidopsis, WANG et al. (2013) usaram
plantas mutantes com duplo nocaute nas duas isoformas de NOT2 (NOT2a e NOT2b)
denominada not2a-1 2b-1, assim como duas linhagens de plantas mutantes com RNAi para
silenciar NOT2b no mutante not2a-2, denominadas RNAi-1 e RNAi-2. Todas as plantas
mutantes not2 apresentaram menor crescimento quando comparado com Arabidopsis tipo-
selvagem. As plantas mutantes not2a-1 2b-1, RNAi-1 e RNAi-2 apresentaram menor
biogénese de miRNAs, no entanto, foi observado que o pri-miRNA nao acumulou nas plantas
mutantes indicando que NOT?2 pode ter influéncia na expressao de genes MIR.

Ap6s o processamento do pri-miRNA pela DCL e proteinas acessoérias, € liberado o
complexo miRNA/miRNA*. O duplex miRNA/miRNA* ¢é metilado pela enzima HUA
ENHANCER 1 (HEN1) em Arabidopsis e WAFY LEAVE 1 (WAF1) em arroz, sendo metil
transferases encontrados em plantas (ARIKIT et al., 2013). A adi¢do do grupo metil no
residuo de acticar 2°-OH do nucleotideo 3° pela HEN1 protege o miRNA da degradacdo da
3 -exonuclease e 3 -uridilizacdo (adi¢do de pequenas caudas de poli-U nos miRNAs ndo
metilados que diminui sua estabilidade facilitando a degradacdo do miRNA) (GULERIA et
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al., 2011). HEN1 possui preferéncia pelo complexo miRNA/miRNA* sugerindo que a
metilacdo ocorre antes da dissociacdo das fitas de miRNA/miRNA* (ROGERS e CHEN,
2013). Plantas mutantes de arroz wafl (ortélogo da Arabidopsis HENI1) apresentam
desenvolvimento anormal e menor crescimento de raiz e parte aérea (ABE et al., 2010).
Usando Arabidopsis mutante henl, YU et al. (2005) verificaram que a delecio de HEN1
causa degradacdo do miRNA e uridilizacdo do miRNA, evidente pela formacdo de bandas
com tamanho maior que 21-nt pela adi¢do de U na extremidade 3° do miRNA. Também foi
avaliado o efeito da delacdo de WAF1 em arroz usando o mutante wafl e foi verificado forte
degradacdo dos miRNAs avaliados, sendo que foi verificado menor uridilizacdio do miRNA
nos mutantes de arroz quando comparado com os mutantes henl de Arabidopsis (ABE et al.,
2010).

A metilacdo dos miRNAs vegetais aumentam sua resisténcia a degradac¢do, podendo
até ter influéncia na expressao de genes em animais caso ingerido na alimenta¢do. Em um
detalhado estudo da influéncia de um miRNA vegetal no silenciamento génico em animais,
ZHANG et al. (2012) verificaram que o miR168a de arroz pode atuar no silenciamento génico
pos-transcricional em um gene especifico (LDLRAPI) de animais.

Apés o duplex miRNA/miRNA* ser liberado na maquinaria de processamento e
metilado pela HEN no nicleo, a saida para o citoplasma € feita pela HASTY, um homélogo
em plantas da exportina-5 de animais (PARK et al., 2005). No entanto, em animais exportina-
5 transporta pre-miRNAs para o citoplasma onde a enzima Dicer realiza o processamento.
Plantas mutantes hasty apresentaram queda de transporte do miRNA/miRNA* do nicleo para
o citoplasma somente de alguns miRNAs, sugerindo que existem outras formas de transporte
de miRNAs para o citossol em plantas ainda nao identificados (ROGERS e CHEN, 2013).

O miRNA no citossol € integrado ao complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC, RNA induced silencing complex). A fita guia do miRNA ¢ liberada da fita passageira
(*miRNA) e carregada na enzima Argonauta (AGO), a unidade catalitica do complexo RISC.
O silenciamento do mRNA ¢é mediado pelo pareamento com o miRNA e clivagem promovida
pela AGO. A selecdo da fita de miRNA correta proveniente do duplex miRNA/miRNA* é
baseada em parte pelas caracteristicas do miRNA. A fita guia (miRNA) contém baixa
estabilidade termodindmica na por¢ao 5° (regido da semente, com maior contetido de A e U)
relativa a0 miRNA*, além de possuir poucos mismatches (bases nido pareadas dentro do
duplex miRNA/mRNA) na regido da semente (OSSOWSKI et al., 2008). A por¢do 3" do
miRNA € chamada de regido compensatéria e pode ter entre 2 e 4 mismatches, além de
possuir maior quantidade de citosina (C) e guanina (G). O sitio de clivagem € conservado
entre os miRNAs, sendo o nucleotideo na posicio 10 uma adenosina (A) na maioria dos
miRNAs, por causa da clivagem mediada pela AGO ocorrer entre os nucleotideos 10 e 11
(WARTHMANN et al., 2008). O primeiro nucleotideo na posi¢do 5° é predominantemente
uracila (U), sendo de grande importancia no carregamento do miRNA na isoforma de AGOI1,
responsavel pela clivagem do mRNAs mediada por miRNA em plantas (OSSOWSKI et al.,
2008). A selecdo da fita guia € também aumentada pelas proteinas HYL1 e CPL, indicando
que o miRNA ¢ selecionado desde o processamento no nicleo (MANAVELLA et al., 2012).

O conhecimento da biogénese e processamento dos miRNAs gerou a possibilidade de
criar métodos de silenciamento génico sem a necessidade de usar bancos de mutantes. A
primeira gera¢do de silenciamento usando pequenos RNAI artificiais foi com o método de
hairpin RNAi (hpRNAi) (WATSON et al., 2005). A constru¢do de hpRNAIi consiste de uma
por¢ao de um gene alvo clonado na dire¢dao senso e antisenso separados por um intron. Esse
método produz diversos siRNA, possuindo alto silenciamento do gene alvo. No entanto, esses
diversos siRNA ap6s entrar no complexo RISC podem resultar no silenciamento de genes nao
alvos (off-targets). O nimero alto de genes ndo alvos sendo silenciados pelo método hpRNAi
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fazem desse método instdvel para usos futuros para estudar o efeito de silenciamento nos
genes de interesse (TIWARI et al., 2014).

O uso de sRNAi baseado em amiRNA tem crescido a partir do desenvolvimento de
vetores para uso em Arabidopsis e arroz, sendo chamado de segunda geracdo de RNAi. A
tecnologia de amiRNA ¢é baseada na manipulacdo de precursores de miRNA end6genos para
silenciamento de mRNA especifico (SCHWAB et al., 2006). Andlises de expressao mostram
que amiRNA possuem similaridade e alta especificade como miRNA end6genos (SCHWAB
et al., 2006), sendo que suas sequéncias podem ser facilmente otimizadas para silenciamento
de um ou diversos genes sem afetar a expressao de outros genes. No entanto, alguns fatores
podem afetar a eficiéncia de silenciamento: (i) produgdo insuficiente de siRNA com
propriedades favoraveis, (ii) inacessibilidade do sitio de clivagem no mRNA alvo, (iii)
dificuldades em diminuir os niveis do mRNA alvo por causa de feedback negativos
(OSSOWSKI et al., 2008). Analisando as caracteristicas intrinsecas do amiRNA que possuem
alta especificidade no silenciamento génico apresentam instabilidade (alto teor de AU) na
por¢ao 5° (SCHWARZ et al., 2006).

A tecnologia envolvendo amiRNA pode ser facilmente manipulada usando miRNAs
enddgenos. Sabendo a regido que € processada na sequéncia do miRNA imaturo, essa pode
ser manipulada por PCR e inserir um miRNA especifico para o mRNA alvo. No entanto, é
necessario encontrar as melhores regides dentro do mRNA alvo para um silenciamento
eficiente. Baseado nisso, foi desenvolvido no ‘Instituto Max Planck para Fisiologia Vegetal’
pelo pesquisador Deflet Weigel uma plataforma que permite a automacgdo do desenho de
regides para amiRNA, chamada WMD (Web MicroRNA Designer). A plataforma WMD foi
desenvolvida inicialmente para Arabidopsis e agora conta com banco de dados para mais de
30 espécies (WARTMANN et al., 2008). Para Arabidopsis e arroz basta entrar com o nome
do loco (por exemplo, At1g23450 ou Os01g24680), enquanto para outras espécies necessita
entrar com a sequéncia no formato FASTA pois € baseada em bancos de EST (Expressed
Sequence Tags).

O principio da plataforma WMD consiste em encontrar sequéncias que poderdo ser
usadas como amiRNAs especificos para determinada espécie baseada no seu banco de dados
(OSSOWSKI et al., 2008). Inicialmente, sequéncias de 21 nucleotideos sdo escolhidas do
reverso complementar do transcrito alvo, como aquelas que possuem A na posicdo 10 e
possuem alto contetido de AU na extremidade 5’ e alto contetido de CG 3’. Na posicao 1, uma
U € introduzida em todos os casos, mesmo que exista outro nucleotideo nessa posi¢do.
Pr6ximo, todos os candidatos sdo testados com mutacdes nas posi¢des 13-15 e 17-21. Os
candidatos de amiRNA mutados deverdo hibridizar com o gene candidato com ndo mais que
dois ndo-anelamentos nas posi¢des 13-21 e a instabilidade da extremidade 5’¢ obrigatério. E
permitido somente um ndo-anelamento na regido entre as posi¢des 2 e 12, nenhuma na regidao
10 e 11 (sitio de clivagem) e até quatro entre as regides 13-21, sem mais que dois nao-
anelamentos consecutivos. O duplex amiRNA-amiRNA* deverd ter pelo menos 70% da
energia livre de hibridizagcao calculado de um perfeito anelamento amiRNA-amiRNA*, com
pelo menos -30 Kcal mol'. Um ou dois ndo-anelamentos entre as bases 17 e 21 sdo
desejaveis, que deverdo reduzir a possibilidade de extensdo pela RNA-pol dependente de
RNA que podera atingir outros genes. Finalmente, é evitado amiRNA com perfeita
complementaridade com seus alvos por causa dos efeitos que podem ser causados em outros
genes, como mencionado anteriormente. Embora a maioria dos sitios alvos dos miRNA
enddgenos sejam encontrados na extremidade 3’ da regido codante, os amiRNAs podem ser
usados em qualquer regido (OSSOWSKI et al., 2008).

Foram identificados miRNA que podem ser usados com alta eficdcia para construcao
de amiRNA em Arabidopsis, como o MIR164b, MIR159a, MIR171 e MIR172a (SCHWAB et
al., 2006). Para estudos de silenciamento em arroz, WARTHMANN et al. (2008) isolou do
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pre-miRNA osa-MIR528 a regidao que sofre processamento para gerar o miRNA, adicionou
sitios de restri¢cao e construiu o vetor pPNW55. Através de reagdes de PCR utilizando o vetor
pNWS55 e primers contendo o miRNA especifico para o gene de interesse, pode-se obter
construgdes génicas para silenciar qualquer gene de interesse em arroz.

A eficidcia de processamento do amiRNA ¢é semelhante aos miRNAs enddgenos
(SCHWAB et al. 2006). O uso de amiRNAs possuindo especificidade, efetividade e precisdo,
¢ indicado para estudos de genes via silenciamento altamente especifico (TIWARI et al.,
2014). WARTMANN et al. (2008) testando seu sistema de amiRNA conseguiu mais de 70%
de silenciamento do gene alvo com grande especificidade. CHEN et al. (2012) usando o
sistema de amiRNA para arroz obtve entre 60 e 80% de silenciamento do gene alvo.
BUTARDO et al. (2011) usaram a tecnologia hpRNAi e amiRNA em arroz para silenciar o
gene SBEIIb (starch branching IIb) e verificaram que amiRNA possui maior efeito de
silenciamento quando comparado ao hpRNAi. KHANDAY et al. (2013) também usaram a
tecnologia do amiRNA em arroz, obtendo oito linhagens com alto silenciamento do gene alvo
de maneira especifica. WENG et al. (2014) produziram 20 linhagens de arroz com o amiRNA
para silenciar o gene Ghd7 (Grain number,plant height,and heading date7), obtendo nas
linhagens alto nivel de silenciamento do gene alvo e expressdo da caracteristica fenotipica
esperada.

2.4. Bombas de Prétons (H") em Plantas: Desenvolvimento Vegetal e Nutricio Mineral

As bombas de H' sdo divididas em trés grupos: H'-ATPase de membrana plasmatica
(PM H*-ATPase), H-ATPase vacuolar (V-H"-ATPase) e H'-PPase vacuolar (V-H*-PPase). A
PM H*-ATPase é uma P;-ATPase que utiliza a energia da hidrélise do ATP para bombear H"
do citossol para o apoplasto, criando um gradiente de potencial elétroquimico, ou seja, um
gradiente elétrico (citosol eletrogénico) e um gradiente de prétons AuH™ que gera a forca
préton-motriz (Ap), ambos necessdrios para energizar os sistemas de transporte de nutrientes
(SONDERGAARD et al., 2004; DUBY e BOUTRY, 2009).

A PM H"-ATPase é composta de uma tnica cadeia peptidica contendo em média 950
aminoécidos e 10 hélices transmembrana, possuindo uma regido regulatéria na extremidade
C-terminal chamada dominio R. Quando o penultimo residuo de treonina (Thr) esta
fosforilado, a proteina 14-3-3 se liga na extemidade C-terminal e abre ou libera o sitio
catalitico da PM H"-ATPase onde o ATP se liga no momento da hidrélise (ATP - ADP + Pi)
(GAXIOLA et al., 2007). A superexpressio da PM H*-ATPase sem o dominio regulatério C-
teminal (APMA4, sem os dltimos 103 residuos de aminoécidos da por¢do C-terminal) em
tabaco (Nicotiana tabacum), resultou em uma PM H*-ATPase ativa sem regulacio, o que
causou efeitos deletérios na planta por causa do alto consumo de ATP (GEVAUDANT et al.,
2007). Esses autores também fizeram a superexpressio da PM H*ATPase sem nenhuma
alteracdo na sequéncia de aminodcidos, ndo observando mudancas na planta mutante por
causa da forte regulacio pés-traducional sofrida pelas PM H*ATPases.

A regulagdo pés-transcricional da PM H'-ATPase € importante para o controle da
atividade de bombeamento de H". Em tabaco, as duas principais isoformas de PM H*-ATPase
sao PMA2 e PMA4, sendo que somente 44% de PMA2 e 32% de PMA4 estdo ativas
(fosforiladas) em condicdes normais de crescimento (BOBIK et al., 2010). Esses resultados
mostram que a regulacdo pds-transcricional é diferente entre as isoformas de PM H'-
ATPases. De acordo com GAXIOLA et al. (2007), a existéncia de diversas isoformas de PM
H"-ATPase possibilita um efeito compensatério nos mutantes superexpressando ou
silenciando uma isoforma especifica. No entanto, BAXTER et al. (2003) sugere que diversas
isoformas de PM H'-ATPase pode também ser resultado de expressdo tecido especifica ou
expressao em determinados estdgios de desenvolvimento ou em resposta a diferentes tipos de
estresses bidticos e abidticos.
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A caracterizacio das isoformas de PM H'-ATPase teve grande avanco usando
mutantes de Arabidopsis, que possui 11 isoformas (ARANGO et al., 2003). Por exemplo,
AHAI0 ¢ principalmente expressa no desenvolvimento das sementes (HARPER et al., 1994),
AHA4 ¢é expressa na endoderme da raiz, flores e siliculas (VITART et al., 2001), enquanto
AHA6, AHAS e AHA9 no pélem (BOCK et al., 2006). Em pepino, a isoforma CsHAI € mais
expressa na parte aérea, enquanto CsHA3 € mais expresso nas raizes (MEODZINSKA et al.,
2010).

Em uma revisio sobre bombas de H" em plantas, GAXIOLA et al. (2007) afirmaram
que ao contrario dos transportadores envolvidos na absor¢ao de nutrientes induzidos com
suprimento ou deficiéncia de nutrinetes, as isoformas de PM H'-ATPase mostram pequena
regulagdo transcricional em resposta a nutrientes minerais. No entanto, diversos resultados da
literatura mostram que essa opnido estd equivocada. A indu¢io da atividade da PM H'-
ATPase pela exposi¢do ao NO3™ em milho foi verificado por SANTI et al. (1995).A exposi¢do
de plantas de milho ao NO3™ induzem a expressdo das isoformas de PM H'-ATPase MHA3 e
MHA4 (SANTI et al., 2003). A importancia da indugdo da expressdo de isoformas de PM H*-
ATPase fica evidente no aumento da quantidade da PM H'-ATPase na membrana plasmatica,
concomitante & maior atividade da PM H'-ATPase (SANTI et al., 2003). Esses autores ainda
verificaram que a mdxima expressio da PM H'-ATPase foi duas horas apds o suprimento de
NOs’, enquanto a maior quantidade da PM H*-ATPase e atividade desse enzima foi 4-6 horas
ap6s o suprimento de NO3". O aumento de atividade da PM H'-ATPase se deu concomitante
com a maior expressdo dos transportadores de NO3;  em milho (ZmNRT2.1 e ZmNRT2.2),
gerando maior influxo de NOj'.

Em Arabidopsis, AHA2 e AHA7 estdo relacionadas com absor¢ao de Fe (SANTT et al.,
2009), da mesmo forma que CsHAI em pepino (Cucumis sativus) (SANTI et al., 2005). Em
arroz, OsAS8 esté relacionada com a absorc¢do de P do solo e também translocagcdo de P para
parte aérea (CHANG et al., 2009). Em arroz, a expressdo das isoformas de PM H"-ATPase ¢é
diferenciada em relacdo a fonte de N: o ressuprimento de NO;3™ induz fortemente as isoformas
OsA2 e OsA7, enquanto OsAS5 e OsA8 sofrem indugdo moderada; o ressuprimento com NH,"
induz a expressdao das isoformas OsAl, OsA3 e OsA7 (SPERANDIO et al., 2011). A
expressdo das isoformas de PM H'-ATPase pode ser diferencianda de acordo com a
capacidade de absor¢cdo de NO; pela planta. A isoforma MHAI de milho possui maior
expressao no gendtipo com maior eficiéncia de uso de N (QUAGGIOTTI et al., 2004).

Desse modo, fica evidente que diversas formas de regulacio da PM H'-ATPase sdo
importantes para o desenvolvimento vegetal e absor¢do de nutrientes. Uma forma mais
aceitdvel de analisar a PM H'-ATPase € através da expressdo das isoformas (regulacdo
transcricional) e atividade dessa enzima a partir do bombeamento de H" e/ou hidrélise de
ATP (regulagdo pés-transcricional). A quantificagio da quantidade da PM H'-ATPase
presente na membrana plasmaética (protein blot) pode revelar a correlacdo da atividade dessa
enzima com a quantidade presente na membrana plasmatica. Adicionalmente, as isoformas de
PM H'-ATPase possuem diferentes pardmetros cinéticos (Ky, Vimax), sendo que a inducdo
especifica de uma isoforma de PM H'-ATPase pode alterar os pardmetros cinéticos da
atividade total da PM H'-ATPase (PALMGREN e CHRISTENSEN, 1994; BAXTER et al.,
2003; DUBY e BOUTRY, 2009). Ainda podem ocorrer diferengas na taxa de acoplamento da
PM H'-ATPase (IH"/1ATP até 3H'/IATP) em resposta a diferentes tipos de estresse que
reduzam o fornecimento de ATP (FULSANG et al., 2011). O estudo de expressdo e atividade
da PM H"-ATPase em pepino mostrou que estresse salino provoca aumento de expressdo das
isoformas CsHAI e CsHAIQ, além da mudanca da taxa de acoplamento da PM H'-ATPase
(H" bombeado/ATP hidrolisado) de 1,45 para 2,95 (JANICKA-RUSSAK et al. (2013). Esse
estudo mostra que diversas formas de regulagio da PM H'-ATPase sio relevantes para a
fisiologia da planta, principalmente em condicdes de estresse.
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Uma importante ferramenta para estudar a contribuicdo de isoformas especificas de
PM H'-ATPase é o uso de plantas com menores niveis de expressio de uma isoforma
especifica (silenciamento). Até o momento, a melhor caracteriza¢do de isoformas especificas
de PM H'-ATPase foi feita por HARUTA et al. (2010) em Arabidipsis. Esses autores
verificaram em Arabidopsis as isoformas AHAI e AHA2 s3ao as mais expressas. Mutantes
ahal ou aha? nao apresentavam mudanca de crescimento e producdo de sementes em
condic¢des ideais de crescimento, no entanto, o mutante duplo ahal-aha?2 foi letal (HARUTA
et al., 2010). Esses resultados mostram que o silenciamento de uma isoforma de PM H'-
ATPase em Arabidopsis ndo € letal por causa da compensacdo de outras isoformas. Esses
mesmos autores ainda verificaram que nos mutantes ahal e aha2 ndo ocorreu aumento de
expressdo de outra isoforma de PM H'-ATPase. A andlise de fosforilacdo da extremidade
regulatéria C-terminal da PM H'-ATPase indicou que nos mutantes ahal e aha2 ocorria
pouco aumento de fosforilagdo, mostrando que o silenciamento de uma isoforma de PM H'-
ATPase de alta expressao ndo é compensada. Os mutantes ahal e aha2 apresentaram menor
atividade de bombeamento de H" e quando cultivadas com alta dose de KC1 (100 mM) e alto
pH (8,0) apresentaram menor crescimento. Alta concentragdo de KCl e alto pH sdo
conhecidos por alterar o potencial eletroquimico, sendo que o menor bombeamento de H* nos
mutantes ahal e aha2 gerou menor crescimento. Os resultados de HARUTA et al. (2010)
indicam claramente que o silenciamento de uma isoforma de alta expressdo em Arabidopsis
possui efeitos no bombeamento de H" mas o efeito do silenciamento no crescimento s6 é
detectado em condi¢des de estresse onde a manutengdo da forg¢a préton motriz exige maior
bombeamento de H'.

A alteracio do bombeamento de H" tem efeito direto no crescimento das plantas. A
aplicacdo de 4cidos hiimicos de baixo peso molecular gerou maior expressdao das isoformas
MHAI e MHA2 em milho e provocou maior crescimento e maior absor¢ao de NO3;  quando
comparado com plantas ndo tratadas (QUAGGIOTTTI et al., 2003). A maior atividade da PM
H"-ATPase ¢ essencial para maior absor¢do de NO;™ (SANTI et al., 2003; SPERANDIO et al.,
2011; SANTOS et al., 2012) e para o crescimento de acordo com a teoria do crescimento
acido (HAGER, 2003). A aplicagdo de auxina exdgena e dcidos himicos aumentam a
atividade da PM H'-ATPase e geram maior crescimento radicular (ZANDONADI et al.,
2010; GARCIA et al., 2012).

Outro trabalho que usou plantas mutantes com menor expressio de uma isoforma
especifica de PM H*-ATPase foi ZHAO et al. (2000). Esses autores geraram plantas de tabaco
com menor nivel da isoforma PMA4. Os resultados foram similares ao de HARUTA et al.
(2010), ndo ocorrendo compensagio de outras isoformas de PM H'-ATPase, confirmado por
western blot e expressdao génica. As plantas mutantes pma4 obtidas por ZHAO et al. (2000)
apresentaram menor producdo de acgucares nas folhas como consequéncia da alteragdo da
abertura dos estdmatos (dependente da acdo da PM H'-ATPase para entrada e saida de fons
que garantem a abertura e fechamento dos estdmatos) e menores translocacdo de agucares e
atividade da PM H*-ATPase (reducdo de 40-50%). ZHAO et al. (2000) verificaram que ndo
houve alteracdo no N-total da planta mutante pma4, no entanto, relatam que a dose de N
usada foi alta e com baixa dose de N o resultado poderia ser diferente.

A PM H"-ATPase também estd relacionado com o transporte de solutos na simbiose
micorrizica. O bombeamento de H" no espaco periarbuscular resulta na for¢ca motriz que
promove a absorcdo do fosfato nas células corticais da raiz e absor¢@o de agticares nas células
do fungo micorrizico (SONDERGAARD et al., 2004). Estudando a interacdo entre raizes de
arroz e Rhizophagus irregularis, WANG et al. (2014) identificaram a isoforma de PM H*-
ATPase OsA8 como altamente responsiva a inoculacdo com R. irregularis, enquanto as outras
isoformas de PM H'-ATPase nio foram induzidas. Esses autores usaram plantas de arroz
mutantes silenciando a isoforma OsAS8 e observaram a colonizacdo entre R. irregulares e
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raizes de arroz reduzida em 70%, enquanto a superexpressdo de OsAS8 aumentou a
coloniza¢do micorrizica das raizes de arroz. Os mutantes silenciando OsAS8 ainda possuem
reduzido potencial de membrana no espacgo periarbuscular, mostrando a importancia de uma
isoforma de PM H'-ATPase especifica no estabelecimento da simbiose entre fungos
micorrizicos e raizes de arroz (WANG et al., 2014).

O transportador de P (PHT) necessita do gradiente de H" entre o citossol e o apoplasto
para o simporte H/H,PO,. Usando um amiRNA para silenciar a isoforma de PM H'-ATPase
MtHAI em Medicago truncatula (luzerna-cortada), KRAJINSKI et al. (2014) também
demonstraram que MtHAT1 € essencial para o estabelecimento micorrizico em M. truncatula.
De acordo com esses autores, a menor expressdo de MtHAI no espaco periasbuscular diminui
a absor¢do de P pelas raizes de M. truncatula e consequentemente a simbiose é afetada,
diminuindo a absor¢do de P e o crescimento de M. truncatula. A atividade da PM H'-ATPase
também ¢é importante para a absor¢do de P do solo, sendo que maior for¢a préton motriz
resulta em maior absorc¢do de P em plantas de arroz (ZHANG et al., 2011).

A isoforma AHA2 de Arabidopsis € a isoforma de PM H'-ATPase mais expressa nas
raizes (HARUTA et al., 2010). AHA2 € induzida com o fornecimento de NOs', principalmente
com baixa dose de NO; (0,3 mM) (MLODZINSKA et al., 2015). Plantas mutantes
silenciando o gene AHA2 mostram que essa isoforma de PM H"-ATPase estd envolvida no
desenvolvimento radicular, sendo principalmente expressa nos tecidos vasculares e células da
epiderme, assim como em pélos radiculares (MLODZINSKA et al., 2015). Esses mesmos
autores verificaram a importancia da mudanca do sistema radicular em resposta ao NO3', no
entanto, ainda se sabe a rota de ativagio da PM H'-ATPase pelo NO3™ porque a modulacio da
atividade da PM H'-ATPase é a etapa final da transducio de sinais provocado pelo NO;".
Vale ressaltar que MEODZINSKA et al. (2015) ndo avaliaram a atividade da PM H™-ATPase
no mutante aha2, o que poderia mostrar a contribuicdo dessa isoforma na atividade da PM
H"-ATPase em resposta a diferentes niveis de NOs'.

A H'-ATPase vacuolar (V-H"-ATPase) é a bomba de H" mais antiga e complexa em
plantas, possuindo ancestral comum com as F-ATPases e A-ATPase de arqueobactéria, com
distribui¢do em todos os reinos da vida (GAXIOLA et al., 2007). Ao contrario da PM H'-
ATPase, a V-H'-ATPase é composta de vérias cadeias peptidicas, contendo o dominio
periférico V| com oito subunidades (A, B, C, D, E, F e H) responsével pela hidrélise do ATP
e o dominio integral de membrana V, com até seis unidades (a, c, ¢’, ¢”, d, e) responsavel pela
transloca¢do do H" para o interior do vactiolo (GAXIOLA et al., 2007). A dificuldade em
estudar a V-H*-ATPase com o uso de mutantes é a presenca de vdrias subunidades com
diferentes regulagdes transcricionais € mutantes na maioria das subunidades € letal. KREBS et
al. (2010) conseguiram com sucesso um mutante de Arabidopsis com muta¢do na subunidade
a (VHA-a). Os mutantes vha-a apresentavam redugiio de até 25% da atividade da V-H'-
ATPase, maior pH vacuolar e a atividade da H*-PPase vacuolar (V-H"-PPase) nio sofreu
alteracio. Com reduzida atividade da V-H'-ATPase no mutante vha-a ocorreu menor
acumulo de NO3™ nos vacuolos, maior atividade da Nitrato Redutase e maior teor de glutamina
(KREBS et al. 2010). Esses resultados mostram que a V-H'-ATPase é essencial para o
actimulo de NO3’, ndo ocorrendo compensacio da outra bomba de H* vacuolar (V-H'-PPase).

ZHANG et al. (2013) produziram um mutante de arroz com silenciamento da
subunidade OsVHA-a mediado por RNA interferente (RNAi). O silenciamento da subunidade
OsVHA-a foi de aproximadamente 80%, com redugio da atividade da V-H"*ATPase de 50% e
ndo houve alteracdo da atividade da V-H'-PPase. Nas folhas, a menor atividade da V-H"-
ATPase causou maior expressdo da isoforma de PM H'-ATPase OsA3 por causa do aumento
da concentracio de H" no citossol, ocasionando maior efluxo de H" do citossol e maior
influxo de K" (ZHANG et al., 2013).
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A outra bomba de H" vacuolar é a H'-PPase, composta de somente uma cadeia
peptidica de aproximadamente 80 KDa, que usa a energia da hidrélise do PPi para bombear
H" do citossol no vactiolo (GAXIOLA et al., 2007). Existem as H'-PPases tipo I que sdo
dependentes de K" para sua atividade, enquanto as H'-PPase tipo II ndo dependem de K*
(MAESHIMA, 2001). Em Arabidopsis, H"-PPase tipo I (AVPI) sdo bombas de H* localizadas
no tonoplasto (membrana do vacuolo), enquanto a H*-PPase tipo II (AVP2) foram localizadas
exclusivamente no complexo de golgi (MITSUDA et al., 2001).

Além do bombeamento de H' promovido pela V-H'-PPase facilitar a entrada de
solutos no vactiolo, esse bomba de H também & vital para o desenvolvimento vegetal. LI et
al. (2005) promoveram a superexpressdo e silenciamento de AVPI em Arabodipsis,
verificando que plantas superexpressando AVPI possuiam maior crescimento vegetativo
enquanto as plantas silenciando AVPI1 apresentaram forte redu¢do do crescimento. Esses
autores verificaram que AVP1 estd associoada com maior trdfico da PM H*-ATPase para a
membrana plasmdtica, assim como maior atividade da PM H'-ATPase, além da maior
producdo das proteina PIN associadas com o transporte polar de auxina. As plantas
superexpessando AVPI apresentaram menor pH apopléstico, o que estd associado com maior
atividade da PM H'-ATPase.

O maior desenvolvimento vegetativo (raiz e parte aérea) em plantas superexpressando
a V-H"-PPase tem despertado interesse biotecnolégico para uso em plantas de interesse
agrondmico. A superexpressdo de AVPI1 em tomate gerou maior crescimento radicular com
maior resisténcia a seca devido ao maior volume de solo explorado (PARK et al. 2005). A
deficiéncia de P aumenta a expressdo e quantidade da V-H'-PPase no tonoplasto (YANG et
al., 2007). Plantas superexpressando a V-H'-PPase apresentaram maior absor¢do de P e maior
resisténcia a limitacdo de P no solo (GAXIOLA et al., 2012).

Estudos com a técnica western blot em fragdes purificadas de plasmalema e tonoplasto
mostraram que a H'-PPase também pode ser encontrada na plasmalema em algumas células
(FUGLSANG et al., 2011). De acordo com LANGHANS et al. (2001), H*-PPase e PM H'-
ATPase estdo proximas em células companheiras do floema. No entanto, € fisiologicamente
improvével que a H'-PPase esteja bombeando H" do citossol para o apoplasto, sendo mais
provével que a H'-PPase localizada na plasmalema funcione no sentido contrdrio com entrada
de H" para o citossol e formagio de PPi (Pi + Pi = PPi) (DAVIES et al., 1997). FACANHA e
DE MEIS (1998) demonstraram in vitro que as H'-PPases podem também atuar no sentido
inverso, ou seja, produzindo PPi a partir de Pi.

A expressio da H'-PPase também é regulada por acticares. Foi demonstrado em
Arabidopsis que os fatores de transcricdo AtVOZI e AtVOZ2 (que induzem genes relacionados
com o transporte de agucares) sdo expressos somente no floema e se ligam na regido
promotora do gene AVPI (MITSUDA et al., 2004). GAXIOLA et al. (2012) propuseram um
modelo que explica o funcionamento da H'-PPase no transporte de actcares na planta. De
acordo com esses autores, a H'-PPase presente na membrana plasmdtica da célula
companheira do floema produz PPi a partir da entrada de H* (do apoplasto, pH ~5,5, para o
citossol, pH ~7,2) seguindo o seu gradiente de potencial eletroquimico. O PPi é co-fator de
varias enzimas da glicolise, como a UDP-glicose pirofosforilase e frutose-6-P-1-
fosfotransferase, sendo que o aumento de PPi aumenta a atividade dessas enzimas e aumenta a
producdo de ATP na célula companheira do floema. A maior producdo de ATP aumenta a
atividade da PM H'-ATPase que gera maior forga préton-motriz para a entrada da sacarose na
célula companheira do floema mediada pelo transportador de sacarose, visto que a entrada
deste composto ocorre em co-transporte com 2H" (GAXIOLA et al., 2012). A maior
eficiéncia de carregamento do floema com sacarose permite o maior crescimento da planta,
principalmente as raizes que sdo forte dreno da sacarose produzida nas folhas. Dessa forma, a
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superexpressao de AVPI favorece maior transporte de sacarose pela planta e permite maior
crescimento.

A maior expressao do gene AVPI além de aumentar a absor¢do de P e resisténcia a
seca, pode também aumentar a eficiéncia de uso de N. PAEZ-VALENCIA et al. (2013)
produziram plantas de alface superexpressando a H'-PPase de Arabidopsis (AVPI). As
plantas de alface (Lactuca sativa) superexpressando AVPI apresentaram maior atividade da
H'-PPase, assim como maior atividade da PM H'-ATPase. A superexpressio de AVPI em
alface também causou maior expressdo do transportador de alta afinidade LsNRT2.1 e maior
eficiéncia do uso de N (PAEZ-VALENCIA et al.,, 2013). O aumento de expressao de
LsNRT2.1 nos mutantes superexpressando AVPI também foi observado em plantas supridas
com glicose ou frutose (PAEZ-VALENCIA et al.,, 2013). Foi demonstrado que o
transportador AtNRT2.1 em Arabidopsis (GIRIM et al. 2007) e OsNRT2.1 em arroz (FENG et
al., 2011) possuem elementos cis-regulatérios nas suas regides promotoras que sao
responsivos a agticares. O aumento da atividlade da PM H'-ATPase nas plantas
superexpressando AVPI também pode ter contribuido para a maior eficiéncia de uso de N,
visto que a absorcdo de NO3™ envolve a acdo concomitante dos transportadores de NO3™ e PM
H'-ATPase (SPERANDIO et al., 2011).

Recentememte, LI et al. (2014) observaram em trigo que o gene que codifica para o V-
H'-PPase (TaVP) é altamente induzido na raiz e parte aérea por diversos tipos de estresse,
como deficiéncia de P, deficiéncia de N, salinidade e seca. A superexpressdao do gene TaVP
de trigo (Triticum spp.) em tabaco provocou maior atividade da V-H'-PPase, com aumento da
eficiéncia de uso N e P, maior resisténcia a seca e salinidade, além do sistema radicular mais
desenvolvido (LI et al., 2014). Os autores ainda verificaram que o maior crescimento nos
mutantes superexpressando 7aVPI esta relacionado com maior expressao das proteinas de
transporte de auxina. Os mutantes de tabaco superexpressando 7aVPI ainda apresentaram
maior teor de agucares soliveis e maior atividade fotossintética, no entanto, ndo houve
alteracdo da expressdo dos transportadores de NO3; e P (LI et al.,, 2014). Desse modo, a
superexpressao de TaVPI afeta a eficiéncia de uso de nutrientes baseado no aumento da area
radicular e sem aumento da expressdao dos transportadores de N e P, enquanto PAEZ-
VALENCIA et al. (2013) verificaram aumento de expressao do transportador LsNRT2.1 em
resposta a superexpressao de AVPI em alface.

YANG et al. (2014) também realizaram a superexpressao do gene AVPI de
Arabidopsis em tomate (Solanum lycopersicum). Esses autores verificaram nas plantas de
tomate transformadas maior transporte polar de auxina com aumento da extrusdao de prétons
na raiz, maior crescimento radicular e melhor qualidade dos frutos. UNDURRAGA et al.
(2012) usaram plantas de Arabidopsis superexpressando AVPI e silenciando o gene SOSI
(transportador antiporte de H'/Na). Curiosamente, as plantas produzidas por UNDURRAGA
et al. (2012) apresentaram as respostas fisiolégicas de maior crescimento, maior atividade da
PM H*-ATPase e V-H"-PPase promovidas pela superexpressdo da AVPI1 abolidas quando o
gene SOSI foi silenciando. A regulacdo promovida pelo SOS! associoadas com a atividade da
V-H"-PPase necessita ser esclarecida.

Os diversos trabalhos superexpressando genes que coficam para a V-H'-PPase
mostram claramente alteracio do transporte de acicares e auxina, melhorando o crescimento
vegetativo, maior resisténcia a seca e salidade, além de maior eficiéncia no uso de nutrientes.
A relagdo entre a PM H'-ATPase e a V-H'-PPase é caracteristica de interesse agrondmico,
pois a acdo em conjunto dessas bombas de prétons podem conferir maior adaptacao a diversos
tipos de estresse facilmente encontrados em solos de baixa fertilidade. A aplicacdo de acido
hiimico promove maior crescimento radicular em plantas de milho (Zea mays) com a agao
conjunta das bombas de H" (ZANDONADI et al., 2007).
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2.5. Status de N na Planta e Controle da Absorc¢ao

A absor¢do de NOs™ € um processo altamente integrado, sendo ndo s6 influenciado
pela disponibilidade de N na rizosfera, mas também pela demanda de N por toda a planta. A
presenca do NO3 na regido da rizosfera induz a sua absor¢do e um sistema de feedback
negativo causado pelos produtos da assimilagdo do NOj™ (catalizado pelas enzimas Nitrato
Redutase, Nitrito Redutase e GS/GOGAT) inibem a absorcio de NO; do meio externo
(GIRIM et al., 2007). O estimulo para a absor¢do ocorre muito rapidamente, sendo de
aproximadamente 30 minutos apds a exposi¢do ao ion e, requer sintese de novo dos
transportadores, evidenciando que a absorcdo de NO;s ¢ influenciada pelo seu proprio
substrato (GIRIM et al., 2007).

A absorcdo de N pela raiz é um processo altamente regulado pelas mudancas na
disponibilidade de N do meio externo. Existem dois mecanismos principais que agem de
forma coordenada para modular a absorcdo de N em funcao do suprimento externo de N e a
demanda interna de N (GOJON et al., 2011). O primeiro efeito direto das proprias fontes de N
€ percebido pelos sistemas sensores da planta (ex: o transceptor NRT1.1 de Arabidopsis). O
segundo mecanismo € a repressdo por feedback exercida pelo alto status de N da planta, que
reprime a expressao e atividade dos transportadores de alta-afinidade. Esta repressdo diminui
quando a planta passa por periodo de limitacio de N que resulta no forte aumento da
capacidade do sistema HATS que aumentam a eficiéncia de absorcao de N (NACRY et al.,
2013).

O status de N na planta (raiz e parte aérea) envolve mais que os teores de aminoacidos,
sendo o N-total e a proteina solivel usados como marcadores (JEUFFROY et al., 2002). O
contetido de aminoécidos e NHy4" representam bons indicadores da transicdo entre assimilacio
para remobilizagdo de N (MASCLAUX et al., 2000). HIREL et al. (2005) mostraram que
existe uma forte correlacdo entre N-total, clorofila, proteina solivel e conteido de
aminodcidos livres. O teor de aminodcidos livres correlaciona também com o envelhecimento
do 6rgdo e nivel de adubacgdo, sugerindo que o decréscimo do teor de aminodcidos pode ser
um bom indicativo do status de N do 6rgdo. Adicionalmente, o conteido de aminoécido é
influenciado pelo nivel de aplicacdo de N-fertilizante e pelo estdgio de desenvolvimento da
planta, fazendo que o pool de aminodcidos livres seja um bom indicador do status de N
(HIREL et al., 2005). Aminoécidos sao os principais metabdlitos presentes nos vasos do
xilema e floema e foi sugerido que sua concentracdo e composicdo entre raiz e parte aérea
podem integrar o status de N em todos os 6rgaos (COOPER e CLARKSON, 1989; MILLER
et al., 2007). Essa informacdo foi confirmada com o uso de plantas mutantes sem a Nitrato
Redutase (NR-null) (LEJAY et al., 1999).

A aplica¢do de aminodcidos, principalmente glutamina (principal forma de acimulo
de N em condicdes de altas doses de N) reprime a absorcao de NOs™ e a expressao dos genes
chaves envolvidos na absor¢do de N (NAZOA et al., 2003). Glutamato também foi sugerido
como sinal do status de N por ser um composto de alta translocacdo na planta (LIU et al.,
2009). Apesar do mecanismo de feedback estar envolvido no controle da absor¢ao de NO;™ e
NH,4" por regular os transportadores de N, diversos estudos indicam que os mecanismos de
repressao por feedback sdo diferentes (GANSEL et al., 2001; KROUK et al., 2006; WIDIEZ
etal., 2011).

A absorc¢io de NH," é influenciada predominantemente pelo status local de N da raiz,
enquanto a absorcdo de NOs™ € controlada pelo status de N da planta inteira (GANSEL et al.,
2001). O fato do NH,* ndo ser translocado para a parte aérea pode ter gerado a especializacio
do controle pelo status de N da raiz, enquanto o NOs pode ser translocado para a parte aérea e
ser entdo assimilado com aumento dos teores de aminoécidos na parte aérea. Adicionalmente,
em experimentos modelo “split-root” (uma parte da raiz com N e outra parte sem N) mostra
que o suprimento com NH;" em uma parte da raiz nio exerce controle na raiz sem N
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(GANSEL et al., 2001). De acordo com MERIGOUT et al. (2008), o transcriptoma da
resposta a deficiéncia de N ou tratamento com N é especifico para forma de N suprida a
planta.

O status de N também pode representar a demanda que a planta apresenta por N para
suportar seu crescimento. GARNETT et al. (2013) realizaram um detalhado estudo abordando
a expressao dos transportadores de NOj', absor¢do de NO3 e acimulo de aminoicidos em
milho durante todo o ciclo com duas doses de NO3; (0,5 mM e 2,5 mM). O perfil dos
transcritos de NRTs sugere que as mudancas na capacidade de absor¢do, em resposta ao
suprimento de NOs; e demanda de N, estdo ligadas as mudancas de expressdo dos
transportadores de alta-afinidade ZmNRT2.1 e ZmNRT2.2 em milho. Curiosamente, o nivel
dos transcritos ZmNRT?2 atingiram seu nivel maximo aos 18 dias apds o germinacdo (DAG) e
diminuiram fortemente aos 22 DAG, concomitante com o aumento dos niveis de aminoacidos
livres que alcanca seu nivel maximo aos 22 DAG. Enquanto a demanda de N ¢ alta para
manter o crescimento vegetativo, grande parte dos aminodcidos sdo usados para sintese
proteica e estrutural, mantendo alta capacidade de absor¢do de N pelas raizes. Quando a
demanda de N diminui (menor crescimento vegetativo) e o status de N na planta aumenta por
causa dos aminodcidos livres que comeg¢am a acumular, ocorre rapido decréscimo da absor¢ao
de NO;” mediado pelo controle negativo dos transcritos de ZmNRT2 nas raizes (GARNETT et
al., 2013). Esses autores ainda sugerem que o aumento dos niveis de aminodcidos na parte
aérea possa também sinalizar para o controle pds-traducional dos transportadores ZmNRT2
nas raizes. Nesse estudo, foi observado que a resposta de expressao de ZmNRT2.1 e
ZmNRT?2.2 foram altos em ambas as doses de N usadas (0,5 mM e 2,5 mM), enquanto o nivel
de transcritos dos genes de baixa afinidade (ZmNRTI.1IA, ZmNRTI.IB, ZmNRTI.2 e
ZmNRT1.5A) foram baixos. Diversos estudos demonstraram que a expressdao dos
transportadores de alta-afinidade é reprimida com alta dose de NO;” (OKAMOTO et al., 2003;
LIU et al., 2009). Possivelmente, a alta demanda de N pela planta durante o crescimento
vegetativo manteve alta expressdo dos transportadores de alta-afinidade independente da dose
para manter o crescimento (menor nivel de aminoacidos livres), visto que os transportadores
de baixa afinidade apresentaram menor expressdo quando comparado com os transportadores
de alta-afinidade.

Permanece obscura a exata natureza dos sinais sist€émicos envolvidos no status de N na
planta. Aminodcidos sdo o principal constituinte do floema e foi sugerido que seu tamanho e
composi¢do podem integrar o status de N entre os 6rgdos (MILLER et al., 2006; NACRY et
al., 2013). Essa hipotese é confirmada pelo uso de plantas mutantes sem a Nitrato Redutase,
indicando que os produtos da assimilacdo do N estdo envolvidos na repressao da absor¢do de
NOs™ por feedback negativo (LEJAY et al., 1999). Apesar da provdvel regulacdo na absor¢do
de NO;™ e NH4" mediado pelo pool de aminoécidos, essa hipdtese necessita confirmagio final
porque os mecanismos moleculares ainda ndo estao esclarecidos. O trabalho de TILLARD et
al. (1998) encontrou correlacdo negativa entre transporte de aminoécidos para a raiz pelo
floema e inibicao do transporte de N.

Uma hipdtese alternativa em relagdo a sinalizacdo sistémica do status de N pode ser os
miRNAs. A sinalizacdo da homeostase de P e S da parte aérea para a raiz € mediado por
miRNAs (PANT et al., 2008; KAWASHIMA et al., 2009). Por exemplo, PANT et al. (2008)
detectaram que em condi¢des limitantes de P na parte aérea ocorre a expressao do pri-miR399
e o0 miR399 processado € enviado pelo floema para as raizes, onde ocorre a clivagem do seu
alvo PHO2 que regula a homeostase de P entre a raiz e parte aérea. Condi¢des limitantes de N
na planta altera a expressdo de diversos miRNA, ocorrendo aumento ou decréscimo da
expressao de diversos miRNAs nas raizes e parte aérea (FISCHER et al., 2013). O miR167a é
reprimido pelos produtos de assimilacdo do NOs e seu alvo, ARF8 (AUXIN RESPONSE
FACTORS envolvido na resposta transcricional promovida pela auxina), aumenta os nivel de
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mRNA e ativa o crescimento de raizes laterais (GIFFORD et al., 2008). O miR393 € induzido
pelo fornecimento de NO3™ e diminui os niveis de AFB3 (proteina de sinalizacdo da auxina,
promovendo a degradacdo de repressores transcricionais induzidos por Aux/AIA) que reprime
o crescimento da raiz principal (VIDAL et al., 2010). Desse modo, dois miRNAs que
possuem regulacdo diferencial pelo NOs™ agem no controle da auxina e crescimento radicular.
O miRNA169 € reprimido pela deficiéncia de NO3; e o seu gene alvo NFYAS5 (fator de
transcricao) aumenta, possuindo efeito positivo na expressao dos transportadores de NO3™ em
condig¢des limitantes de N (ZHAO et al., 2011). Os resultados mostram relacdo direta entre
NOj™ e seus produtos de assimilagdo com o controle da expressdao de diversos miRNAs,
podendo algum miRNA estar envolvido no controle sistémico da absor¢do de N por afetar a
expressao de diversos fatores de transcri¢do (FISCHER et al., 2013).
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3. CAPITULO1

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES OsNRTI1.1A, OsNRT1.1B E
OsNRT1.1C EM ARROZ E RELACAO COM A ABSORCAO DE
NITRATO E ATIVIDADE DAS PM H*-ATPASES
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3.1. RESUMO

O transportador NRT1.1 em Arabidopsis atua na absor¢do de NOs™ na faixa de alta e baixa
afinidade, sendo ainda um sinalizador da concentragao de NO3™ na solu¢do do solo. Em arroz,
os provaveis ortdlogos do gene NRTI.I foram denominados OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e
OsNRTI.1C e ainda nao foram caracterizados. Como o transportador NRT1.1 de Arabidopsis
trabalha em alta e baixa afinidade, algum transportadorOsNRTI.1 pode ser induzido por
baixas concentragdes de NO3 no meio externo. Desse modo, o objetivo deste estudo foi
identificar o padrdo de expressdo dos genesOsNRTI1.IA, OsNRTI1.IB e OsNRTI.IC na
variedade de arroz modelo Nipponbare e depois estuda-los nas variedades brasileiras de arroz
IAC-47 (melhorada) e Piaui (tradicional), bem como verificara relacdo entre expressdao desses
transportadores, absorcdo de NO; e atividade da PM H'-ATPase. O experimento com a
variedade Nipponbare foi feito em camara de crescimento usando solu¢do de Hoagland
modificada a %2 for¢a idnica até os 21 dias apds a germina¢do.Os tratamentos usados foram
suprimento constante com 2 mM de N-NOs™ ou N-NH,", ressuprimento com 2,0 mM de N-
NOsou N-NH, ap6s trés dias de deficiéncia de N e deficiéncia de N por trés dias sem N-NO;’
ou N-NH,".Na coleta as plantas foram divididas em raiz e parte aérea e a expressdo dos genes
OsNRTI.1A, OsNRTI.1B e OsNRTI1.1C foram estudados por PCR em tempo real. Na raiz, a
expressao do gene OsNRT1.1A foi reprimida nos tratamentos com ressuprimento e defici€éncia
de N-NOs’, enquanto na parte aérea ndo houve diferenca. No experimento com N-NH,,
OsNRTI.1A foi induzido pelo suprimento constante. Na raiz, OsNRT1.1B foi reprimido com
ressuprimento e deficiéncia de NO;™ e reprimido em todos os tratamentos com NH,*. Na parte
aérea, OsNRT1.1B nio alterou a expressdo nas plantas cultivadas com N-NOs™ e foi reprimido
nas plantas cultivadas com N-NH4*.OsNRT1.1C foi induzido pelo ressuprimento e deficiéncia
de NO3 e NHy4" na raiz e parte aérea. A analise de ACt mostra que OsNRT1.1A e OsNRT1.1B
sd0 mais expressos, enquanto OsNRTI.IC é pouco expresso.No experimento com as
variedades TAC-47 e Piaui usando N-NOs'com tratamentos de 2,0 mM de N-NOs5™ constante,
deficiéncia de NO3 por trés dias, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ ap6s trés dias sem N
e ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs™ apds trés dias sem N,as coletas foram feitas 3, 9 e 24
horas apds a aplicacdo dos tratamentos.Houve pouca diferenca entre a expressdao dos genes
OsNRTI.1A, OsNRTI1.IB e OsNRTI.IC. entre as variedades, mas OsNRTI.IA foi induzido
apos 9 horas de ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs'em ambas as variedades. A variedade
Piaui apresentou maior influxo de NO3; com 0,2 mM de N-NO3; em comparag¢do com a IAC-
47. Nesse mesmo tratamento, a variedade Piaui apresentou maior atividade da PM H'-
ATPase.Os genes OsNRT1.1A, OsNRTI.1B e OsNRT1.1C sao expressos na raiz e parte aérea,
sendo OsNRT1.1A e OsNRT1.1B os mais expressos.Houve indugdo do gene OsNRTI.1B nas
raizes quando as plantas foram cultivadas com NO;3 e repressdo com deficiéncia e
fornecimento de NH,4". Isso indica que esses genes respondem de maneira distinta a fonte de
N. O estudo de expressdo génica mostra que OsNRTI1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRTI.1C podem
ter atuacdo limitada na absorcdo de NOs; em baixas doses, tendo possivel participacdo no
transporte de NOs™ na faixa de baixa afinidade.

Palavas-chave: PCR em tempo real. Nitrogénio. Absor¢ao de nitrato.

23



3.2. ABSTRACT

The Arabidopsis transporter NRT1.1 is involved in the NOs™ uptake in low and high affinity
range, signaling for soil solution NO3 concentration. In rice, the most likely ortholog of
Arabidopsis NRT1.1 were named OsNRT1.1A, OsNRTI1.1B and OsNRTI.1C, and still have
not been characterized. Likewise the Arabidopsis transporter NRT1.1 functions in low and
high affinity, some OsNRTI.l transporter may be upregulated by external low NOj
concentration. Thereby, the objective of this work was identify the pattern of expression of
OsNRTI.1A, OsNRTI1.1B and OsNRTI.1C in the Nipponbare rice model variety, and then
study their expression in the brazilian rice IAC-47 (improved) and Piaui (Landrace) varieties,
as well as their relation with NOs™ uptake and PM H*-ATPase activity. The experiment using
Nipponbare was made in growth chamber using modified Hoagland solution 2 ionic strength
until 21 days after germination. The treatments used were constant supply of 2 mM of NOs-N
or NH,;™-N, resupply with 2 mM of NO3-N or NH,"-N after three days of N starvation and N
starvation for three days. In the harvest, the plants were divided in root and shoot and the
expression of OsNRT1.1A, OsNRTI.1B and OsNRT1.1C were evaluated by real time PCR. In
the roots, OsNRT1.1Awas downregulated with resupply and NOjs™ starvation, whilst in the
shoot there was no expression difference. In the experiment using NH;*, OsNRTI1.IA was
upregulated by constant supply of NH,". In the root, OsNRTI.IB was downregulated with
resupply and NOs starvation, as well as in all treatments using NH;". In the shoot,
OsNRTI.1Bdid not change its patten of expression in the NOj3 experiment, and it was
downregulated in the NH4" experiment.OsNRTI.IC was upregulated by resupply and
starvation of NO; and NH;" in the root and shoot. The ACt analysis show that OsNRTI.1A
and OsNRTI.IB are more expressed, whilst OsNRTI.1C is low expressed. The other
experiment using IAC-47 and Piaui varieties using NOs3-N with the treatments constant
supply of 2 mM of NO;3™-N, NOj starvation of three days, resupply with 0.2 mM of NO53-N
and resupply with 5.0 mM of NOs-N after three days without N. The harvests were made 3, 9
and 24 hous after treatment application. The rice varieties showed little difference in the
expression of OsNRT1.1A, OsNRTI.1B and OsNRT1.1C.OsNRTI1.1A was upregulated after 9
hours with 0,2 mM of NOj;-N in both varieties. The Piaui variety showed higher NO3™ uptake
with 0.2 mM of NO;3-N compared to IAC-47 variety. In the same treatment, Piaui variety
showed higher PM H'-ATPase activity compared to IAC-47 variety. The OsNRTI.IA,
OsNRTI.IB and OsNRTI.IC are expressed in root and shoot, and OsNRTI.IA and
OsNRTI.1B the highly expressed. OsNRT1.1B is upregulated when growth with NO3;™ and
downregulated by N starvation and NH4" supply. It indicates that these genes are regulated in
different forms with N supply. The gene expression analisys show that OsNRTI.IA,
OsNRTI.1B and OsNRTI.1C may represent limited N uptake under low levels, with possible
participation NOs uptake in the low affinity range.

Keywords: Real time PCR. Nitrogen.Nitrate uptake.

24



3.3. INTRODUCAO

O nitrato (NO3) € uma importante fonte de N para o arroz de sequeiro, estando
também presente em cultivos inundados através da nitrificacdo, que ocorre na regidao da
rizosfera. O estudo de caracterizagdo dos transportadores de NO3™ de alta afinidade em arroz é
proeminente, ja tendo sido identificado que OsNRT2.1 eOsNRT2.2 juntamente com a proteina
OsNAR2.1 estdo diretamente envolvidos na absor¢do de NO; em baixas concentracdes
(ARAKI e HASEGAWA, 2006; FENG et al., 2011). Por outro lado, os transportadores de
baixa afinidade foram pouco caracterizados em arroz, sendo OsNRT1 (LIN et al., 2000) e
OsNPF2.4 (XIA et al., 2015) os unicos caracterizados em arroz. No entanto, existem 80
sequéncias anotadas pertecentes a familia NRT1/PTR em arroz e 53 em Arabidopsis. Varios
transportadores da familia foram caracterizados em Arabidopsis, sendo principalmente
expressos no transporte interno de NOs™ dentro da planta (KRAPP et al., 2014). Na absor¢ao
de NOs, o transportador NRT1.1 desperta interesse porque atua na faixa de alta e baixa
afinidade e ainda estd envolvido na sinaliza¢do da concentragdo de NO3™ no solo (HO et al.,
2009). O transportador NRT1.1 ainda estd envolvido na regulacdo da arquitetura radicular
(KROUK et al., 2010).

Apesar dos avangos na planta modelo Arabidopsis, pouco progresso foi feito em
plantas de interesse agrondmico. Em gramineas, o transportador NRT1.1 possui pelo menos
trés ort6logos que podem estar envolvidos na absorcdo de NO3™ em dupla afinidade. Em arroz,
OsNRTI.1A, OsNRT1.IB e OsNRTI1.IC podem desenvolver func¢Ges importantes para a
absor¢do de NOs; que ainda nao foram descobertas. A primeira etapa na caracterizacdo de
transportadores de NO;3™ € o estudo da expressao génica em resposta a diferentes suprimentos
e fontes de N (ARAKI e HASEGAWA, 2006; PELLIZZARO et al., 2015).

Os transportadores de alta e baixa afinidade dependem do gradiente de H' para
absorverem o NO;™ via simporte com dois H". Desse modo, nesse capitulo serd avaliado a
expressao dos transportadores OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1I.1C em diferentes doses de
NOs" e sua relagdo com a absor¢do de NOs e atividade da PM H'-ATPase. Primeiramente
serd feita a andlise de expressdo dos genes OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e OsNRTI.IC na
variedade Nipponbare e depois serd avaliado em duas variedades de arroz contrastantes na
eficiéncia de uso de N. Os resultados poderdo trazer informacdes de transportadores de NO3
ainda ndo caracterizados e potencilamente envolvidos na absor¢cdo deste composto.

Desse modo os objetivos desse capitulo foram: estudar a expressdo das isoformas A, B
e C do gene OsNRTI.1em resposta a diferentes doses e fontes de N e avaliar a relag@o entre a
expressao dessas isoformas,OsNRT1.1A, OsNRTI.1B e OsNRT1.IC, e a absor¢ao de NOs3 e
atividade das PM H'-ATPases visando a eficiéncia de absor¢io de N em arroz.
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3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1. Montagem e conduc¢iao do experimento com a variedade de arroz Nipponbare para
identificar os padroes de expressio de OsNRTI1.1A, OsNRTI1.IB e OsNRTI.I1IC em
resposta ao NO3 e ao NH,".

Foi conduzido um experimento em camara de crescimento usando plantas de arroz
(Oryza sativa L.) cv Nipponbare para identificar os padrdes de expressdo de OsNRTI.IA,
OsNRTI1.1B e OsNRTI1.1C em resposta ao NO3 e ao NH,*. As sementes de arroz foram
desinfestadas em solu¢@o de hipoclorito de s6dio 2% por 10 minutos e depois lavadas vérias
vezes com agua destilada. Em seguida foram transferidas para potes contendo somente dgua
destilada. Seis dias apds a germinacgdo, as plantulas foram transferidas para vasos com volume
de 700 ml de solucdo nutritiva, com quatro plantas por vaso, usando solucdo de Hoagland
(HOAGLAND & ARNON, 1950) modificada com Y da forca i6nica total, onde um grupo
recebeu 2 mM de N-NO;3™ como fonte de N e outro 2 mM de N-NH,". O pH da solugio no
experimento com N-NOs foi ajustado para 5,5 € no experimento com N-NH4" 6,0 usando
H,SO, diluido. Apds trés dias, as plantas receberam solu¢do de Hoagland modificada com %2
forca idnica, continuando um grupo com 2 mM de NO3™ como fonte de N e outro com 2 mM
de NH,". A partir de entdio, esta mesma solucdio foi reposta a cada trés dias. Quinze dias apSs
a germinacgdo, uma parte dos vasos de cada grupo receberam solucido de Hoagland modificada
sem nitrogénio, enquanto o restante continuou recebendo a solucao de Hoagland com 2 mM
de N-NO; ou N-NH,".

Dezoito dias apds a germinacdo, a metade dos vasos com solucdo sem nitrogénio
voltou a receber solu¢do com N-NO; ou N-NH," (ressuprimento), enquanto a outra metade
permaneceu sem N-NOs; ou N-NH;" por trés dias (deficiéncia). Assim, houve trés
tratamentos: um grupo constantemente com N-NOj™ (controle), outro submetido a um periodo
de deficiéncia de N-NOs;™ ou N-NH4* por 75 horas e o ultimo que foi submetido ao
ressuprimento com 2 mM de N-NO;™ ou com N-NH," apés 72 horas de deficiéncia. Trés horas
apos o inicio dos tratamentos, as plantas foram separadas em parte aérea e raiz € amostras
coletadas para extracdo do RNA total.

3.4.2. Montagem e conducio de experimento com as variedades de arroz contrastantes
IAC-47 e Piaui sob diferentes suprimentos de N para avaliar a resposta dos genes
OsNRTI1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRT1.1C

Para avaliar a resposta dos genes OsNRTI1.1A, OsNRTI.1B e OsNRTI.1C na absorcao
de NOj3 foi conduzido um experimento com as variedades de arroz contrastantes IAC-47
(melhorada) e Piaui (local) empregando o mesmo modelo do experimento anterior com a
variedade Nipponbare (item 3.2.1) usando NO3  como tunica fonte de N. Os tratamentos
foram: i) suprimento constante com 2,0 mM de N-NOs, ii) deficiéncia de N por 72 horas, iii)
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj, iv) ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs". Foram
feitas coletas 3, 9 e 24 horas apds a aplicagdo dos tratamentos para coleta de material vegetal
usados nas andlises de expressdo génica.Foram coletadas aliquotas de 2,0 ml de solugdo
nutritiva no tempo 24 horas para calcular o influxo de NOj3 pelo método da deplecao.
Também foi coletado material para extracdo da fracdo microssomal e atividade da PM H'-
ATPase.

3.4.3. Extracao e quantificacio do RNA total

O RNA total foi extraido segundo GAO et al. (2001) com modificagdes. As raizes de
arroz foram maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas por 10 minutos com
1000pL de tampao NTES (0,2 M Tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0; 0,3 M NaCl; 2%
SDS) e 800uL de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1). Os tubos foram
centrifugados a 18000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um tubo
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novo. Foi adicionado as amostras 1 volume de isopropanol e 0,1 volume de NaOAc 2M pH
4,8 e incubados a - 80°C por 30 minutos. O material foi centrifugado a 18000 x g por 20
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 500ul de etanol 70% para
entdo centrifugar novamente a 18000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi ressuspenso com 500ul de H>Opgpc € entdo adicionado 500ul de
LiCl 4M. Os tubos foram acondicionados em gelo e colocados dentro de geladeira por uma
noite (aproximadamente 16 horas). Na manha seguinte, os tubos foram centrifugados a 18000
x g por 20 minutos a 4°C para recuperar o pellet de RNA total, ressuspenso com 450ul de
H,Opgpc € 50ul de NaOAc 2M pH 4,8. Foi adicionado 1000uL de etanol absoluto gelado,
homogeneizado e incubado a -80°C por 30 minutos. O material foi centrifugado a 18000 x g
por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 500ul de etanol 70%
para entdo centrifugar novamente a 18000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
getilmente retirado do tubo e o pellet ressuspenso com 30ul de TE 1X (Tris-HCI 10mM pH
8,0 e EDTA 1mM pH 8,0). O RNA foi estocado em freezer -80°C para posterior andlise. A
quantificacdo do RNA total foi feito em Nanodrop (Thermo Scientific) e a qualidade
determinado eletroforeticamente em gel de agarose 1,5% corado com Gel-Red.

3.4.4. Tratamento do RNA total com DNAse e sintese de cDNA

Para tratamento das amostras com DNase foi utilizado o Kit “Amplification Grade
DNase I’ da Sigma. Para cada 1ug de RNA total tratado, foi utilizado 1ul de tampao de
reacdo (10x), 1ul da enzima DNAse I (1U/ pL) e 4gua para volume total de 10ul de reacdo. As
amostras foram incubadas em termociclador por 25°C por 15 minutos. Foi adicionado 1ul da
solucdo de parada para cada 1ug de RNA tratado e incubado em termociclador a 70°C por 10
minutos para inativagao da enzima DNAse.

Para a sintese de cDNAfo1 usado o kit “High Capacity RNA-to-cDNA Kit” da Life
Technologies. A reacao foi feita de acordo com as especificacdes do fabricante. A reagao foi
feita em Termociclador com a seguinte programacao: 37°C por 60 minutos e 95°C por 5
minutos.

3.4.5. qPCR em tempo real

As reacdes de qPCR em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o kit
“SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes
do fabricante. Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: dez minutos a 95°C, quarenta
ciclos de amplificacdo com 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto e finalmente a
curva de dissociacdo com aumento de temperatura de 0,3°C de 60°C até 95°C para verificar a
especificidade da reacdo. Como genes de referéncia foram usados actina (OsActl), ubiquitina
5 (OsUBQ)5) e fator de alongamento 1-alfa (OsEF-1a) (JAIN et al., 2006). Os primers foram
desenhados com o auxilio do programa Primer Express (Tabela 1).

A especificidade dos iniciadores foi analisada por alinhamento das seqii€éncias nos
bancos de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov e TIGR,
http://rice.plantbiology.msu.edu) e experimentalmente ao fim da reagdo de PCR durante a
curva de dissocia¢do. Todos os iniciadores apresentaram alta eficiéncia de amplificag¢do e os
calculos de expressao foram feitos de acordo com LIVAK e SCHMITTGEN (2001) usando o
tratamento com suprimento constante como controle, a partir dos valores de Cr (Cicle
Threshold, ciclo limite) obtidos na reagdo de PCR em tempo real.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores (forward e reverso) para os genes OsNRTI.IA,
OsNRTI.1B e OsNRTI.IC. de arroz. O gene da actina (OsActl), ubiquitina 5
(OsUBQ)5) e fator de alongamento (OsEF-10) foram usados como referencia.

Gene Sequéncia Eficiéncia Acesso TIGR Acesso NCBI
(%)

OsNRTL.IA 3 o O o 99,88 LOC_0s08g05910.1  NM_001067555.1
OSNRTL.IB 3 e A s & 100,10 LOC_Os10g40600.1  NM_001071873.1
OSNRTL.IC e e A 99,47 LOC_0s03g01290.1  NM_001186298.1
OsActl Y i I A 99,83 LOC_Os03g50885.1  NM_001057621.1
OsUBQS o e 99,95 LOC_0s01g22490.1  NM_001049450.1
OSEF-10. 3 i mra A 100,05 LOC_0s03g08020.1  NM_001055681.1

3.4.6. Arvore filogenética dos transportadores OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C

Para a construcdo da arvore filogenética da familia NRT1 de Arabidopsis e arroz as
sequéncias de NRT1 foram obtidas no banco de dados de Arabidopsis (www.tair.org) e arroz
(http://rice.plantbiology.msu.edu). Os cédigos de acesso das sequéncias de aminodcidos dos
transportadores de NO3  de Arabidopsis e arroz usados foram de PLETT et al. (2010). A
andlise e arvore filogenética foi feita pelo alinhamento multiplo das proteinas usando o
programa MEGA 6 (Multi Evolutionary Genomic Analysis) pelo método “neighbour-joining”
(SAITOU e NEI, 1987). Os valores de “Bootstrap” foram calculados com a porcentagem de
2000 repetigoes.

3.4.7. Extracio de vesiculas e atividade das PM H*-ATPases

A extragio das vesiculas de plasmalema e atividade das PM H*-ATPases foi realizadas
de acordo com FACANHA e DE MEIS (1995) e SANTOS et al (2009). A maceracao das
raizes de arroz foi feita usando tampao de extracdo (Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), sacarose 250
mM, glicerol 100 mL L'l, KI 150 mM, cloreto de colina 100 mM, EGTA 2 mM, EDTA 2
mM, polivinilpirrolidona (PVP) 10 gL', fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 1 mM, ditiotreitol
(DTT) 5 mM, 2-mercaptoetanol 5 mmoles L™ ¢ 5 g L' de albumina) a 4°C. O homogenato foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado e 3.600 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tudo e novamente centrifugado a 8000 x g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e centrifugado a 100000 x g
por 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a fracdo microssomal foi ressubilizada
usando tampao de ressuspensdo (Tris-HCl 30 mM (pH 7.5), glicerol 150 mLL'l, EGTA
1 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM e PMSF 1 mM).

As fragdes microssomais foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80
°C para posteriores andlises. O conteido de proteina foi determinado de acordo com
BRADFORD (1976). A atividade da PM H"-ATPase foi realizada de acordo com SANTOS et
al. (2009) com modificac¢des. O meio de reagdo foi composto de MES-BTP 30 mM (pH 6,5),
MgSO4 5 mM, KCI 50 mM, Na,MoO4 1 mM, 0,2 mLL" de Triton X-100, KNO3 50 mM,
NaN; 1 mM e ATP 5 mM. Para cada amostra foi feito um branco usando vanadato 0,2 mM
(inibidor especifico da atividade da PM H*-ATPase). A reacdo foi iniciada com a adi¢io de 5
ug de proteina no meio de reacdo, com incubacao a temperatura constante de 30 °C. Ap6s 20
minutos de incubacdo foi adicionado a cada tubo 1 ml do meio de parada (2% v/v de H2SOy,
5% p/v de SDS, 0,7% p/v de (NH4);Mo00QO,) e 50 uL de dcido Ascérbico 10% p/v. Apés 10
minutos foi adicionado 1,45 mL do meio contento citrato (4% de citrato de sédio e 2% acido
acético glacial) para evitar desenvolvimento adicional da coloracdo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro em comprimento de onda de 820 nm. A reac¢do quantifica a quantidade de

28



Pi, sendo a atividade da PM H'-ATPase a diferenca entre a reacio sem vanadato e com
vanadato (SANTOS et al., 2009).

3.4.8. Calculo do influxo de NOj’

A quantidade de NOj3 absorvida da solucdo nutritiva foi avaliada baseada no indice de
NOj™ absorvido da solug¢do (dosado por MIRANDA et al., 2001)por massa fresca de raiz de
quatro potes independentes, com quatro plantas cada. O influxo liquido de NOs™ foi calculado
baseado na deplecdo de NO5™ 24 horas apds a aplicac@o dos tratamentos.

3.4.9. Analise estatistica

O experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado em um
fatorial com as doses e fonte de N com trés repeti¢cdes. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia utilizando o programa ‘“Statistica 7 e “Sisvar”. As comparagdes das
médias foram feitas pelo teste F (P<0,05).
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1. Anadlise de expressiao dos genes OsNRTI1.IA, OsNRTI1.1B e OsNRTI1.IC na
variedade de arroz Nipponbare

Foi avaliado o efeito da nutricio nitrica ou amoniacal na expressdo dos genes
OsNRTI.1A, OsNRTI1.IB e OsNRTI.1C por PCR em tempo real. Foi possivel detectar a
expressao das isoformas OsNRT1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRTI.1C em todos os tratamentos, no
entanto, com distintos niveis de expressao (Figura 1). Nas raizes das plantas cultivadas com
NOj3’, OsNRTI.1A apresentou repressio de aproximadamente 50% nos tratamentos com
ressuprimento de 2,0 mM de N-NOj; e deficiéncia de NOs', quando comparado com o
tratamento constante com 2,0 mM de N-NOs". OsNRT1.1B somente foi induzido nas plantas
cultivadas com 2,0 mM de N-NOj™ constate, enquanto OsNRTI.1C apresentou padrao de
expressdo contrario, com inducdo nos tratamentos de ressuprimento e deficiéncia de NO3™ e
NH,". Na parte aérea, somente OsNRTI.IC apresentou diferenca de expressdo entre os
tratamentos, com induc¢@o nos tratamento com ressuprimento e deficiéncia.

O perfil de expressdo das isoformas OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e OsNRTI.IC foi
distinta entre os tratamentos com NOs e NH4". A isoforma OsNRTI.IA ndo apresentou
diferenca significativa de expressdo entre os tratamentos com NOj3 (Figura 1a), no entanto,
essa isoforma foi induzida no ressuprimento com 2mM de NH4" (Figura 1b). A expressio de
OsNRTI.1B ¢ induzida somente nas raizes com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs,
enquanto nos tratamentos com NH4" houve repressdo da expressio de OsNRTI.1B (Figuras la
e 1b).

Os genes OsNRT1.1A e OsNRTI.1B apresentam padrao de expressdo diferente entre
raiz e parte aérea. OsNRTI.1A foi reprimido aproximadamente 50% na parte aérea com 0s
tratamentos de NO; e NH,", enquanto OsNRT1.1B foi reprimido aproximadamente 95% na
parte aérea com os tratamentos de NOs e NH," (Figura Ic e d). OsNRTI.1C apresentou na
parte aérea o mesmo padrdao de expressdo encontrado na raiz, com inducdo nos tratamentos
com deficiéncia de NO; e NH," (Figura Ic e d).

A alteracdo do status de N na planta, resultante da absorcdo e assimilacdo de NOs e
NH," com produgio de de aminodcidos livres, reprime a expressio dos transportadores de alta
afinidade (GLASS et al.,, 2003; ORSEL et al.,, 2006). Esse experimento revelou que a
isoforma OsNRTI1.IB se comporta de maneira semelhante, portanto, a repressdo do
OsNRTI.1B pode ser conseqiiéncia de produtos do metabolismo de N que acarretam em um
efeito feedback.

Analisando somente os tratamentos com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs™ e
deficiéncia de NOj, o perfil de expressdao de OsNRTI1.1A e OsNRTI.1B assemelha-se com o
perfil de expressdo de AtNRTI.1 (WANG et al.,, 2003; HO et al., 2009). Possivelmente
OsNRTI.1A e OsNRTI.IB podem estar atuando na absorcdo de NO3; com suprimento
constante de NOs". Deve-se ressaltar que os tratamentos com suprimento constante de NOs™ e
deficiéncia de N sdo os tratamentos amplamente usados para avaliar a expressdo de genes
relacionados a absor¢do de NO;™ (HO et al., 2009; PAVEN et al., 2011).

A baixa expressdo de OsNRTI.1B nas plantas cultivadas com NH," (Figura 1b) mostra
que entre as isoformas de OsNRTI.1 em arroz, OsNRTI.1B apresenta a maior sensibilidade
aos produtos da assimilagio de N, visto que o ressuprimento de NH;" aumenta os niveis de
aminodcidos na planta (SPERANDIO et al., 2011). Nas raizes, OsNRT1.1A e OsNRTI1.1C
apresentaram a mesma expressdo com suprimento constante de NO; e NH,", enquanto
OsNRTI.IB foi reprimido em todos os tratamentos com NHy apresentando expressdo
semelhante a deficiéncia de NO;3™ (Figura la e 1b).
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Figura 1.Expressdo relativa de trés transportadores de NO3 (OsNRTI.IA, OsNRTI.IB,
OsNRTI.1C) raizes (a e b) e parte aérea (c e d) de arroz da variedade Nipponbare
em experimentos com NO; (a e ¢) ou NHy" (b e d). Os tratamentos foram
suprimento constante de 2,0 mM de N-NO;™ ou N-NH,", ressuprimento de 2,0 mM
de N-NOs3™ ou N-NH,4" ap6s 72 horas de deficiéncia de N ou deficiéncia de NOs™ ou
NH,* por 72 horas. O tratamento com 2 mM constante com NOj; foi assumido
como tratamento de referéncia (controle). Os tratamentos com ressuprimento e
deficiéncia de N sob asterisco diferem significativamente do tratamento controle
com suprimento constante de N-NOsna raiz (P<0,05). As barras representam
médias = SE (erro padrdo) de trés repeti¢des.

Deve ser ressaltado que a expressdo de OsNRTI.IB foi especifica nas raizes com
suprimento constante de 2,0 mM de N-NOj™ (Figura 1). Os resultados obtidos sugerem que a
expressdo de OsNRTI.1B nas raizes é dependente da presenca de NOs', sendo ainda a unica
isoforma de OsNRTI.1 em arroz com esse padrdao de expressdo. O padrdo de expressdo de
OsNRTI.1B é semelhante ao AtNRT1.1 (WANG et al., 2003), indicando a possivel fun¢ao do
OsNRTI.1B na absorcio de NOs3 em arroz, visto que ndo é expresso na parte aérea e
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provavelmente desempenha funcio reduzida no fluxo interno de NOs". Entre os ortélogos de
AtNRTI1.1 em arroz, OsNRTI1.1B possui a maior homologia com AtNRTI.1 (PLETT et al.,
2010).

Em contraste, PAVEN et al. (2011) analisou o perfil de expressdo de MtNRT1.3 em
Medicago trunculado, um transportador de NOj; filogeneticamente relacionado ao
AINRTI1.1,0sNRTI.1A e OsNRTI.1B, e verificou-se que a auséncia de NOs3 no meio
estimulou expressao de MtNRT1.3, contudo esse resultado ndo foi desencadeado por sinais
provenientes da planta sob limitacdo de N. Observa-se entdo, que mesmo estando préximos
geneticamente, as isoformas de OsNRTI.1 e MtNRTI.3 apresentam padrdo de expressdao e
regulacdo distintos.

Diversos transportadores da familia NRTI1, no qual as isoformas OsNRTI.1
pertencem, foram caracterizados como essenciais para o fluxo de NOj3 dentro da planta.
AtNRTI1.8 foi caracterizado e sua func@o principal estd no descarregamento do xilema na
parte aérea e raiz, sendo que mutantes para esse gene apresentam alto teor de NOs™ acumulado
no xilema e baixo teor em outras células da parte aérea (LI et al., 2010). AtNRT1.7 é expresso
em células do floema e estd envolvido na remobilizacdo de NO3; sendo que plantas mutantes
para esse gene apresentam menor desenvolvimento quando o NOj™ estd em deplecao no meio
(FAN et al., 2009). Grande parte dos transportadores de baixa afinidade para NOj3™ descrito em
Arabidopsis é responsavel pelo fluxo de NOs™ dentro da planta (KRAPP et al., 2014). Desse
modo, OsNRT1.1A e OsNRT1.1C sao expressos na parte aérea e podem também estar atuando
no fluxo interno de NOs™ em arroz.

A expressdo do gene OsNRT1.1C apresentou padrao de expressao distinto em relacio
a0 OsNRTI.1A e OsNRT1I.1B, apresentando indu¢ao com ressuprimento e deficiéncia de NO3
e NH," nas raizes e parte aérea (Figura 1). O comportamento de expressio de OsNRT1.IC é
também distinto com outros transportadores de NOs™ da familia NRT1, que apresentam padrao
de expressdo estdvel, ou seja, ndo mudam seu padrdo de expressdao (FAN et al., 2009).

Na familia NRTI1, somente AtNRTI1.1 e AtNRT1.2 foram caracterizados como
envolvidos na absorcdo de NOs;  em Arabidopsis. PLETT et al. (2010) realizaram o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos para verificar homologia entre os transportadores
NRTI. O alinhamento das sequéncias de aminodcidos dos membros da familia NRT1 em
arroz e Arabidopsis mostra a proximidade entre essas duas espécies apesar de Arabidopsis ser
dicotileddnea e arroz monocotiledonea (Figura 2). De acordo com PLETT et al. (2010), a
familia NRT1 estd mais conservada entre monocotiledoneas e dicotiledoneas quando
comparado com a familia NRT2.

Para verificar a homologia dos genes OsNPF8.9 (OsNRT1.1 proposto por TSAY et .,
2007) e OsNPF2.4 (XIA et al., 2015) envolvido na absor¢do de NO;3 em alta dose e fluxo
interno de NO3™ em arroz, ambos foram incluidos na andlise de filogenia para verificar sua
posicdo entre os transportadores de NOj3 caracterizados em Arabidopsis. O transportador
OsNPF8.9 ndo possui filogenia com AtNRTI1.1, sendo OsNRTI1.1A, OsNRTI.IB e
OsNRT1.1C mais proximos do transportador AtNRTI1.1 (Figura 2). O transportador
OsNPF2.4 apresenta maior homologia com os transportadores OsNRT1.7, AtNRTI.11 e
AtNRTI1.12. O alinhamento baseado na sequéncia de aminodcidos dos transportadores da
familia NRT1 € mais um indicio que OsNRTI1.1A, OsNRTI.1B atuem na absor¢cdo de NO3; em
raizes de arroz.
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Figura 2.Arvore filogenética radiada contendo o alinhamento das sequéncias de aminoécidos
da familia NRT1 de Oryza sativa e Arabidopsis thaliana. Para a constru¢do da
arvore foi usado o programa MEGA (Multi Evolutionary Genomic Analysis). Os
transportadores OsNPF8.9 e OsNPF2.4 estdo marcados com asterisco (*) porque
estdo com a nomenclatura de LERAN et al. (2014).

Analisado o alinhamento das sequéncias da familia NRT1/PTR de Arabidopsis, arroz
e trigo, BUCHNER e HAWKESFORD (2014) também encontraram que OsNRTI.IA,
OsNRTI.IB e OsNRTI.IC sao os membros da familia NRTI/PTR mais préximos de
AtNRT1.1. Esses autores ainda verificaram quatro provaveis ortdlogos do gene AtNRT1.1 em
trigo (TaNPF6.1, TaNPF6.2, TaNPF6.3 e TaNPF6.4). A andlisede expressdo mostrou
TaNPF6.1 e TaNPF6.2 mais expressos nas raizes, sendo TaNPF6.2 e TaNPF6.3 expresso
com suprimento de NOs, enquanto TaNPF6.le TaNPF6.4 apresentaram expressao estdvel
com ou sem NO3” (BUCHNER e HAWKESFORD, 2014). Os resultados encontrados em trigo
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(monocotiledonea) por BUCHNER ¢ HAWKESFORD (2014) corroboram com os resultados
encontrados em arroz, mostrando a complexidade e variagdo de expressdo da familia
NRTI1/PTR em resposta ao fornecimento de NOs3™ em espécies agricolas em comparagdo com
a planta modelo Arabidopsis (BUCHNER e HAWKESFORD, 2014). Do mesmo modo que a
andlise de expressao sugere a participacdo de OsNRT1.1B na absorcao de NOs™ nas raizes de
arroz, TaNPF6.1 e TaNPF6.2 podem atuar na absor¢do de NO;3 em raizes de trigo
(BUCHNER e HAWKESFORD, 2014).

Analisando os valores de ACt (Ct do gene — Ct da actina) dos genes analisados por
PCR em tempo real, a expressdao dos genes OsNRTI.IA e OsNRTI.IB é maior que a
expressao do gene OsNRT1.1C (Tabela 2). Como o valor de ACt € a diferenca entre o Ct do
gene analisado e o gene controle, quanto maior o valor de ACt, menor € a expressao do gene e
cada unidade de ACT representa duas vezes de diferenca na expressdo génica (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). O valor de ACt do gene OsNRTI.IC é aproximadamente oito
unidades maior que OsNRTI.IA e cinco unidades maior que OsNRTI.IB (Tabela 2),
indicando que a expressdao do OsNRTI1.1C é aproximadamente 256 vezes e 32 vezes menor
que OsNRTI.IA e OsNRTI.IB, respectivamente. Possivelmente o envolvimento de
OsNRT1.1C na absorcao de NOs3 € muito pequena, sendo que os membros OsNRTI1.1A e
OsNRT1.1B provavelmente sdo mais importantes para a absor¢do de NOj3 pois possuem
expressao elevada em arroz.

Tabela 2.Valores de ACrt para os genes OsNRT1.1A, OsNRTI.1B e OsNRT1.1C em raizes de
arroz sob suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs™ ou N-NH,", ressuprimento
com 2,0 mM de N-NO; ou N-NH," e deficiéncia de NOs” e NH4" por 72 horas.

NO3 NH,*
Genes Const Ressup Defic Const Ressup Defic
2,0mM 2,0mM sem N 2,0mM 2,0mM sem N
OsNRTI.1A -5,60 -4,23 -4,49 -6,41 -5,55 -5,00
OsNRTI.1B -6,41 -1,79 -0,40 -3,11 -2,34 -0,80
OsNRTI.1C 6,02 4,83 4,88 5,62 4,04 4,00

A andlise do banco de dados “NCBI Unigene” para arroz também aponta que
OsNRTI.1A e OsNRTI.IB sao mais expressos quando comparado com OsNRTI.1C (Tabela
3). Esse banco de dados mostra que OsNRTI.1IA é expresso em toda a planta, enquanto
OsNRTI.1B nio foi encontrado em calos, flor e semente de arroz. OsNRTI.1C somente foi
encontrado em calos de arroz, confirmando a baixa expressdao encontrada na andlise por PCR
em tempo real (Figura 1). Apesar dos genes OsNRT1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRTI1.1C serem
provdveis ort6logos no mesmo gene de Arabidopsis (PLETT et al., 2010; Figura 2), o padrao
de expressdo € diferente e possivelmente possuem diferentes fun¢des na fisiologia da planta
por serem expressos em partes e condi¢des diferentes.

Tabela 3.Perfil de EST de acordo com o banco de dados “NCBI Unigene” para arroz
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi?”TAXID = 4530)

Total Calos Flor Folha Panicula Raiz Semente Colmo
OsNRTI1.1A 216 18 29 5 44 74 30 16
OsNRTI.1B 59 0 0 22 7 14 0 16
OsNRTI1.I1C 7 7 0 0 0 0 0 0
Total 282 25 29 27 51 88 30 32

* EST (expressed sequence tag, fragmentos de sequencias expressas) expressos em transcritos por milhao (TPM)
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3.5.2. Expressao dos genes OsNRT1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRTI1.1C nas variedades de
arroz IAC-47 e Piaui, absorc¢io de NO; e atividade da PM H*-ATPase

Outro experimento foi realizado para verificar o influxo de NO3 e o padrao de
expressdao das isoformas OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e OsNRTI.1C ao longo do tempo nas
variedades de arroz Piaui e IAC-47. Para isso, foram utilizadas plantas de arroz contrastantes
quanto a eficiéncia de uso de N, a variedade de arroz Piaui adaptada a condi¢des de baixa
disponibilidade de nutrientes e ao fluxo sazonal de NOs3 e a variedade de arroz IAC-47
desenvolvida para cultivos com aporte de nutrientes via fertilizacdo (SOUZA et al., 1998). A
resposta transcricional das plantas a disponibilidade diferencial de NOj3; pode ser um
mecanismo chave para a sobrevivéncia em ambientes pobres em nutrientes, através da
regulacdo de genes especificos (KANT et al., 2011).

A resposta transcricional dos genes OsNRTI1.IA, OsNRTI1.IB e OsNRTI.IC nas
variedades TAC-47 e Piaui (Figura 3)assumiram padrées de expressdo semelhantes aos
observados na variedade Nipponbare (Figura 1). As coletas no curso do tempo (3, 9 e 24
horas apds o inicio dos tratamentos) revelaram inducdo dos genes OsNRTI.IA e
OsNRTI.1Bap6s 24 horas no tratamento com suprimento constante com 2,0 mM de N-NOs’
(Figura 3a). Com deficiéncia de NOs', OsNRT1.1A teve expressao reduzida no tempo 24 horas
enquanto OsNRTI.1B apresentou baixa expressdo em todos os tempos e OsNRTI.IC
apresentou aumento de expressao no tempo 24 horas (Figura 3b).

Com ressuprimento de 0,2 mM de N-NO;, OsNRT1.1A e OsNRTI.1C apresentaram
aumento de expressdo nos tempos 9 e 24 horas, enquanto OsNRTI.IB mostrou pequeno
aumento de expressdo no tempo 9 horas (Figura 1c). Quando as plantas foram submetidas ao
ressuprimento com 5,0 mM de N-NOs', OsNRTI.IA apresentou aumento de expressao em
relacdo ao suprimento constante com 2,0 mM de N-NOj', enquanto OsNRT1.1B apresentou
inducdo no tempo 3 horas seguido de repressao nos tempos 9 e 24 horas (Figura 3d).

A expressdo do OsNRTI.1B parece responder a presenga de NO3™ no meio. A maior
expressdo verificada foi sob o tratamento constante de 2,0 mM de NOj3, enquanto sob
deficiéncia e ressuprimento com 0,2 mM de N-NO; (baixa dose), praticamente nao foi
detectada expressdo de OsNRT1.IB. Sendo assim, a expressdo de OsNRT1.IB apresentou um
perfil de expressdao semelhante ao do gene AtNRTI1.1 (WANG et al. 2003, HO et al. 2009),
resultado que indica a atuacdo do OsNRTI1.1B na absor¢do como transportador de baixa
afinidade (LATS - “Low Affinity Transport System”), operando em concentragdes acima de 1
mM de NO;™ (SIDDIQI et al., 1990; ASLAM et al., 1992; ASLAM et al., 1993).

Estudos com NO;3; demonstram que esse ion além de nutriente, também € um sinal
para o metabolismo vegetal (WANG et. al., 2003). A indu¢do da expressdo de OsNRTI.1A
sob ressuprimento com 0,2 mM de NOj indica que esse transportador pode contribuir com a
absor¢do de NOj3™ na faixa de alta afinidade.

YANG et al. (2012) caracterizaram funcionalmente o gene BcNRTI em repolho
(Brassica campestris) verificando pico de expressdo desse gene 1 hora apds o suprimento de
NOjs e ndo apresentou diferencgas de expressao entre as doses de 0,125, 0,5 e 25 mM de NOs'.
Desse modo, BcNRT1 € um candidato a atuar na faixa de baixa afinidade de absor¢do de NOj5
. Nossos resultados em arroz sugerem que a expressao dos genes OsNRTI.l depende da
concentracdo de NOj3 aplicada, mostrando maior complexidade de OsNRT1.l em arroz do
que em repolho. O gene OsNRTI.IB apresentou indugdo nos tratamentos com dose de NO3
maior que 1,0 mM (Figura 3), indicando ser um transportador de NOs™ de baixa afinidade
induzivel por altas concentracdes de NOs".Por outro lado, OsNRT1.1A também foi induzido
pelo ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ e pode atuar em altas e baixas concentragdes de
NOs'.
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Figura 3. Expressdo relativa de trés transportadores de NOs; (OsNRTI.1A, OsNRTI.IB,
OsNRT1.1C) nas raizes de arroz IAC-47 e Piaui. Os tratamentos foram suprimento
constante de 2,0 mM de N-NO; (a), deficiéncia de NOjs por 72 horas (b),
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ (c) e ressuprimento com 5,0 mM de N-NO;3
(d). O tratamento com 2 mM constante com NOj3™ foi assumido como tratamento de
referéncia (controle, valor 1).Linhas pontilhadas representam a variedade Piaui e
linhas continuas representam a variedade IAC-47.
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O padrao de expressdo de OsNRTI.IA indica que esse gene pode ter funcdo
semelhante ao AtNRTI1.1 em Arabidopsis, que atua na faixa de alta e baixa afinidade
dependendo da concentragdo de NOs', sendo regulado por fosforilagdo de residuo T101 (HO
et al., 2009). Apesar do gene OsNRT1.1C apresentar inducdo nos tratamentos usados, deve ser
ressaltado que OsNRTI.ICapresenta baixa expressdao em relacdo aos genes OsNRTI.IA e
OsNRTI.1B (Tabela 2).

A expressao dos genes OsNRT1.1A, OsNRTI1.1B e OsNRT1I.1C nao diferiram entre as
variedades IAC-47 e Piaui na maioria dos tratamentos e tempos analisados (Figura 3). A
absor¢dao de NOsem baixa dose € mediada principalmente pelos transportadores OsNRT2.1 e
OsNRT2.2 (ARAKI e HASEGAWA, 2006) juntamente com a proteina OsNAR2.1 (YAN et
al., 2011). Desse modo, a variedade Piaui apresenta maior absor¢ao de NOjs (Figura 4) e
maior expressdo dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 (SPERANDIO, 2011). No
entanto, ndo deve ser descartada a hipotese de OsNRT1.1A e OsNRT1I.1B afetarem a absorcao
de NO;3 em outras variedades.

A variedade Piaui apresentou maior influxo de NO; nos tratamentos com
ressuprimento de 0,2 e 5,0 mM de N-NOj; (Tabela 4). O influxo na variedade Piaui foi
71,87% maior quando comparado com a variedade IAC-47 no tratamento com 0,2 mM de N-
NOjs’, enquanto com 5,0 mM de N-NOs™ o influxo foi 18,15% maior na variedade Piaui. A
atividade da PM H*-ATPase diferiu significativamente entre as variedades IAC-47 e Piauf no
tratamento com 0,2 mM de N-NOs', sendo 47,76% maior na variedade Piaui.

Tabela 4. Influxo liquido de NOs™ e atividade da PM H*-ATPase apds 24 horas da adi¢io dos
tratamentos nas variedades de arroz IAC-47 e Piaui.

Influxo liquido de NO3 Atividade da PM H*-ATPase
(umol N-NO; g' MF raizh™) (umol Pi mg” ptn h™)
IAC-47 Piaui TAC-47 Piaui
Constante 15,57 Ba* 15,99 Ba (+2,70%) 13,70 Ca 16,11 Ca (+8,59%)
Deficiéncia nd nd 23,66 Aa 22,25 Ba (-5,95%)
R0,2 1,60 Cb 2,75 Ca (+71,87%) 17,69 Bb 26,14 Aa (+47,76%)
R5,0 23,14 Ab 27,34 Aa (+18,15%) 21,28 Aa 20,72 Ba (-2,63%)

* médias seguidas pela mesma letra maitiscula nas colunas ndo diferem significativamente (P<0,05), e médias
seguidas pela mesma letra mindscula na linha ndo diferem significativamente (P<0,05).

nd = ndo disponivel.

RO0,2 = ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj e R5,0 ressuprimento com 5,0 mM de N-NO5’

Os resultados indicam que em baixa dose de NO3 (0,2 mM) a atividade da PM H'-
ATPase pode ser mais importante para a absorcdo de NO; quando comparado com doses
maiores de NOs;. Desse modo, a variedade Piaui apresenta maior influxo de NO; no
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3™ quando comparada com a variedade IAC-47 em parte
por causa da maior atividade da PM H'-ATPase que pode gerar maior gradiente de H' e
favorece a absorcao de NOs;. QUAGGIOTTT et al. (2003) verificaram que a aplicacdo de
acidos himicos de baixo peso molecular a plantas de milho resultavam em estimulo das PM
H"-ATPases e aumentava o influxo de NO3™ por unidade de massa radicular.

As isoformas OsNRT1.1A e OsNRTI.IB sdo as mais expressas em arroz de acordo
com a tabela de ACt e EST (Tabela 2 e Tabela 3), sendo que somente OsNRT1.IA possui
aumento de expressao no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;™ (Figura 3). O influxo mostra
que somente com ressuprimento de 0,2 e 5,0 mM de N-NOj3 houve diferenca no influxo de
NOj entre IAC-47 e Piaui, no entanto, ndo houve diferenca da expressao do gene OsNRT1.1A
entre as variedades (Figura 3). Desse modo, OsNRTI.IA pode ter pouca participacdo na
absor¢do de NOs™ em baixa dose (alta afinidade). Em alta concentragao de N-NOj3™ (5,0 mM)
nao foi observada diferenca de expressdao dos transportadores OsNRTI.1A e OsNRTI.1B nas
variedades TAC-47 e Piaui (Figura 3), no entanto, houve diferenca de absorcdo entre as
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variedades (Tabela 4). Possivelmente outros transportadores estdo atuando na absorc¢do de
NOj3’, como OsNPF8.9 (LIN et al., 2000) e OsNPF2.4 (XIA et al., 2015).

Deve ser destacado que os transportadores de alta afinidade OsNRT2.1 e OsNRT2.2
também sdo induzidos pelo ressuprimento com 5,0 mM de N-NO; (SPERANDIO, 2011;
FENG et al., 2011), sendo parte das diferencas do influxo de NOs™ entre as variedades IAC-47
e Piaui podem ser provenientes da expressio de transportadores de alta afinidade.
SPERANDIO (2011) nao observou aumento de expressdo dos genes OsNRT2.1 e OsNRT2.2
nas plantas com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs’, sendo que ndo foi observado
diferenca de influxo entre as variedades nesse mesmo tratamento (Tabela 4). Como o influxo
de NO;3 € resultado da atuacdo de diversos transportadores com diferentes propriedades
cinéticas (GLASS, 2003), somente plantas mutantes superexpressando ou silenciando
OsNRTI.1A e OsNRT1I.1B irdo indicar a real importancia desses transportadores na absorc¢ao
de NO5'.
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3.6. CONCLUSOES

As isoformas A, B e C de OsNRTI.1 mostraram regulacio diferenciada em resposta a
diferentes fontes de N, no entanto, ndo apresentaram diferenca de expressao nas variedades de
arroz IAC-47 e Piaui.

Houve expressdo constitutiva de OsNRT1.1A, independente da fonte de N, enquanto
OsNRTI.1B responde positivamente a presenga de NOs™ no meio de cultivo.
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4. CAPITULO II

OBTENCAO DE MUTANTES COM SILENCIAMENTO DAS
ISOFORMAS O0sA2 E OsA7 DE PM H*-ATPASE VIA MICRORNA
ARTIFICIAL E AVALIACAO DE PLANTAS DE ARROZ COM MENOR
EXPRESSAO DAS PM H*-ATPASES QUANTO A ABSORCAO DE
NITRATO E DESENVOLVIMENTO.
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4.1. RESUMO

A PM H'-ATPase é um componente chave na absor¢do de nutrientes. Existem dez isoformas
de PM H'-ATPases no genoma de arroz (OsA1-OsA10), sendo OsA2 e OsA7 induzidas pelo
suprimento com NOj3. O objetivo desse trabalho foi produzir plantas de arroz mutantes
silenciando as isoformas OsA2 e OsA7 e avaliar a fung@o dessas isoformas na absorcdo de
NOj™ e desenvolvimento vegetal. O silenciamento das isoformas OsA2 e OsA7 foi feito via
micro RNA artificial (amiRNA). Inicialmente, foram escolhidos dois amiRNA para silenciar
cada isoforma. Apds a inser¢do do amiRNA no pre-miRNA osaMIR-528 por PCR usando o
vetor pNWS55, foi feita a montagem do amiRNA e inser¢do no vetor de expressao IRS154.
ApOs a transformacgdo de Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 com o vetor IRS154,
foi efetuada a transformacgdo genética de arroz por cultura de calos. Apds modificacdes na
transformacgdo de arroz, foram obtidas diversas linhagens para cada constru¢do. Também foi
feita a transformacgdo de arroz com o vetor IRS154 vazio (sem amiRNA), chamado de IRS. A
primeira avaliagdo das plantas mutantes foi a expressdo dos genes OsA2 e OsA7 para avaliar o
silenciamento dos genes alvos. As linhagens OsA2mil apresentaram pequeno silenciamento
(~15%), enquanto OsA2mi2 gerou silenciamento de aproximadamente 70%. As linhagens
OsA7mi2 ndo apresentaram silenciamento, enquanto a linhagen OsA7mi3 gerou
silenciamento de aproximadamente 70%. O amiRNA para silenciamento de OsA2 ndo afetou
a expressdo de OsA7, e vice-versa. Para o experimento na casa de vegetacdo, foram usados
plantas OsA2mi2, OsA7mi3, IRS e tipo-selvagem (WT). Nado houve alteracdo do ciclo das
plantas mutantes. As plantas IRS e WT nao apresentaram diferencas de massa fresca, altura e
producdo de graos, mostrando que a transformacdo de arroz com IRS154 vetor vazio nio
afetou a planta. Os mutantes OsA2mi2 e OsA7mi3 apresentaram menor massa fresca e
producgdes de graos, quando comparado com as plantas IRS. A andlise dos genes OsA (Oryza
sativaH"-ATPase) no “NCBI Unigene” mostrou que OsA2 e OsA7 sdo as isoformas mais
expressas em arroz, sendo também altamente expressas na panicula e flor. A menor produgdo
de grdos e massa fresca de graos nos mutantes silenciando OsA2 e OsA7 mostra a importancia
dessas isoformas de PM H*-ATPase para o desenvolvimento e reproduciio de arroz. Outro
experimento com as linhagens mutantes osa2 e osa7 foi feito para avaliar o influxo de NO3,
atividade das bombas de H, expressio génica e metabdlitos soldveis. Os tratamentos usados
foram: suprimento constante com 0,2 mM de N-NOjs’, ressuprimento com 0,2 mM de N-NO3
apos trés dias sem N, suprimento constante com 2,0 mM de N-NOjs' e deficiéncia de NO;3™ por
trés dias. Foram usados plantas IRS, linhagens de osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e osa7
(osa7.1, osa7.2 e osa7.3). As plantas foram coletadas 30 dias apds a germinacdo. Os mutantes
osa7 apresentaram menor acimulo de massa fresca em comparag¢do com IRS, enquanto osa2
ndo apresentou mudancgas. O influxo de NO3™ foi menor nos mutantes osa2 e osa7 somente no
tratamento com 0,2 mM de N-NOj™ constante, comparado com plantas IRS. A atividade da
PM H*-ATPase foi menor nos mutantes osa2 e osa7 em comparacdo com IRS em todos os
tratamentos. A V-H'-ATPase ndo apresentou variacdo da atividade nos mutantes osa2 e osa7.
Os mutantes osa7 apresentaram menor atividade da V-H'-PPase, enquanto os mutantes osa2
ndo apresentaram mudanga na atividade da V-H'-PPase. A andlise de expressdo das isoformas
de PM H'-ATPase mostrou que ndo houve alteracdo das outras isoformas de OsA com o
silenciamento de OsA2 e OsA7, indicando que o silenciamento foi especifico e ndo houve
regulacio transcricional de outras isoformas de PM H*-ATPase. O menor influxo de NO3;™ no
tratamento com 0,2 mM de N-NOs5™ constante nos mutantes osa2 e osa/ resultou em menor
conteddo de N-NO;3, N-NH,*, N-amino livre e N-total. Os resultados obtidos demonstram a
importancia de OsA2 e OsA7 para a de absorcio de NO; em baixa dose de N-NOj,
contribuindo para a efici€éncia de uso de N.

Palavras-chave: Silenciamento génico. Bombas de prétons de membrana plasmatica.
Eficiéncia de absorcao de nitrogénio.
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4.2. ABSTRACT

The PM H'-ATPase is key component in nutrient uptake. There are ten PM H'-ATPases
isoforms in the rice genome (OsAI-OsAl0), and OsA2 e OsA7 are induced by NOj3™ supply.
The goal of this work was to obtain rice mutants silencing OsA2 and OsA7 genes and evaluate
their functions in the NO3™ uptake and plant development. The silencing of OsA2 and OsA7
isoforms was made by artificial micro RNA (amiRNA). Initially, two amiRNA was chosen to
downregulate each isoform. After the insertion of the amiRNA in the osaMIR-528 pre-
miRNA by PCR using pNWS55 vector as template, it was made the assembly of amiRNA in
the expression vector IRS154. After the Agrobacterium tumefaciens LBA4404 transformation
with IRS154 vector, it was performed the rice genetic transformation by callus culture. After
modifications in the rice transformation, several lineages were obtained for each vector
construction. It was also made the rice transformation with the empty IRS154 vector (without
amiRNA), named IRS. The first evaluation of the mutant plants was the OsA2 and OsA7
expression to address the silencing of the gene targets. The OsA2mil lineages showed small
silencing of the target (~15%), while OsA2mi2 had silencing about 70%. The OsA7mi2
lineages did not show silencing of the target, while OsA7mi3 lineages showed silencing about
70%. The amiRNA for silencing of OsA2 did not affect OsA7 expression, and vice-versa. In
the greenhouse experiment, it was used OsA2mi2 and OsA7mi3 plants, IRS, and wild-type
(WT). There was no change in the cycle of mutant plants. The IRS and WT plants did not
show difference in the fresh weight, showing that rice transformation with IRS154 empty
vector did not affect the plant. The OsA2mi2 and OsA7mi3 mutants showed low fresh weight
and grain production, compared to IRS plants. The OsA (Oryza sativaH'-ATPase) gene
analysis in the “NCBI Unigene” show that OsA2 and OsA7 are the more expressed isoforms
in rice, also highly expressed in panicle and flower. The lower grain production and fresh
weight in the mutants silencing OsA2 and OsA7 show the importance of these PM H*-ATPase
isoforms to rice development and reproduction. Another experiment with the osa2 and osa7
lineages was made to evaluate NO; uptake, proton pumps activity, gene expression and
soluble fractions. The treatments used were constant supply with 0.2 mM of NO3™-N, resupply
with 0.2 mM of NO3-N after three days without N, constant supply with 2.0 mM of NO;5™-N,
and NOs starvation for three days. It was used IRS plants, osa2 lineages (0sa2.2, osa2.3 and
osa2.4), and osa7 lineages (osa7.1, osa7.2 and osa7.3). The plants were harvested 30 days
after germination. The osa7 mutants showed lower fresh weight compared to IRS, while osa2
did not show fresh weight difference. The NOs uptake was lower in the osa2 and osa’7
mutants only when cultivated with constant supply with 0.2 mM of NO3™-N,compared to IRS
plants. The PM H'-ATPase activity was lower in the osa2 and osa7 mutants compared to IRS
in all treatments. The V-H"-ATPase activity did not show any alteration in the osa2 and osa7
mutants. The osa7 mutants showed lower V-H'-PPase activity, while osa2 mutants did not
change V-H'-PPase activity. The PM H'-ATPase gene expression showed that did not have
changes of other OsA isoforms with OsA2 and OsA7 silencing, indicating that the silencing
was specific and it did not affect the transcriptional regulation of other PM H'-ATPase
isoforms. The lower osa2 and osa7 NOs™ uptake in the constant supply with 0,2 mM of NOs'-
N resulted lower NOs™-N, NH,"-N, free amino-N and total-N. The results obtained highlight
the importance OsA2 and OsA7 to NO;™ uptake in low NOj3™ levels, contributing to Nitrogen
use efficiency.

Key words: Gene silencing. Plasma membrane proton pumps. Nitrogen uptake efficiency.
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4.3. INTRODUCAO

A eficiéncia de uso de N pode ser dividida em diversos fatores como: eficiéncia de
absor¢do, eficiéncia de assimilacdo e eficiéncia de remobilizacdo. Em solos de baixa
fertilidade, a eficiéncia de absorcdo € fator chave para a eficiéncia de uso. Plantas mais
eficientes na absorcio de N apresentam maior expressdo dos transportadores de NO; e NH,*
de alta afinidade (KANT et al., 2011). A absor¢do de nutrientes depende do gradiente
eletroquimico entre o apoplasma e o citossol. A enzima responsdvel pela criacdo desse
gradiente € a H'-ATPase localizada na membrana plasmética (PM H'-ATPase). Usando a
energia da hidr6lise do ATP, as PM H'-ATPases bombeiamH" para o citossol contra seu
gradiente eletroquimico (transporte ativo primario). Ogradiente de H" (AuH") gera a forca
préton motriz (Ap) que energiza o transporte de fons e moléculas pela membrana, como por
exemplo a absor¢do do anions NO3;  (SOUZA e FERNANDES, 2000).

A PM H'-ATPase é regulada transcricional e pés-traducionalmente GAXIOLA et al.
(2007). GAXIOLA et al. (2014) afirmam que o controle pds-traducional € o0 mecanismo mais
importante na regulacdo dessa enzima. No entanto, estudos com aplicagdo de nutrientes
minerais mostram que ocorre forte regulacdo transcricional da PM H'-ATPase e consequente
aumento da atividade de bombeamento de H" (SANTI et al., 2003; SPERANDIO et al., 2011;
KANT et al., 2011). Como o gradiente de H" entre o citossol e o apoplasto permite a absor¢ao
de nutrientes, € de interesse agricola a melhor caracterizacdo do controle transcricional das
PM H*-ATPases.

A PM H'-ATPase apresenta dez isoformas em arroz (OsAI-OsAl0), sendo OsA2 e
OsA7 as isoformas mais expressas e também induzidas pelo fornecimento com NO3
(SPERANDIO et al., 2011). Desse modo, é necessario maior entendimento da funcdo de
isoformas especificas de PM H'-ATPase na nutri¢do nitrica. Além da absorc¢do de nutrientes,
as PM H'-ATPases estdo envolvidas em diversos processos biolégicos na planta, sendo
responsaveis pelo crescimento celular, fluxo de hormonios, fluxo de agucares, translocacao de
nutrientes no interior da planta, enchimento de graos, etc (FULGSANG et al., 2011). Por sua
funcio de extrema importincia em toda a planta, a PM H*-ATPase é chamada de enzima
mestre do metabolismo vegetal.

Foi demonstrado que existe relacdo entre a PM H'-ATPase e as bombas de H" do
vactiolo ou endomembranas (V-H'-ATPase e V-H'-PPase). A alteragio da expressdo da V-
H'-PPase exerce grande efeito na expressdo e atividade da PM H'-ATPase, alterando
crescimento, absorcdo de nutrientes e fluxo de hormonios. Até o momento ainda ndo se sabe
se a alteracdio da expressdo da PM H'-ATPase pode afetar as bombas de H" do vactiolo.

A estratégia aplicada nesse estudo para avaliar a fun¢do das isoformas de PM H'-
ATPase OsA2 e OsA7 foi o silenciamento mediado por micro RNA artificial (amiRNA),
visando elucidara fun¢do das isoformas OsA2 e OsA7 em arroz.

Esse estudo teve por objetivos: obter plantas de arroz mutantes por microRNA
artificial, com menor expressdo de OsA2 e OsA7; verificar o efeito desse silenciamento na
atividade das PM H'-ATPases; estudar a relacio entre as PM H*-ATPases e as V-H*-ATPase
e V-H'-PPase; verificar o crescimento e producdo desses mutantes em casa de vegetacio;
avaliar a absorcdo de NOs com diferentes niveis de N e analisar se a alteracdo das PM H'-
ATPases afeta a expressdo dos transportadores de N de alta afinidade e se essas alteracdes
podem afetar a eficiéncia de absorcdo de N.
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4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1. Obtencao de plantas silenciando as isoformas de PM H*-ATPase OsA2e OsA7 por
microRNA artificial (amiRNA)

a) Construcoes dos vetores contendo amiRNA

Os amiRNAs foram construidos no website projetado pelo Dr. Weigel (Max Planck
Institute for Developmental Plant Biology: http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi).
Para cada gene foram usados dois amiRNA, que a partir de reacdes de PCR (Tabela 5) o
amiRNA foi inserido na seqiiéncia do pre-miRNA osa-MIR528 usando o vetor pNWS55.

Tabela 5.Protocolo para mutagénese direta usando o vetor pNW55 (WARTHMANN et al.,

2008).

Primer Tamanho Protocolo da PCR

G-4368 + primer 11 256 bp 95°C 2 min;

Primer I + primer IV 87 bp 34 ciclos de 95°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s;

Primer III + G-4369 259 bp 72°C 7 min

Reacdo de PCR para fusao dos fragmentos do amiRNA:

Primer Tamanho Protocolo da PCR
95°C 2 min;

G-4368 + G-4369 554 bp 34 ciclos de 95°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1min;
72°C 7 min

Para o silenciamento de cada gene dois amiRNAs foram projetados, sendo chamados
de Os2mil e OsA2mi2 para a isoforma OsA2 e OsA7mi2 e OsA7mi3 para a isoforma OsA7
(o amiRNA OsA7mil inicialmente projetado foi descartado porque ndo abrangia os trés
provdveis splicing alternativos de OsA7). Inicialmente, para cada amiRNA fora feitas trés
PCRs com os iniciadores da Tabela 6. Em seguida, o produto foi submetido a eletroforese e
purificado com o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). A montagem
do amiRNA foi feita usando o produto das primeiras PCRs e os primers G-4368 + G-4369.
Nessa etapa foram necessdrios ajustes que foram detalhados no item 4.3.1.

Tabela 6.Iniciadores para as reacdes de PCR contendo o amiRNA para os genes OsA2 e

OsA7.
®
Gene miRNA Primers
Primer I agTCAATCTTTAACGGGTCACCTcaggagattcagtttga
OsA2mil Primer II tgAGGTGACCCGTTAAAGATTGACctgctgctgctacagee
TCAATCTTTAACGGGTCACCT Primer III ctAGGTGTCCCCTTAAAGATTGALttcctgetgctaggetg
OsA2 Primer IV aaTCAATCTTTAAGGGGACACCTagagaggcaaaagtgaa
S Primer I agTATCTTTAACGGATCACCCTGcaggagattcagtttga
OsA2mi2 Primer II tgCAGGGTGATCCGTTAAAGATActgctgcetgctacagee
TATCTTTAACGGATCACCCTG Primer III ctCAGGGAGATGCGTTAAAGATAttcctgetgetaggetg
Primer IV aaTATCTTTAACGCATCTCCCTGagagaggcaaaagtgaa
Primer I agTAATCTTAAGGGGATCGCCTTcaggagattcagtttga
OsA7mi2 Primer II gAAGGCGATCCCCTTAAGATTActgctgetgctacagee
TAATCTTAAGGGGATCGCCTT Primer III ctAAGGCCATCGCCTTAAGATTAttcctgetgctaggetg
OsA7 Primer IV aaTAATCTTAAGGCGATGGCCTTagagaggcaaaagtgaa

Primer I agTAATAACGGTCATTAGGGCAAcaggagattcagtttga
Primer II tgTTGCCCTAATGACCGTTATTActgctgetgctacagee
Primer III ctTTGCCGTAAAGACCGTTATTAttcctgctgctaggetg
Primer IV aaTAATAACGGTCTTTACGGCAAagagaggcaaaagtgaa

OsA7mi3
TAATAACGGTCATTAGGGCAA

* Letras minudsculas nas sequéncias dos iniciadores representam o local de anelamento no vetor
pNWS55 e letras maidsculas a sequéncia que ird dar origem ao amiRNA.
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b) Ligacao do amiRNA ao vetor IRS154, transformaciao de Escherichia coli estirpe
DHS5a e confirmacao das construcoes

Ap6s purificacdo, 1 ug do amiRNA e também 1ug do vetor IRS154 foram digeridos
com as enzimas de restricio BanHI e KpNI por trés horas e novamente purificados em gel
usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Para ligagdo do amiRNA no vetor IRS154 foi usado o kit T4
DNA ligase (Promega) adotando a razao molar amiRNA:vetor de 3:1. A reacdo de ligacao foi
mantida em geladeira por uma noite.

O procedimento para transformacdo das bactérias e confirmagao seguiu o protocolo de
SAMBROOK e RUSSEL (2001). Para transformacao de E. coli, uma alicota de 50ul de
DHS5a foi gentilmente misturada com 2ul do produto de ligacdo e eletroporadas com 1,7 kV.
Logo apds o choque, foi adicionado 700ul de meio SOC (Triptona 2%, extrato de fungo
0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM e glicose 20 mM) e as
bactérias foram agitadas por 1 hora em agitador orbital a 37 °C. As bactérias foram entdo
plaqueadas em placa de Petri contendo meio LB sélido e 50 pg.ml™' do antibi6tico canamicina
(o vetor IRS154 contém o gene de resisténcia a canamicina para selecdo em bactéria). As
placas foram mantidas no escuro a 37 °C e as colOnias cresceram por uma noite.

As coldnias de forma arredondada e coloracdo amarelo-claro foram incubadas em
meio LB liquido contendo 50 pg.ml” de canamicina por uma noite a 37 °C em agitador
orbital. O plasmidio foi extraido com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep system (Promega)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para confirmacgao das construcdes foi feita
andlise de restricdo com as enzimas EcoRI, BanHI e KpNI usando 1 pg de plasmidio extraido.
Ap6s visualizagao em gel de agarose e confirmacgao da inser¢ado do amiRNA, a construgao foi
guardada em freezer para posterior transformacdo de Agrobacterium tumefaciens.

¢) Transformacao de Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404

Para transformacdo de Agrobacterium, 1 ng da construcido foi gentilmente misturado
com 100 ul de Agrobacterium e incubadas no gelo por 30 minutos. As bactérias foram entdo
congeladas em nitrogénio liquido por 5 minutos e em seguida incubadas a 37 °C em banho-
maria por mais cinco minutos. Apds esse tempo, foi adicionado 1 mL de meio YEB liquido
(extrato de carne 5 g L™, extrato de 1 g L', peptona 5 g L™, sacarose 5 g L, MgCl, 0,5 g L")
e Agrobacterium foi incubada em agitador orbital por duas horas a 28 °C. A Agrobacterium
foi entdo plaqueada em meio YEB s6lido contendo os antibidticos Rifamicina/Gentamicina
(selecdo de Agrobacterium) e canamicina (sele¢do da construcdo) e incubadas por dois dias a
28 °C. As coldnias crescidas foram confirmadas por PCR de colonia e estocadas em freezer -
80 °C em glicerol 15%.

d) Transformacao genética de calos de arroz variedade Nipponbare

A transformacao de arroz foi feita de acordo com TOKI et al. (2006) com ajustes em
algumas etapas. O detalhamento da transformac@o de arroz com os ajustes sdo apresentados
nos item 4.3.2.

4.4.2. Confirmacao das plantas mutantes transformadas com amiRNA para silenciar
OsA2 e OsA7

a) Teste da folha bandeira com Higromicina

Trés pedacos da folha bandeira das plantas transformadas foram acondicionadas em
placas de Pretri contendo solucdo 1 mg L' de BAP (benzil-amino purina) e 50 mg L™ do
antibidtico Higromicina. Como controle, foram usadas amostras da folha bandeira de plantas
da variedade Nipponbare ndo transformada. As plantas foram fotografadas no dia 1 e
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novamente sete dias apds o inicio do teste. A andlise é feita de modo visual comparando com
o controle (Nipponbare ndo transformada). As folhas das plantas ndo transformadas
apresentarem necrose tipica apds o periodo do teste.

b) Expressao dos genes OsA2 e OsA7 e PCR do gene da Higromicina

A andlise de expressdo nas linhagens foi realizada usando a folha 2 (folha
imediatamente inferior a folha bandeira). A extracdo do RNA total foi realizada de acordo
com GAO et al. (2001) e o DNA foi extraido usando o sobrenadante da etapa de precipitacao
com isopropanol da extragdo de RNA total. A expressao dos genes OsA2 e OsA7 foi realizada
por PCR em tempo real como especificado no item 3.2.5 (Capitulo I) usando os primers
OsA2F5’-GCAGAAGAGGCCCGTAGGA-3’, OsA2R 5’-
CAGGGTGGTCAGCTCTCTCAA-3’, OsA7F 5 -TCGACACGATCCAGCAGAAC-3" e
OsA7R 5°-GCTGATGACGATCTCTCGTTGA-3’. A PCR do gene da Higromicina (Hyg) foi
feita usando o DNA e os primers HygF 5°- TTGGCGACCTCGTATTGGGA-3’ e HygR 5°-
CAAGACCTGCCTGAAACCGAA-3'.

4.4.3. Experimento em casa de vegetacao para avaliar o acimulo de massa fresca e
producao de graos nos mutantes de arroz silenciando os genes OsA2 e OsA7

O cultivo das plantas foi feito em casa de vegetacao usando vasos com 8 Kg de terra
proveniente do horizonte A de um Chernossolo. Cada vaso continha uma planta proveniente
das linhagens do mutante OsA2mi?2 (L2, L3, L4, L6, L7, L8) e OsA7mi3 (L1, L2, L3, L5, L6,
L7). O plantio foi feito dia 13/11/2013, emissdo de panicula 08/01/2014 e colheita
15/12/2014. A massa fresca e os graos foram pesados e a altura das plantas medida. Foram
usadas quatro vasos contendo 2 plantas para cada linhagem.

4.4.4. Experimento para caracterizar os efeitos do silenciamento dos genes OsA2 e OsA7
na massa fresca e absorcao de NO;™ em diferentes doses de N

a) Conducao do experimento e tratamentos

Foram selecionadas as linhagens de arroz osa7.1, osa7.2 e osa7.3 para o experimento
avaliando o efeito do silenciamento de OsA7 e osa2.2, osa2.3 e osa2.4 para o experimento
avaliando o efeitos do silenciamento de OsA2. Essas linhagens apresentaram maior
silenciamento do gene alvo e foram as linhagens que permanceram menos tempo no meio de
cultivo de calos, diminuindo a interferéncia de retrotransposons que sdo ativos durante o
cultivo de calos (HIROCHIKA, 1997; MIYAO et al., 2003). O teste de segregacdo mostrou
que IRS, 0sa2.2, osa2.4, osa7.2 e osa7.3 apresentaram segregacdo 3:1, enquanto as linhagens
osa2.3 e osa7.l apresentaram segregacao diferentes de 3:1 (Tabela anexo 1).

As sementes foram desinfestadas em Hipoclorito de sédio e germinadas em potes com
gaze contendo dgua. Seis dias apds a germinacdo (DAG) as plantulas foram selecionadas
quanto a uniformidade e transferidas para potes contendo 0,7 L (quatro plantas por pote) de
solucdo de Hoagland (HOAGLAND e ARNON, 1950) a % da for¢a i6nica com 0,2 mM de N-
NOj ou 2,0 mM de N-NOj™ com pH 5,6. Aos nove DAG foi aplicada solugao idnica a %2 forga
i6nica com um grupo novamente recebendo 0,2 mM de N-NOs™ e o restante com 2,0 mM de
N-NO3 com pH 5,6. As solugdes foram trocadas a cada trés dias, até os 27 DAG. As plantas
que estavam sendo cultivadas com 2,0 mM de N-NOjs foram divididas em dois grupos
contendo plantas com 2,0 mM de N-NOj e sem N, enquanto as plantas que estavam com 0,2
mM de N-NOs;™ continuaram com a mesma dose de N. Aos 30 DAG, as plantas que estavam
sem N foram divididas em dois grupos, sendo um grupo recebendo 0,2 mM de N-NOj e outro
grupo permaneceu sem N. As plantas que estavam com 2,0 mM de N-NOs™ e 0,2 mM de N-
NOj™ continuaram receberam nova solucdo contendo a mesma formula¢do. Desse modo,
quatro tratamentos foram aplicados: (i) sem N, (i) 0,2 mM de N-NO;3 constante, (iii)
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ressuprimento com 0,2 mM de N-NOjs e (iv) 2,0 mM de N-NOs” constante. Trés horas apds a
aplicacdo das solucdes as plantas foram separadas em raiz, bainha e folha e pesadas. Uma
amostra de 0,5 grama de material de cada parte foi acondicionada em frascos com etanol 80%
para posterior extracdo das fracdes soliveis e andlise de N-NO3', N-NH,", N-amino livre e
acucares soliveis. Também foi separado 0,5 grama da raiz que foi congelada em nitrogénio
liquido e armazenada em freezer -80 °C para posterior extragdo de RNA total e andlise da
expressdo génica. O restante do material de raiz foi congelada em nitrogénio liquido e
armazenada em freezer -80 °C para posterior extracdo das vesiculas para atividade da PM H'-
ATPase.

b) Analise do influxo de N
Idem item 3.2.8 (Capitulo I).

¢) Andlise de expressdo génica das isoformas de PM H*-ATPase e transportadores de
NOs

A extracdo do RNA total, tratamento com DNase, sintese de cDNA e rea¢do de PCR
em tempo real foram feitas de acordo com os itens 3.2.4 (Capitulo I) e 3.2.5 (Capitulo I). Os
primers estdo listados na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias dos iniciadores usados nas reagdes de PCR em tempo real para os dez
genes das isoformas de PM H'-ATPases (OsAl a Osl0), trés isoformas de
transportadores de nitrato (OsNRTI.1, OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e amoOnio
(OsAMTI.1, OsAMTI1.2 ¢ OsAMTI.3), actina (OsActl) de arroz, eficiéncia de
amplificacdo e acessos nos bancos de dados TIGR e NCBI.

Gene Primers Forward/ Reverse Eficiéncia (%) Acesso TIGR Acesso NCBI

0sAl e o 99,64 LOC_Os03g48310  NM_001057482.1
0sA2 e e 99,24 LOC_0s07g09340  NM_001065628.1
05A3 Y A aTACTT 99,70 LOC_Os12g44150  NM_001073914.1
0sA4 e G * LOC_0s05g25550  NM_001061721.1
0545 PSP puA LV 99,44 LOC_Os08g14360  NM_001067873.1
0sA6 BN vl * LOC_0s02¢55400 NM_001054930.1
0sA7 Y a3 100,90 LOC_Os04g56160 NM_001060653.1
0548 R A A 99,74 LOC_0s03g01120  NM_001055182.1
05A9 e e e e * LOC_0s03g08560  NM_001055720.1
0sA10 e s * LOC_Os06g08310  NM_001063515.1
OSNRT2.1 O N e 99,54 LOC_0s02g02170.1  NM_001052193.1
OsNRT2.2 e CAACAG. 100,64 LOC_0s02g02190.1  NM_001052194.1
OsNARZI L o s 99,88 LOC_0s02¢38230 NM_001053852.1
OSUBQS o e e 99,95 LOC_0s01g22490.1  NM_001049450.1
OSEF-Ia e e e 100,05 LOC_0s03g08020.1  NM_001055681.1
OsActl Y et 99,83 LOC_0s03g50885.1  NM_001057621.1

* ndo ocorreu amplificacdo

d) Extracdo da fracdo microssomal e atividade da PM H'-ATPase, V-H'-ATPase e V-
H*-PPase

A extragio da fragdo microssomal e a reagdo da PM H'-ATPase foi feita de acordo om
o item 3.2.7 (Capitulo I). O meio de reacdo da V-H'-ATPase foi composto de HEPES-BTP 30
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mM (pH 7,5), MgSO4 5 mM, KCI1 50 mM, Na,MoO, 1 mM, 0,2 mLL" de Triton X-100,
NaN5; 1 mM, ATP 5 mM e 0,2 mM de vanadato. Para cada amostra foi feito um branco
usando KNO3; 50 mM (inibidor especifico da atividade da V-H"-ATPase). O meio de reacdo
para V-H"-PPase foi composto de MES-Imidazol 30 mM (pH 7,2), MgSO4 5 mM, 0,2 mLL!
de Triton X-100, NaN3 1 mM e PPi 1 mM. Para cada amostra foi feita uma reacdo sem e com
KCl1 100 mM (K ¢ ativador da V-H*-PPase). A reac¢iio foi iniciada com a adigdio de 5 ug de
proteina no meio de reagdo, com incubagdo a temperatura constante de 30 °C. Apds 20
minutos de incubacgdo foi adicionado a cada tubo 1 ml do meio de parada (2% v/v de H2SOy,
5% p/v de SDS, 0,7% p/v de (NH4);Mo00QOy) e 50 uL de acido Ascérbico 10% p/v. Apés 10
minutos foi adicionado 1,45 mL do meio que inibe a rea¢do de desenvolvimento da coloragdo
(4% de citrato de sédio e 2% 4acido acético glacial). A leitura foi realizada em
espectrofotobmetro em comprimento de onda de 820 nm.

e) Analises de N-NH4", N-NO;", N-amino livre e aciicares soliiveis em tecido vegetal e N-
total

Amostras de 0,5 grama de material coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e ap6s particdo com cloroférmio (FERNANDES, 1984) a
fracdo soluvel obtida foi utilizada para a determinagdo dos teores de N-amino livre (YEMM
& COCKING, 1955), N-NH," (FELKER, 1977), N-NO3” (MIRANDA et al., 2001) e agticares
soliuveis (YEMM & WILLIS, 1954). O material vegetal foi seco em estufa e depois moido
para andlise do N-total (TEDESCO et al., 1982).

4.4.5. Analise da expressio das isoformas de PM H*-ATPase em raiz e parte aérea

Nesse estudo, foi usado o RNA total do banco de RNA do Laboratério de Nutricdo de
Plantas (UFRRJ) estocado no freezer -80 °C do experimento usando a variedade de arroz
Nipponbare cultivada com suprimento constate de 2,0 mM de N-NO;3;  (SPERANDIO, 2011).
A andlise de expressdo foi feita usando primers especificos para cada isoforma de PM H'-
ATPase desenhados por SPERANDIO et al. (2011). A reagdo de PCR em tempo real foi feita
de acordo com o item 3.2.5 (Capitulo I).

4.4.6. Analise estatistica

O experimento foi montado com delineamento inteiramente casualizado em um
fatorial contendo as doses de N com quatro repeti¢des. Os resultados foram submetidos a
andlise de variincia, com o programa ‘“Statistica 7” e “Sisvar”. As comparacdes das médias
foram feitas entre as linhagens do mutante osa2 e osa7 com as plantas IRS (transformadas
com vetor vazio) usando o teste F (P<0,05).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1. Construcao do vetor contendo o micro RNA artificial (amiRNA) para silenciar os
genes OsA2 e OsA7

Inicialmente foi adquirido o vetor pNWS55 no banco de vetores Addgene
(www.addgene.org) contendo a sequéncia do miRNA osa-MIR528. Através de reacdes de
PCR com os primers listados na Tabela 6, a regido contendo o miRNA osa-MIR528 foi
substituida pelo amiRNA do gene de interesse. Primeiramente, foram feitos ajustes das
reacOes para a obtencdo do amiRNA de OsA2. Apoés as reagdes estarem ajustadas foram feitos
o amiRNA de OsA7. A Figura 4 mostra o esquema das trés primeiras PCR para obten¢do dos
trés segmentos que dardo origem ao amiRNA.

R1-256bP comirs2s | osa-MiRS28" R2 - 259 bp
MCS T '[ MCS
v i v
(A) [m——m—— | | — —
Primer < : i i — Primer
G-4368 Primer I | | { i [HrimerIII G-4369
+ E il
Primer I : Primer IV R3-87 bp
256 bp 259 bp
—_ 87 bp -—
primer G-4368 primer G-4369

Figura 4. (A) Esquema da PCR de montagem do amiRNA (adaptado de WARTHMANN et
al., 2008). (B) Visualizacao em gel de agarose das rea¢des de montagem do
amiRNA para o gene OsA2.

As trés primeiras reagdes de PCR usando a enzima de alta fidelidade Pfx (Invitrogen)
foi satisfatéria, amplificando os trés fragmentos que dardo origem ao amiRNA. Nesta etapa,
foi importante usar uma DNA polimerase de alta fidelidade, no entanto, na proxima etapa de
fusdo dos trés fragmentos a Pfx ndo gerou o fragmento esperado (Figura 5a). Para verificar se
a atividade exonucledtica da enzima Pfx que confere a alta fidelidade do produto de PCR, foi
feito um teste usando a enzima Taq que ndo possui atividade exonucledtica.

A enzima Taq amplificou o produto correspondente de 557 bp (Figura 5a), no entanto,
a enzima Taq ndo possui alta fidelidade e ndo pode ser usada para reacdoes de PCR usadas em
clonagens. Foi adquirida a enzima Phusion (Finnzymes, Finlandia) de alta fidelidade para
solucionar o problema de amplificacdo e fidelidade da PCR. Usando a enzima Phusion o
produto de 557 bp correspondente a jungdo dos trés fragmentos anteriores foi obtido com
sucesso (Figura 5b). Foram ainda testadas duas temperaturas de anelamento, 55 °C e 60 °C,
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sendo que ambas as temperaturas amplificaram o produto de PCR correspondente ao amiRNA
de OsA2.

Figura 5. Reacdo de PCR de jun¢do do amiRNA para o gene OsA2 usando as enzimas DNA
polimerases Pfx e Taq (A) e Phusion (B).

Apo6s a obtengdo do amiRNA para OsA2, o produto foi digerido com as enzimas de
restricdo de BanHI e KpNI, obtendo as extremidades coesivas para a inser¢do no vetor de
clonagem (Figura 6a). O vetor de clonagem indicado para essa metodologia € o IRS154, que
possui o promotor da ubiquitina de milho que induz alta expressao em arroz (WARTHMANN
et al., 2008). O vetor de clonagem IRS154 foi gentilmente cedido pelo pesquisador Emmanuel
Guiderdoni (CIRAD, Franga). O vetor IRS154 também foi digerido com as enzimas BamHI e
Kpnl para a reacdo de ligacdo com o amiRNA usando a enzima T4 DNA ligase (Figura 6a).
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BamHI e Kpnl. (B) Digestao do plasmidio IRS154 de cinco coldnias de E. coli com
a enzima EcoRI para confirmar a inser¢do do amiRNA no vetor. Os géis foram
corados durante 30 minutos com Brometo de Etidio 0,5 ug.ml™.
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Ap6s a reacdo de ligagcdo do amiRNA ao IRS154, a construgdo foi inserida na bactéria
E. coli competente linhagem DH5a. As colOnias geradas tiveram o plasmidio extraido e
analisado por digestdo com a enzima EcoRI para verificar a inser¢io do amiRNA no vetor
IRS154. As cinco coldnias analisadas apresentaram o fragmento de amiRNA de OsA2, o que
fica evidente pelo aumento de 254 bp da banda assinalada no gel em relagdo ao vetor IRS154
vazio (Figura 7b). O vetor com a inser¢do do amiRNA esta representado na Figura 6C com os
sitios de restricdo, mostrando a insercdo do amiRNA na frente do promotor da ubiquitina de
milho (UBIL) que induz alta expressdo em plantas de arroz (CORNEJO et al., 1993).

Apés o ajuste do procedimento de ligacdo do amiRNA ao vetor IRS154 e
transformacdo de E.coli adaptado de SAMBROOK e RUSSEL (2001), foram feitas as
construgdes para o silenciamento dos genes OsA2 e OsA7. Para cada gene alvo foram feitos
dois amiRNA, como recomendado por WARTHMANN et al. (2008) e OSSOWSKI et al.
(2008), e duas coldnias de E.coli para cada constru¢do foram isoladas e caracterizadas por
restricdio com EcoRI. A Figura 7 mostra as confirmacdes por restricdo das construcdes
inseridas em E. coli. Desse modo, as constru¢des foram isoladas por mini-prep de kit
(Promega) e usadas para transformar A. tumefaciens estirpe LBA4404. Como controle da
reacdo de restri¢do, foi usado o vetor IRS154 vazio (sem amiRNA), sendo que a inser¢do do
amiRNA deve resultar em um fragmento 254 bp maior (correspondente a inser¢do do
amiRNA no vetor IRS154).

1500 bp
1000 bp

900 bp
800 bp

Figura 7. Gel de agarose dos produtos de digestdo das constru¢des contendo o amiRNA no
vetor IRS154 para silenciar os genes de PM H'-ATPase OsA2 e OsA7. Os géis
foram corados durante 30 minutos com Brometo de Etidio 0,5 ug.ml™.

ApOs a transformacdo de A. tumefaciens, a confirmacdo foi feita por PCR de colonia
de A. tumefaciens (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Nessa etapa, foi possivel fazer trés
possiveis confirmagdes por PCR das coldnias de A. tumefaciens contendo as construgdes de
interesse. A primeira PCR feita usa os primers do amiRNA, a outra usa os primers que
amplifica uma regido do gene da Higromicina (gene de resisténcia expresso na planta
transformada com o vetor IRS154) e a terceira PCR usando um primer anelando no amiRNA
e outro no gene da Higromicina. Para a terceira PCR por ser mais complexa, foi realizado um
teste usando os primers forward e reverso do amiRNA e Higromicina, usando OsA2mil como
teste e o vetor sem amiRNA (IRS154) como controle.

Como pode ser observada na Figura 8, a inica combinag¢do de primers que amplificou
o produto correto de 2600 pares de base de forma especifica foi usando primer reverso do
amiRNA (p4 miRNA) e forward da Higromicina. No controle usando o vetor IRS154,
somente foi observado produtos inespecificos de amplificacdo. Desse modo, para confirmar as
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construgdes contendo o amiRNA, foi usado a combinacdo de primers correta (Figura 8),

exceto a construcdo do vetor vazio (IRS154) porque ndo possui amiRNA inserido
(WARTHMANN et al. 2008).

0sA2 mil ’,’ IRS154

Figura 8. Teste para a reacdo de PCR usando os primers forward e reverso de OsA2mil e
Higromicina. pl: primer reverso de OsA2mil, p4: primer forward de OsA2mil.
Como controle, foi usado o vetor vazio (IRS154) como controle. O gel foi corado
durante 30 minutos com Brometo de Etidio 0,5 pg.ml™.

A reacdo de PCR de colonia usando os primers do amiRNA e Higromicina sio
mostrados na Figura 9. Todas as colonias testadas contendo o amiRNA de OsA2mil,
0OsA2mi2, OsA7mi2 e OsA7mi3 foram positivas.

OsA7 mi2 OsA7 mi2
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Figura 9. Reacdes de PCR de coldnia com as constru¢des de amiRNA para OsA2 (OsA2mil
e OsA2mi2) e OsA7 (OsA7mi2 e OsA7mi3) usando os primers para o amiRNA (A)
e para a Higromicina (B e C). Os géis foram corados durante 30 minutos com
Brometo de Etidio 0,5 pg.ml™.

A transformacdo de A. tumefasciens ocorreu de forma eficiente, sendo que duas
colonias foram usadas para transformar calos embriogénicos de arroz variedade Nipponbare.
A dltima confirmagdo foi feita usando os primers do amiRNA e da Higromicina. Como
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esperado, todas as amostras testadas foram positivas (Figura 10). Apesar da PCR de col6nia
de OsA2mil ter falhado na primeira tentativa (Figura 10A), a reagdo de PCR foi repetida e o
produto de 2600 pares de base foi amplificado com sucesso (Figura 10B).
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Figura 10. Reacoes de PCR usando os primers do amiRNA e Higromicina para OsA2mil,
OsA2mi2, OsA7mi2 e OsA7mi3. Os géis foram corados durante 30 minutos com
Brometo de Etidio 0,5 pg.ml™.

4.5.2. Transformacio de arroz com as construcoes contendo o amiRNA para silenciar os
genes OsA2 e OsA7

A transformacgdo de arroz se baseou nos protocolos de TOKI et al. (2006) e HIEI e
KOMARI (2008), com ajustes feitos no Laboratério de Nutricdo de Plantas (UFRRJ). A
etapa inicial consiste em desinfestar sementes de arroz variedade Nipponbare com etanol e
hipoclorito de sédio com tween. Apds a desinfestacio, as sementes foram acondicionadas em
meio contendo N6D com 2 mg L™ de 2,4-D. TOKI et al. (2006) propde inducdo de calos de 5
dias enquanto HIEI e KOMARI (2008) propoe 21 dias de indugdo de calos. No entanto, foi
observado que 14 dias de inducdo, o que gerou calos em boa atividade de divisdo com
qualidade para transformacao de arroz.

Outra modificacdo na indugdo de calos foi o aumento da dose de Fe-EDTA. A dose
indicada por TOKI de 0,0278 mg L' de FeSO4.7H,0 foi aumentada para 0,0556 mg Ll
Desse modo, a indugdo de calos foi surpreendentemente melhorada, permitindo a obtencdo de
calos fridveis proprios para transformacao de arroz (Figura 11B). Vale ressaltar que os calos
gerados com 0,0278 mg L' de FeSO4.7H,0 (Figura 11A) ndo foi possivel realizar a
transformacao de arroz.
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Figura 11. Etapas iniciais de transformacdo de arroz da variedade Nipponbare com as
construgdes de amiRNA para OsA2 (OsA2mil e OsA2mi2) e OsA7 (OsA7mi2 e
OsA7mi3). Inducdo de calos com 0,0278 mg L' de FeS0O4.7H,0 (A) e com 0,0556
mg L' FeSO4.7H,0 (B). Cultivo de Agrobacterium em meio AB (C) e calos de
arroz em co-cultivo com Agrobacterium (D).

Para a transformacdo dos calos com a constru¢do desejada, duas coldnias de
Agrobacterium de cada construcdo foram riscadas em placa de petri contendo meio AB
contendo 100 mg L' de Higromicina (TOKI et al., 2006). Apos trés dias a Agrobacterium foi
coletada do meio AB com o auxilio de uma alga de platina e diluida em meio AAM até DOgp
de 0,1 e os calos de arroz foram acondicionados no meio AAM por trés minutos. Apds a
incubacdo por trés minutos, o excesso de Agrobacterium foi drenado com papel de filtro
autoclavado e acondicionados em meio N6D-As (Figura 11D) contendo Acetoseringona 19,2
mg L para induzir os genes de viruléncia e inserir a constru¢io contida no vetor IRS154
dentro do genoma da planta. O protocolo de TOKI et al. (2006) estabelece que o co-cultivo
(Agrobacterium com os calos de arroz) permaneca no escuro por trés dias com temperatura de
28 °C. No entanto, a temperatura de 28 °C € a temperatura O6tima de crescimento da
Agrobacterium e o risco de contaminar os calos com excesso de bactéria é alto. Desse modo,
para evitar contaminacdo foi usada temperatura de 25 °C que permitiu menor crescimento da
Agrobacterium e calos sem contaminagd@o no final do periodo de co-cultivo.

Ap6s o periodo de co-cultivo, os calos foram desinfestados da Agrobacterium, sendo
que qualquer aparecimento de Agrobacterium nas etapas posteriores seria contaminacdo e
levaria a perda dos calos. Primeiramente os calos foram lavados com cinco vezes com dgua
destilada autoclavada para remocdo do excesso de Agrobacterium e depois mais cinco
lavagens com solugio de 200 mg L' do antibiGtico Timentim. O Timentim néo é téxico para
os calos mas elimina Agrobacterium dos calos. O protocolo de TOKI et al. (2006) usa
carbenecilina 500 mg L' para eliminar Agrobacterium dos calos, no entanto, em diversos
trabalhos foi relatado que o uso de Timentim seria mais adequado para eliminar
Agrobacterium durante o processo de transformacdo (CHENG et al., 1998; MAMIDALA e
NANNA, 2009).
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Os calos de arroz foram entdo acondicionados em meio de selecio N6DH contendo
Higromicina para selecionar os calos que tivessem a construcao inserida (Figura 12A). A dose
de Higromicina para selecdo dos calos transformados foi de 50 mg L™ (TOKI et al., 2008;
HIEI ¢ KOMARI, 2008) por duas semanas, no entanto, foi observado que os calos
transferidos para o meio contendo 50 mg L™ demoravam a desenvolver (Figura 12A). Para
diminuir o efeito do Higromicina no desenvolvimento dos calos, foi usado a dose de 25 mg L~
! de Higromicina ('/, dose) na primeira semana e depois 50 mg L' de Higromicina na
segunda semana. Isso permitiu melhor desenvolvimento dos calos e a selecio dos calos
transformados foi mais eficiente.

Figura 12. Etapas de selecdo dos calos e regeneracdo de plantas de arroz provenientes dos
calos transformados com as constru¢cdes de amiRNA para OsA2 (OsA2mil e
OsA2mi2) e OsA7 (OsA7mi2 e OsA7mi3). (A) calos em meio de selecio com 50
mg L' de Higromicina; (B) inicio do aparecimento de “pontos-verdes” em meio de
regeneracao de parte aérea e (C) planta desenvolvida no meio de regeneragao.

Os calos resistentes foram transferidos para meio de regeneracdo de parte aérea através
do balanco hormonal promovido pela concentracdo de 2 mg L' de Kinetim e 0,05 mg L™
acido naftilacético, fornecendo citocinina e auxina sintética, respectivamente (TOKI et al.,
2006). O meio de regeneragdao usado foi meio MS de acordo com HIEI e KOMARI et al.
(2008). O 2,4-D foi removido do meio nessa etapa. Apds duas semanas no meio de
regeneracao de parte aérea, comegaram a surgir pontos verdes em alguns calos indicando que
o processo de regeneracdo da planta tinha iniciado (Figura 12B). Para assegurar que a
concentracdo hormonal fosse mantida constante, os calos foram transferidos para novo meio a
cada semana nessa etapa.

Apds quatro semanas no meio de regeneracdo de parte aérea, as plantas regeneradas
foram transferidas para tubos contendo meio de regeneracdo de raiz com 50 mg L' de
Higromicina. Nesse meio nao foi adicionado nenhum regulador de crescimento. Na Figura
13A € apresentada a regeneracdo das plantas em diferentes estdgios de desenvolvimento,
desde a transferéncia da parte aérea até a formacgdo da planta completa duas semanas apds a
transferéncia para o meio de regeneracdo. Os protocolos de TOKI et al. (2006) e HIEI e
KOMARI (2008) ndo usam Higromicina 50 mg L' durante as etapas de regeneragio,
portanto, manter o antibidtico pode representar aumento do custo para producdo da planta
mutante mas diminui a possibilidade de ocorrer a regeneracao de plantas ndo transformadas.
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Figura 13. Etapas finais da transformacdo de arroz da variedade Nipponbare com as
construcdes de amiRNA para OsA2 (OsA2mil e OsA2mi2) e OsA7 (OsA7mi2 e
OsA7mi3). Tubos contendo meio de regeneracdo de raiz em diferentes estigios de
desenvolvimento (A) e plantas apds a regeneragdo de raizes plantadas em vasos de
terra para produgdo de sementes de arroz transformado (B).

Apés a regeneracdo completa, as plantas regeneradas foram transferidas para vasos
contendo 8 Kg de terra para produgdo de sementes (Figura 13B). Apds aproximadamente trés
meses de cultivo, as plantas transformadas apresentaram boa producdo de graos. Depois de
avaliado os niveis de silenciamento dos genes alvos (OsA2 e OsA7) foram multiplicadas as
linhagens com maior nivel de silenciamento.

4.5.3. Confirmacao das plantas transformadas

Para confirmar que as plantas mutantes contém a constru¢do de interesse, dois testes
foram realizados: teste com a folha bandeira em solu¢cdo com Higromicina (LIN et al., 2009) e
por PCR usando primers para amplificar o gene hpt (hygromycin phosphotransferase) que
confere resisténcia ao antibidtico Higromicina.

Para testar a resisténcia a Higromicina, foram cortadas trés pedacos da folha bandeira
de aproximadamente 2 cm cada e colocadas em placas de petri com 50 mg L' de Higromicina
e 1 mg L' de BAP (6-benzil amino purina). A funcdo do BAP é impedir que as folhas
entrassem de senencéncia apds o corte, o que inviabilizaria o método. Além das plantas
transformadas, também foi usada plantas ndo transformadas da variedade Nipponbare (WT)
como controle do teste. As placas permaneceram em cimara de crescimento com fotoperiodo
de 14 horas de luz e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna). Sete dias apds o inicio do teste,
as folhas foram fotografadas para verificar o estrado de necrose.

Na Figura 14, logo apds os pedacos da folha bandeira serem colocadas na solucao (dia
zero), nenhuma das folhas apresenta necrose. Sete dias apds o inicio do teste, foi verificado
que as plantas transformadas ainda estavam verdes, enquanto a planta WT (ndo transformada)

56



apresentou forte necrose. A Figura 14 indica visualmente que as plantas obtidas ao final do
processo tiveram a construgdo inserida com o gene hpt que confere resisténcia a higromicina,
enquanto a planta nao transformada (WT) apresentou necrose, validando o teste.

O teste de PCR feito usando DNA das plantas transformadas mostrou a inser¢do do
gene hpt, de acordo com gel mostrado na Figura 15. A excecdo foi a linhagem 3 da construcao
OsA2 micro 1 (OsA2mil#L3), que ndo apresentou a banda no gel correspondente a
amplificacdo do gene hpt. No entanto, o teste usando a folha bandeira de OsA2mil#L3 nao
apresentou sinal de necrose indicando que a constru¢do foi inserida mas nao foi detectada na
reacdo de PCR.

Vale ressaltar que também foi feita analise de PCR usando o DNA extraido de plantas

ndo transformadas (WT) como controle negativo da rea¢do. A rea¢do de PCR na planta WT
ndo apresentou a banda correspondente ao gene htp (Figura 15), validando o teste por PCR. O
sucesso para obter grande nimero de linhagens transformadas com a constru¢do sem falsos
positivos pode ser devido ao fato de que foi usado Higromicina durante toda a etapa de
regeneracdo de parte aérea e raiz. Desse modo, se algum calo nao transformado passasse pela
etapa de sele¢do, morreria nas etapas seguintes porque nao resistiria a regeneracdao da planta
sem conter a construcdo e consequentemente o gene de resisténcia a higromicina (hpt).
Com as linhagens de arroz transformadas confirmadas, foi possivel analisar por PCR em
tempo real as linhagens com menor nivel de expressdo dos genes OsA2 e OsA7 e multiplicar
em casa de vegetacdo para obtencdo de sementes € montagem de experimentos para avaliar os
efeitos do silenciamento dos genes OsA2 e OsA7 na nutri¢do nitrica em plantas de arroz e
desenvolvimento vegetal.

Durante o processo de transformacdo podem ser obtidas linhagens com caracteristicas
que ndo sdo provenientes da construcao inserida, mas por causa de outros efeitos do processo
de transformagdo na planta. Um dos mecanismos que podem gerar plantas mal formadas no
processo de transformacdo € a migracdo de transposons que geram plantas com problemas de
crescimento (MIYAO et al., 2003). Desse modo, foi feita uma avaliacdo fenotipica das
linhagens produzidas no processo de transformagdo no final do ciclo. Como parametro para
crescimento e produgdo, as linhagens foram comparadas com plantas ndo transformadas
(WT).

Entre as linhagens obtidas pelo processo de transformacio de arroz, houve linhagens
com porte baixo, paniculas albinas e que ndo produziram sementes (Tabela 8). Esse fendmeno
¢ causado pelas alteragcdes no genoma que podem ocorrer durante o processo de
transformagao (variacdo somaclonal) provocado principalmente pela acdo de elementos
moveis do genoma como transposons e retrotransposons (TOKI et al., 2006).

As linhagens que ndo produziram sementes ocorreram com todas as construgdes,
principalmente nas ultimas linhagens produzidas durante a regeneracdo de parte aérea e raiz.
Cada planta regenerada de um calo isolado representa uma linhagem, sendo a primeira
chamada de “Linhagem 17 (L1) e assim sucessivamente. As tultimas linhagens obtidas foram
cultivadas em casa de vegetacao durante o final do verdo, onde os dias comecam a encurtar e
favorecem a esterilidade do arroz do tipo japOnica. As primeiras linhagens foram cultivadas
durante o inicio do verao com dias longos e favoreceram a producao de sementes.
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' Inicio do teste (dia zero)

WT (Nio transformada)  IRS1541L#1 IRSIS#LT 3 OsAmil#L2_ 3 OsAlmil#L3 4

OsAImiZ#L5_1 OsAImi2#L2 3 OsATmi2#L2_10  OsATmil#L4 6  OsATmil#L7 8

OsATmi34L1 ‘

L Fim do teste (dia sete)

— e -

WT (Nio transformada) TRS1S4L#1 IRSISHI2 3 0sAImil#l2 3 Ogaamizers 4

OsATmi34L1
OsATmizeLls  OsATmi2#L13

OsA2mi2#l2 3 OsA2milels

OsATmi2#L2_10  OsATmi2#L11_15 OsATmil#L7 8 OsATmi2#1L4 6 wWT

Figura 14. Teste de resisténcia da folha bandeira de algumas linhagens mutantes e nao

transformadas (WT) ao antibidtico higromicina no momento em que foram
colocadas na placa de Petri (dia zero) na solucio contendo 50 mg L' de
higromicina e 1 mg L' de BAP (6-benzil amino purina) e sete dias apds a aplicagcdo
da solucdo de Higromicina.
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Figura 15. Gel de agarose contendo a reacdo de PCR para amplificar o gene hpt
(Hygromycin phosphotransferase) de algumas linhagens transformadas e da planta
ndo transformada (WT). Controle negativo ocorreu sem a adicio de DNA. Gel
corado com Gel-Red (Uniscience) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

SOUZA (2014) verificou que plantas de arroz da variedade Nipponbare cultivadas
durante o inverno ndo produzem sementes, enquanto as plantas cultivadas durante o verdo
apresentaram alta producdo. No entanto, a maioria das linhagens obtidas apresentou
crescimento e produ¢do de sementes favordvel e foram multiplicadas em casa de vegetacdo
para obtencdo de sementes necessdrias a realizacdo dos experimentos para avaliar os efeitos
do silenciamento das isoformas de PM H*-ATPase no crescimento e absor¢io de NOj3'.

4.5.4. Avaliacao da expressao génica dos genes OsA2 e OsA7 nas linhagens de arroz
mutantes

Para avaliar o efeito da insercdo do amiRNA na expressdo das isoformas de OsA2 e
OsA7, a expressdo desses genes foram avaliados por PCR em tempo real. Foram usadas
amostras da folha 2 das plantas mutantes no estigio de enchimento de grios, visto que OsA2 e
OsA7 sdo as isoformas de PM H'-ATPase mais expressas em arroz, com altos niveis de
expressdo tanto na raiz como na parte aérea (ARANGO et al., 2003; SPERANDIO et al.,
2011).
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Tabela 8. Caracteristicas fenotipicas das linhagens de arroz produzidas pelo processo de
transformacdo para silenciar as isoformas de PM H'-ATPase OsA2 (OsA2 mil e

OsA2 mi2 ) e OsA7 mi2 e OsA7 mi3).

Plantas mutantes com vetor vazio

Caracteristicas de crescimento e producio *

(IRS)

L1,L2,L3,L4,L5 Crescimento normal e enchimento dos graos
L6 Porte baixo (and)

L7,L8 Nio produziram sementes

Plantas mutantes com OsA2 mil Caracteristicas de crescimento e producio *
L2,L3,L4,L5 Crescimento normal e enchimento dos graos
L1 Porte baixo (and)

L7 Nao produziu sementes

Plantas mutantes com OsA2 mi2 Caracteristicas de crescimento e producio *
L1,L5 Porte baixo (ana)

L2,1L3,L4,L6,L7,L8, L9
L10,L11

Crescimento normal e enchimento dos graos
Nao produziram sementes

Plantas mutantes OsA7 mi2

Caracteristicas de crescimento e producio *

L1,L2,1L3,14,L5,L6,L7,L8, L9,
L11,L13,L15,L16

L10

L12,L14

L15,L16

Crescimento normal e enchimento dos graos

Porte baixo (ani)
Folhas e paniculas albinas
Nio produziram sementes

Plantas mutantes OsA7 mi3

Caracteristicas de crescimento e producio *

L1,L2,L3,L5,L6, L7, L8
L4,19
L10

Crescimento normal e enchimento dos grios
Porte baixo (ani)
Paniculas albinas

L11 Nio produziram sementes

* Comparagao com plantas ndo transformadas (WT)

Foram usadas as linhagens que apresentaram crescimento normal para a andlise de
expressdo génica (Tabela 8). Entre as linhagens mutantes obtidas para silenciar OsA2, mil
gerou pequena reducao na expressdao de OsA2 enquanto mi2 gerou silenciamento mais efetivo
de OsA2 (Figura 16). Como controle foi analisada a expressao de OsA7 nos mutantes
OsA2mil e OsA2mi2, por ser da mesma familia génica e verificar se o silenciamento nas
plantas de arroz mutantes foi especifico. Como obervado por WARTHMANN et al. (2008), o
silenciamento génico foi eficiente, ndo afetando a expressdo de OsA7 nas linhagens dos
mutantes OsA2mil e OsA2mi2. A expressdao na planta WT foi igual a planta IRS,
confirmando que as linhagens transformadas com o vetor vazio (sem amiRNA) ndo afetaram
a expressao do gene alvo. Quando WATHMANN et al. (2008) desenvolveram o sistema de
amiRNA para arroz, para cada gene testando o silenciamento foram feitos dois amiRNA e
somente um gerou silenciamento do gene alvo. A transformacdo de arroz com dois amiRNA
diferentes para OsA2 mostraram diferentes niveis de silenciamento, o que pode ser decorrente
de diferentes eficiéncias de processamento pela DCL1 ou acoplamento na AGOI1 no
complexo RISC (LI et al., 2014).

Nos mutantes para silenciar OsA7 somente OsA7mi3 mostrou reducdo da expressao,
enquanto OsA7mi2 ndo apresentou reducdo da expressdo em nenhuma linhagem obtida
(Figura 17). A expressdo de OsA2 nao foi alterada nos mutantes OsA7mi2 e OsA7mi3. Os
resultados de expressdao obtidos mostram que o amiRNA para silenciar OsA7 ndo alterou a
expressao de OsA2.
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Figura 16. Expressdo dos genes OsA2 e OsA7 nos mutantes OsA2mil e OsA2mi2. Como
controle, foram usadas trés linhagens de arroz da variedade Nipponbare
transformadas com o vetor IRS154 vazio (sem amiRNA).
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Figura 17 Expressdao dos genes OsA2 e OsA7 nos mutantes OsA7mi2 e OsA7mi3. Como
controle, foram usadas trés linhagens de arroz da variedade Nipponbare
transformadas com o vetor IRS154 vazio (sem amiRNA).

Juntando a expressao das linhagens de cada constru¢do, podemos saber qual amiRNA
foi o mais efetivo no silenciamento. A Figura 18 mostra a eficiéncia de silenciamento de cada
constru¢do e se houve silenciamento inespecifico nos mutantes. Os mutantes OsA2mi2 e
OsA7mi3 apresentaram silenciamento altamente especifico, ndo afetando a expressdo da outra
isoforma de PM H'-ATPase analisada.

Os resultados indicam que somente um amiRNA funcionou de maneira satisfatoria,
com silenciamento de pelo menos 70% do gene alvo. Desse modo, foi usado somente o mi2
para a isoforma OsA2 e o mi3 para a isoforma OsA7 (Figura 18).0s amiRNAs usados nesse
estudo foram obtidos por bioinformética usando a plataforma WMD3 (Web microRNA
Designer), onde diversos amiRNAs sdo desenhados para silenciar um gene especifico.

O sistema de silenciamento via amiRNA usando a plataforma WMD foi usado em
outros estudos em arroz. SHEN et al. (2012) usaram o sistema de amiRNA para silenciar o
gene OsBADH?2 em arroz e obteve aproximadamente 80% de silenciamento do gene alvo,
enquanto a outra isoforma OsBADH1 nao sofreu alteracdo, mostrando a alta especificidade do
silenciamento via amiRNA.
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Figura 18 Média da expressdo nos mutantes OsA2mil, OsA2mi2, OsA7mi2 e OsA7mi3.
Plantas transformadas com o vetor vazio IRS154 foram usadas como controle

(valor 1). * indica diferenca entre as linhagens osa2 ou osa7 em comparagdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

OsA7

4.3.5. Avaliacao do crescimento das plantas mutantes silenciando os genes OsA2 e OsA7
em casa de vegetacao

Ap6s a verificagdo do silenciamento dos amiRNAs nas isoformas de PM H*-ATPases
OsA2 e OsA7, foi feita a avaliacdo do crescimento, produ¢do de massa e sementes nos
mutantes para verificar se houve efeito na morfologia da planta. O experimento foi conduzido
em casa de vegetacdo durante os meses de outubro de 2013 e fevereiro de 2014. Somente
foram avaliadas as linhagens mutantes osa2 e osa7 que apresentaram silenciamento do gene
alvo.

N3ao houve diferenca na produ¢do de massa fresca da parte aérea e producio dos graos
entre a planta nao transformada (WT) e a planta transformada com o vetor vazio (IRS) sem a
inser¢ao do amiRNA (Figura 19). Essa caracteristica ¢ desejada e mostra que as plantas
transformadas com o vetor vazio podem ser usadas como controle experimental, pois
passaram pelo processo de transformacao. O vetor de expressdo IRS154 permite que seja feito
um processo de transformagdo exclusivo para o vetor vazio que € utilizado posteriormente
durante os experimentos para avaliar os efeitos da constru¢do inserida no genoma da planta.
As plantas mutantes transformadas com o amiRNA para silenciar OsA2 e OsA7 apresentaram
reducdo de massa fresca e massa de graos quando comparada com plantas nao transformadas
e plantas transformadas com o vetor IRS154 vazio (Figura 19). O silenciamento das PM H'-
ATPases pode prejudicar o desenvolvimento vegetal por se essencial em diversos eventos
fisiolégicos. A atividade da PM H™-ATPase € essencial para o desenvolvimento da planta por
permitir o fluxo de nutrientes, agticares ¢ hormonios (FUGLSANG et al., 2011). A PM H'-
ATPase também estd associada ao carregamento de aguicares no floema e sua redistribuicao na
planta (BAKER et al., 2012). As isoformas de PM H*-ATPase OsA2 e OsA7 silenciadas nesse
estudo podem ter afetado o fluxo interno de solutos e diminuido o crescimento da planta. A
menor atividade da PM H*-ATPase em Arabidopsis causa menor crescimento de raiz e parte
aérea por causa do menor transporte de acticar na planta (LI et al., 2005), enquanto a maior
atividade da PM H'-ATPase induz maior crescimento vegetativo (PAEZ-VALENCIA et al.,
2013). Vale ressaltar que a alteracdo da atividade da PM H'-ATPase nos estudos de LI et al.
(2005) e PAEZ-VALENCIA et al. (2013) foi feita pela manipulacdo da H'-PPase vacuolar,
nio ocorrendo a manipulacdo genética direta da PM H'-ATPase.
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Figura 19. Avaliacdio do crescimento e producdo das plantas obtidas no processo de
transformagcdo em casa de vegetacdo em plantas ndo transformadas (WT),
transformadas com vetor IRS vazio e linhagens silenciando os genes OsA2 e OsA7.
(A) producdo de massa fresca da parte aérea e (B) produgdo de graos. * indica que
houve diferenca entre as plantas nao transformadas (WT) e os mutantes (P<0,05).

De acordo com a teoria do crescimento dcido, a PM H'-ATPase também estd
envolvida no crescimento celular por atuar na acidificagao do apoplasto e ativar expansinas,
uma das enzimas responsdveis pelo alongamento celular (GAXIOLA et al., 2007). Desse
modo, as plantas mutantes osa2 e osa’7 obtidas no presente estudo podem ter afetado o
crescimento vegetativo por afetar algum processo celular que requer a atividade da PM H'-
ATPase. A atividade da PM H'-ATPase afeta o enchimento de grios de arroz (ARANGO et
al., 2003), podendo o silenciamento da isoforma OsA2 e OsA7 ter afetado o enchimento dos
grios de arroz. Plantas superexpressando a V-H'-PPase apresentam maior atividade da PM
H'-ATPase e apresentam maior produ¢io de massa fresca e grios (LI et al., 2005; GAXIOLA
et al., 2012; LI et al., 2014). CHEN et al. (2012) mostraram que a PM H*-ATPase é essencial
para o desenvolvimento da parte reprodutiva em tabaco. Apesar de ser dificil especular os
processos que podem ter causado menor crescimento e producdo de graos nos mutantes osa2
e osa7, pode-se concluir que as isoformas OsA2 e OsA7 sdo importantes para o
desenvolvimento vegetal.

Em arroz existem 10 isoformas de PM H™-ATPase (BAXTER et al., 2003) e seis sdo
expressas na parte aérea (SPERANDIO et al., 2011), no entanto, o silenciamento de uma
unica isoforma em cada mutante afeta significativamente o crescimento e producdo do arroz.
BAXTER et al. (2003) sugeriram que poderia ocorrer redundancia funcional e o decréscimo
da expressdo de uma isoforma de PM H'-ATPase pode ser compensada por outra isoforma.
Os resultados desse trabalho mostram que as isoformas OsA2 e OsA7 desempenham papel
fundamental para o arroz obter seu maximo potencial produtivo. Vale ressaltar que ndo houve
mudanca no ciclo produtivo ou crescimento entre as plantas transformadas e ndo
transformadas.

As linhagens das plantas mutantes osa’7 apresentaram menor altura (Figura 20),
mostrando que a redug@o de crescimento nos mutantes osa7 também afeta a altura das plantas.
ARANGO et al. (2003) sugeriram que as subfamilias de PM H'-ATPase I e II sdo as mais
expressas e importantes para o desenvolvimento vegetal, sendo OsA2 e OsA7 das subfamilias
I e II, respectivamente. O decréscimo de crescimento e produg¢do nos mutantes silenciando as
isoformas OsA2 e OsA7 confirmam a hipétese de ARANGO et al. (2003), mostrando que
determinadas isoformas de PM H'-ATPase possuem forte influéncia no desenvolvimento

63



vegetal. A menor producdo de graos nos mutantes pode estar relacionado com a importancia
da PM H'-ATPase para o desenvolvimento do grio de pélem (ROBERTSON et al., 2004).
AKTER et al. (2014) trataram sementes de arroz com o agente mutagénico N-metil-N-
nitroureia em busca de mutantes com reduzida producdo de sementes em arroz. Esses autores
isolaram um mutante com a mutacdo de uma base na isoforma de PM H*-ATPAse OsA7. Os
resultados de menor altura e menor producdo nos mutantes osa7 também foram encontrados
por AKTER et al. (2014). Curiosamente, o silenciamento de OsA2 nao afetou a altura das
plantas, mas afetou a producdo e massa fresca. Os resultados encontrados com os mutantes
osa2 e osa7, bem como o trabalho de AKTER et al. (2014) mostram a importancia da PM
H*"-ATPase na fase reprodutiva d arroz, com forte influéncia sobre a produgio de grios.
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Figura 20. Altura das plantas obtidas no processo de transformacdo em casa de vegetacdo em
plantas ndo transformadas (WT), transformadas com vetor IRS vazio e linhagens
silenciando os genes OsA2 e OsA7 ao final do ciclo. * indica que houve diferenca
entre as plantas ndo transformadas (WT) e os mutantes silenciando os genes OsA2 e
OsA7 (P<0,05).

4.5.6 Efeitos do silenciamento das isoformas OsA2 e OsA7 no influxo de NO3 e
crescimento vegetativo em diferentes doses de N-NO3’

a) Acimulo de massa fresca e influxo de NO3  nas linhagens mutantes silenciando as
isoformas OsA2 e OsA7

As PM H'-ATPases desempenham papel fundamental na absor¢do e fluxo interno de
nutrientes, assim como acucares e hormonios (SONDERGAARD et al., 2004). Apesar do
papel fundamental da PM H*-ATPase na absorc¢do de nutrientes e crescimento celular, ainda
nio foi feito trabalho relacionando as isoformas de PM H'-ATPase nos processos celulares
em arroz. A primeira avaliacdo feita nos mutantes osa2 e osa7 foi avaliar seu desempenho
quando cultivadas com diferentes doses de NOs'.

Todas as linhagens osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) apresentaram menor massa fresca
de parte aérea e raiz quando comparadas com as plantas transformadas com vetor vazio (IRS)
(Tabela 9). As plantas cultivadas sem N durante trés dias e com 0,2 mM de N-NOs™ constante
durante todo o periodo experimental (30 dias) apresentaram menor relagdo raiz/parte aérea,
enquanto as plantas cultivadas com 2,0 mM de N-NOjs constante ndo apresentaram redugdo
da relacdo raiz/parte aérea (Tabela 9).

Os resultados mostram que a isoforma de PM H'-ATPase OsA7 possui papel
fundamental no crescimento da planta e aparentemente ndo houve compensacdo de outra
isoforma de PM H'-ATPase nos mutantes osa’7. Outro fato curioso foi a reducdo do
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crescimento da raiz em relagdo a parte aérea nas plantas cultivadas sem N durante trés dias e
com 0,2 mM de N-NOj5™ constante.

Tabela 9. Massa fresca (MF) de parte aérea (PA) e raiz, assim como relacio raiz/parte aérea
(R/PA) das linhagens mutantes silenciando OsA7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3)
cultivadas durante trés dias sem N (deficiéncia), 0,2 mM de N-NOjs constate por 30
dias, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ ap6s trés dias de deficiéncia e 2,0 mM
de N-NO;  constante durante 30 dias. Como controle foram usadas plantas
transformadas com o vetor vazio (IRS) sem a inser¢ao de qualquer amiRNA.

Sem N (deficiéncia)

MF PA MF raiz Razao R/PA
IRS 6,06 3,23 0,54
osa7.l 3,02 * 1,30 * 0,43 *
osa7.2 3,69 * 1,65 * 0,45 *
osa7.3 4,94 * 2,27 * 0,46 *

0,2 mM N-NOj constante

MF PA MF raiz Razao R/PA
IRS 2,72 1,59 0,58
osa7.l 2,41 * 1,18 * 0,49 *
osa7.2 2,49 * 1,26 * 0,51 *
osa7.3 2,67 * 1,40 * 0,52 *

0,2 mM N-NOj  ressuprimento

MF PA MF raiz Razao R/PA
IRS 5,33 2,86 0,54
osa7.l 3,53 % 1,61 * 0,46 *
osa7.2 3,16 * 1,78 * 0,56
osa7.3 3,54 * 1,98 * 0,56

2,0 mM N-NOj™ constante

MF PA MF Raiz Razdo R/PA
IRS 6,69 2,56 0,38
osa7.l 4,84 * 1,66 * 0,34
osa7.2 4,04 * 1,70 * 0,42
osa7.3 4,30 * 1,84 * 0,43

* representa diferencga significativa entre as linhagens do mutante osa7 em relagdo a planta controle IRS pelo
teste F (P<0,05).

Plantas em deficiéncia de N ou cultivadas com baixa dose de N tendem a aumentar a
produ¢io de raiz para aumentar a absor¢do de N, assim como maior atividade da PM H'-
ATPase nas raizes (SOUZA e FERNANDES, 2006; SANTOS et al., 2009; DUBY e
BOUTRY 2009; SPERANDIO et al., 2011).

O aumento da producdo de raizes nas plantas cultivadas sem N e com 0,2 mM de N-
NOj™ constante é evidenciado pela maior relacio R/PA na planta controle (IRS) de 0,54 e
0,58, respectivamente, enquanto as plantas cultivadas com 2,0 mM de N-NOjs constante
apresentam relacdo R/PA de 0,38 (Tabela 9). O crescimento da raiz em condicdes limitantes
de N € uma resposta ao stress nutricional e, as linhagens mutantes osa7 apresentaram menor
resposta quando submetidas a baixas doses de N. Os resultados corroboram com HARUTA e
SUSSMAN (2012), que estudaram mutantes de Arabidopsis sem a isoforma de PM H*-
ATPase AHAI e AHA2, verificando que as plantas mutantes apresentam menor adaptacdo a
condic¢des de estresse nutricional.

As linhagens do mutante osa2 ndo apresentaram diferenca na massa fresca de raiz e
parte aérea comparado com as plantas controle (IRS), com excecdo da linhagem osa2.2 no
tratamento com 0,2 mM de N-NOs constante e 0,2 mM de N-NOs™ ressuprimento, além da
linhagem osa2.4 no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ (Tabela 10). Também nao foi
verificada alteracdo na relacdo R/PA das plantas mutantes, seguindo o mesmo padrdo da

65



planta controle. Os resultados nos mutantes osa2 comparados aos obtidos com os mutantes
osa7 sugerem que a isoforma OsA2 possui menor participacdo no crescimento vegetal. A
relacdo R/PA nos mutantes osa2 semelhante a planta controle nos tratamentos sem N e 0,2
mM de N-NO; mostra que a isoforma OsA2 possui papel limitado na adaptagdo do
crescimento do sistema radicular a situagdes de estresse por N.

A delecdo da isoforma de arroz OsAS8 também afetou o crescimento da raiz e parte
aérea (CHANG et al., 2009). Os resultados de massa fresca de raiz e parte aérea nos mutantes
osa2 e osa7 mostram a diversidade de func¢des das isoformas de PM H'-ATPase no
crescimento das plantas arroz.

A partir da deplecdo do NOs3™ da solucdo nutritiva foi calculado o influxo desse
nutriente nas plantas mutantes osa2, osa7 e IRS (Figura 21). O influxo de NO3™ foi menor nas
linhagens mutantes osa2 e osa7 no tratamento com 0,2 mM de N-NOs  constante quando
comparado com as plantas controle (IRS), enquanto nos tratamentos com 0,2 mM de N-NOj3
ressuprimento e 2,0 mM de N-NOs™ constante ndo houve alteragdo do influxo de N-NOs™. A
menor absorcdo de N-NO;™ somente nos mutantes osa2 e osa7 cultivadas com baixa dose de
N-NOj3’ corrobora com os resultados encontrados no Capiitulo I comparando as variedades de
arroz IAC-47 e Piaui (Tabela 4).

Tabela 10. Massa fresca (MF) de parte aérea (PA) e raiz, assim como relagdo raiz/parte aérea
(R/PA) das linhagens mutantes silenciando OsA2 (osa2.2, osa2.2 e osa2.4)
cultivadas durante trés dias sem N (deficiéncia), 0,2 mM de N-NOjs constate por 30
dias, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ ap6s trés dias de deficiéncia e 2,0 mM
de N-NO;  constante durante 30 dias. Como controle foram usadas plantas
transformadas com o vetor vazio (IRS) sem a inser¢ao de qualquer amiRNA.

Sem N

MF PA MF raiz Razdo R/PA
IRS 5,84 3,13 0,54
0sa2.2 5,37 2,71 0,50
osa2.3 5,79 2,95 0,51
osa2.4 6,23 2,90 0,47

0,2 mM N-NOj; constante

MF PA MF raiz Razao R/PA
IRS 2,72 1,78 0,66
o0sa2.2 2,33 * 1,48 * 0,63
osa2.3 2,61 1,58 0,61
osal.4 2,76 1,67 0,60

0,2 mM N-NOj  ressuprimento

MF PA MF raiz Razao R/PA
IRS 7,17 3,56 0,50
0sa2.2 5,38 * 2,61 * 0,49
0sa2.3 6,29 3,11 0,50
osa2.4 5,52 % 2,52 * 0,46

2,0 mM N-NOj™ constante

MF PA MF Raiz Razdo R/PA
IRS 7,94 3,35 0,43
0sa2.2 6,12 2,49 0,41
0sa2.3 6,28 2,41 0,40
osa2.4 7,79 2,89 0,37

* representa diferenca significativa entre as linhagens do mutante osa2 em relagdo a planta
controle IRS pelo teste F (P<0,05).

A absor¢ao de nutrientes depende do gradiente quimicoentre o citossol e o apoplasto,
assim como o gradiente de potencial eletroquimico (Ap) (SOUZA e FERNANDES, 2006).
Quanto menor a concentragdo do NOj3 na solugdo externa, maior serd o potencial de
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eletroquimico para que ocorra o influxo do ion na célula.Para aumentar o potencial de
membrana é necessdrio maior atividade da PM H*-ATPase (GAXIOLA et al., 2007).
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Figura 21. Influxo de N-NOs™ pelas raizes de arroz das linhagens mutantes osa7 (osa7.l,
osa’.2 e osa7.3), osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle) cultivadas com
0,2 mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3™ e 2,0 mM de
N-NO;  constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 ou osa7 em
comparacdo com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

Nao foi avaliado o potencial de membrana nesse estudo, mas o silenciamento das
isoformas de PM H*-ATPase que sdo induzidas pelo fornecimento de NO3 (OsA2 e OsA7)
pode ter causado menor potencial de membrana e diminuido a absor¢dao de NOs™ nas plantas
cultivadas com 0,2 mM de N-NOj constate. Nas plantas cultivadas em alta dose de N-NO3™ (2
mM) ndo foi observado diferenca no influxo de NOs, provavelmente porque a maior
concentracdo externa do fon diminui a dependéncia da for¢a préton motriz para a absor¢ao.

A menor adaptacdo das plantas de Arabidopsis mutantes sem a isoforma de PM H*-
ATPase AHA2 a condicdes de estresse por alto pH ou alta concentracdo externa de K*
encontrado no estudo de HARUTA e SUSSMAN (2012), também foi encontrado no presente
estudo, onde uma maior acio da PM H'-ATPase é necessdrio para suportar um estresse
nutricional como baixa disponibilidade de NOs'. Esse fato € evidenciado pela menor absor¢ao
somente nas plantas com 0,2 mM de N-NOj™ constante.
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As plantas mutantes osa2 e osa7 que sofreram ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs
ndo apresentaram diferencas no influxo de N-NOj', provavelmente porque as plantas foram
cultivadas por 27 dias com alta dose de N-NOs™ (2 mM) e o periodo de deficiéncia de trés dias
nao afetou de forma significativa o status de N.

b) Atividade das bombas de H'(PM H'-ATPase, V-H*-ATPase e H'-PPase)

A introdugio do amiRNa para silenciar as isoformas de PM H"-ATPase OsA2 e OsA7
foi eficiente para diminuir o ndmero de transcritos dos genes correspondentes. Desse modo,
foi avaliado a atividade da PM H*-ATPase, assim como as bombas vacuolares V-H*-ATPase
e V-H"-PPase. A atividade das PM H'-ATPase € apresentada na Figura 22.
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Figura 22. Atividade da PM H'-ATPase em raizes de arroz das linhagens mutantes osa7
(osa7.1, osa7.2 e osa7.3), osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle)
cultivadas sem N por trés dias, 0,2 mM de N-NOs™ constante, ressuprimento com
0,2 mM de N-NOs™ e 2,0 mM de N-NOs™ constante. * indica diferenca entre as
linhagens osa2 ou osa7 em comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F
(P<0,05). A atividade foi relativizada em relacdo a planta controle IRS em cada
tratamento.

As linhagens mutantes osa2 € osa7 apresentaram menor atividade da PM H'-ATPase
em todos os tratamentos usados, quando comparados com as plantas controle (IRS) (Figura
22). Desse modo, fica evidente que OsA2 e OsA7 sdo isoformas que contribuem de forma
significativa para a atividade da PM H'-ATPases totais. Curiosamente, o silenciamento da
isoforma OsA8 teve efeito contrdrio com aumento da atividade da PM H'-ATPase por causa
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da maior expressao das isoformas OsAl e OsA2 nas raizes de arroz (CHANG et al., 2009). No
entanto, a andlise da atividade da PM H'-ATPase (Figura 22) mostra que as isoformas OsA2 e
OsA7 sdo essenciais para as plantas, pois ndo ocorre compensacdo de atividade das outras
isoformas de PM H*-ATPase. A menor absor¢do de NO; no tratamento com 0,2 mM de N-
NOs" (baixa dose) pode ter sido resultado da menor atividade da PM H'-ATPase (Figura 21).
Conforme explicado anteriormente, a menor atividade da PM H'-ATPase afeta de maneira
significativa a absorcao de NO3™ em baixas concentragdes.

Apesar da menor atividade da PM H'-ATPase em ambos os mutantes, somente 0s
mutantes osa’/ apresentam menor crescimento. Os resultados obtidos com massa fresca nos
mutantes osa2 e osa7 sugerem participagio diferenciada das isoformas de PM H'-ATPase no
crescimento e adaptacdo ao estresse nutricional. OsA2 e OsA7 podem ser as isoformas de PM
H'-ATPase mais expressas em raiz e parte aérea de arroz (SPERANDIO et al., 2011) e mais
provaveis de alterar o crescimento vegetativo. Vale ressaltar que nas plantas cultivadas até o
final do ciclo ocorreu redu¢do da massa fresca nas plantas mutantes osa2 e osa7 (Figura 19),
sugerindo que OsA2 pode ter participacdo maior no decorrer do ciclo do arroz ou estar
associada a remobilizacdo de acucares e aminodcidos na etapa reprodutiva.

Os mutantes de PM H*-ATPase obtidas nesse trabalho mostram claramente que as
isoformas de PM H'-ATPase estudadas desempenham fungdes distintas. Vale ressaltar que as
plantas transformadas nao tiveram alterados seu ciclo de crescimento e produ¢do, mostrando
que uma Unica isoforma apesar de afetar o crescimento da planta nao afeta o ciclo. HARUTA
e SUSSMAN (2012) também verificaram que o silenciamento de uma tnica isoforma de PM
H"-ATPase em Arabidopsis ndo alterava o ciclo de produ¢do, enquanto o mutante duplo
(ahal-aha?) foi letal para o crescimento.

A alteracio da atividade da PM H'-ATPase pode resultar em alteracdo da
estequiometria entre hidrélise de ATP e transporte de H'. A diminuicdo no contetido de ATP
pode resultar em maior taxa de acoplamento, ou seja, mais H" bombeado por ATP
hidrolisado. No entanto, como a taxa de acoplamento H'/ATPase pode mudar, a atividade da
PM H'-ATPase baseado na hidrélise de ATP é mais adequado para estudar o decréscimo do
niimero de sitios ativos da PM H'-ATPase.

Também foram analisadas as bombas de H" vacuolares para verificar se ocorre relacio
entre a atividade da PM H'-ATPase com a V-H"ATPase ¢ V-H'-PPase. ZANDONADI et al.
(2010) verificaram que ocorre sincronismo entre a atividade a PM H'-ATPase e V-H'-
ATPase em resposta a aplicacdo de promotores de crescimento como o dcido hdmico e
auxina. Ndo houve alteracdo da atividade da V-H'-ATPase nas plantas mutantes osa2 e osa7
nos tratamentos usados (Figura 23).

A V-H"-ATPase é a protefna mais abundante no vactiolo, correspondente a 6,5-35%
da proteina total do vaciolo (BRUX et al., 2008). V-H'-ATPase usa energia da hidrélise do
ATP para bombear H" para dentro do vactolo e permitir a dinAmica de solutos (WANG et al.,
2000). A V-H"-ATPase é crucial para a coordenacdo entre bombeamento de H", transporte
para o vactiolo e os sinais de transporte que coordenam a atividade da V-H*-ATPase e as
proteinas de transporte (XIN et al., 2003). No entanto, ndo houve alteracdo da atividade da V-
H'-ATPase nos mutantes osa2 e osa7 com menor atividade da PM H*-ATPase (Figura 23). A
menor absor¢do de NO3™ nas linhagens mutantes de osa2 e osa7 no tratamento com 0,2 mM
de N-NOs™ constante nio alterou a atividade da V-H"-ATPase. A atividade da V-H"-ATPase é
essencial para o acimulo de NO3™ no vactolo (KREBS et al., 2010), no entanto, a alteracdo da
atividade da PM H'-ATPase e/ou menor absor¢do de NOs™ nio teve influéncia na atividade da
V-H'-ATPase.
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Figura 23. Atividade da V-H'-ATPase em raizes de arroz das linhagens mutantes osa7
(osa7.1, osa7.2 e osa7.3), osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle)
cultivadas sem N por trés dias, 0,2 mM de N-NOs™ constante, ressuprimento com
0,2 mM de N-NOs™ e 2,0 mM de N-NOs™ constante. * indica diferenga entre as
linhagens osa2 ou osa7 em comparagdao com a planta controle (IRS) pelo teste F
(P<0,05). A atividade foi relativizada em relacdo a planta controle IRS em cada
tratamento.

A V-H'-PPase usa a energia da hidrélise do PPi para o bombeamento de H* do
citossol para o vactiolo, sendo uma proteina abundante no tonoplasto correspondendo 1-10%
(BAO et al., 2006). Também ¢ sugerido que a H'-PPase pode estar na membrana plasmética e
atuar de forma reversivel (Pi + Pi & PPi) (FACANHA e DE MEIS, 1998). A H'-PPase
possui papel importante no crescimento celular, sendo que a superexpressdo da isoforma de
V-H"-PPase AVP1 causa maior crescimento vegetativo e maior tolerancia a diversos tipos de
estresses abidticos como salinidade e falta de nutrientes (ZHANG et al., 2012).

A atividade da H'-PPase foi menor nas linhagens dos mutantes osa7 em comparacio
ao controle (IRS), enquanto as linhagens dos mutantes osa2 nao apresentaram diferencas
significativas em relac¢do ao controle IRS (Figura 24).

Curiosamente, os mutantes osa’/ apresentaram menor massa fresca (Tabela 9),
enquanto os mutantes osa2 nao apresentaram menor acimulo de massa fresca em relagdao ao
controle (Tabela 10). O menor crescimento nos mutantes osa7 pode ser resultado da menor
atividade da H'-PPase. LI et al. (2005) superexpressaram e silenciaram a isoforma AVPI (H'-
PPase) e verificaram que existe correlagdo entre crescimento e atividade da H'-PPase. Esses
autores ainda verificaram que existe correlacdo entre a atividade da V-H*-PPase e da PM H'-
ATPase.
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Figura 24. Atividade da V-H'-PPase em raizes de arroz das linhagens mutantes osa7 (osa7.1,
osa’.2 e osa7.3), osa2 (0osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle) cultivadas sem N
por trés dias, 0,2 mM de N-NOs constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj3
e 2,0 mM de N-NOs constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 ou osa7
em comparagdo com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05). A atividade foi
relativizada em relacdo a planta controle IRS em cada tratamento.

Um modelo formulado por GAXIOLA et al. (2012) relacionando a superexpressao da
H"-PPase com a atividade da PM H'-ATPase e maior crescimento vegetativo envolve o
carregamento do floema e transporte de acticares na planta. A maior expressio da H'-PPase
aumenta a abundancia dessa enzima na plasmalema das células companheiras do floema, que
operam no sentido contrdrio (Pi + Pi = PPi) com entrada de H' no citossol. Desse modo, o
PPi que € usado como co-fator de enzimas da glicélise (ex.: frutose-6-P) aumenta a taxa de
formacdo de ATP que consequentemente aumenta a atividade da PM H*-ATPase. A maior
atividade da PM H'-ATPase aumenta o carregamento do floema porque a sacarose é
carregada em simporte com dois H" pelo transportador de sacarose (GAXIOLA et al., 2012).

Outra possibilidade para a menor atividade da V-H'-PPase no mutante osa7 pode ter
sido provocado pelo menor crescimento vegetativo. As reacoes de biosintese na planta (DNA,
RNA, proteina, etc) gera PPi como subproduto, podendo o menor crescimento dos mutantes
osa7 ter gerado menor producio de PPi que diminuiu a atividade da V-H'-PPase. Tecidos
meristemdticos em pleno crescimento possuem alta producio de PPi, aumentando a atividade
da V-H'-PPase nesses tecidos (SANTOS et al., 2009). Provavelmente a isoforma de PM H*-
ATPase OsA7 pode estar diretamente envolvida no crescimente vegetativo de acordo com a
teoria do crescimento 4cido.
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¢) Anilise de expressdo génica das isoformas de PM H*-ATPase (OsA) e transportadores
de NO3’ de alta afinidade (OsNRT2) nas plantas de arroz mutantes osa7 e osa2

Apesar de OsA2 e OsA7 serem as isoformas de PM H*-ATPase mais expressas em
raizes de arroz (SPERANDIO et al., 2011), é preciso verificar sehouve alteracdo de expressao
de outras isoformas de PM H'-ATPase para uma possivel compensacdo decorrente do
silenciamento de OsA2 ou OsA7. A expressdo das isoformas de PM H'-ATPase nos mutantes
osa7 é apresentada na Figura 25. O silenciamento da isoforma OsA7 ocorreu de maneira
especifica, nio ocorrendo aumento de expressio de outra isoforma de PM H'-ATPase (Figura
25). Como esperado, ndo foi detectada expressiao dos genes OsA4, OsA6, OsA9 e OsA10 pois
sdo pouco expressos em raizes de arroz (ARANGO et al., 2003; SPERANDIO et al., 2011).
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Figura 25. Expressio das isoformas de PM H'-ATPase (OsA) em raizes de arroz das
linhagens mutantes osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem
N, com 0,2 mM de N-NOj;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0
mM de N-NOs constante. Como amostra referéncia foi usada a planta IRS sem N
(valor 1). Os valores de expressao de cada gene foi relativizado usando os genes
constitutivos OsAct, OsUBQ5 e OsEFI-o. * indica diferenca entre as linhagens
osa7 em comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

Algumas linhagens apresentaram menor expressao de outras isoformas de OsA em
relacdo ao controle IRS, como nas plantas cultivadas sem N. OsA5 teve menor expressao na
linhagem osa7.2 e OsA8 nas linhagens osa7.2 e osa7.3 (Figura 25). No entanto, nos outros
tratamentos ndo houve alteracdo da expressdo de OsA5 e OsA7. Por outro lado, OsA7 foi
silenciada nas trés linhagens osa’7 em todos os tratamentos, mostrando que as diferencas no
acimulo de massa fresca e absorcdo de NOj3 foi provocado pelo silenciamento do gene OsA7.
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Um possivel problema para o estudo do efeito do silenciamento da isoforma OsA7 no
crescimento e absor¢do de NOs™ seria a compensagdo de expressao de outra isoforma de PM
H'-ATPase. CHANG et al. (2009) verificaram que em plantas de arroz silenciando a isoforma
de PM H'-ATPase OsAS8, ocorria maior expressio das isoformas OsAl, OsA2 e OsA3,
levando ao aumento da atividade da PM H'-ATPase. Em Arabidopsis, o silenciamento das
isoformas AHAI ou AHA2 ndo provocou compensagdo de expressao de outra isoforma de PM
H*-ATPase (HARUTA et al., 2010). Os resultados obtidos silenciando OsA7 estdo de acordo
com HARUTA et al. (2010), possivelmente porque do mesmo modo que AHAT e AHA2 sdo
as mais expressas em Arabidopsis, OsA7 é altamente expressa em arroz enquanto OsAS
possui baixa expressdao (SPERANDIO, 2011).

Do mesmo modo que os mutantes osa7, o amiRNA inserido nos mutantes osa2 foi
especifico para a isoforma OsA2 (Figura 26). Alguns genes niao alvo do amiRNA
apresentaram menor expressao nas linhagens mutantes, como OsA/ na linhagem osa2.4 nas
plantas cultivadas sem N em compara¢do com o controle IRS. O silenciamento de OsA2
ocorreu em todos os tratamentos usados e ndo houve compensacdo de expressdo de outra
isoforma.
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Figura 26. Expressio das isoformas de PM H'-ATPase (OsA) em raizes de arroz das
linhagens mutantes osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem
N, com 0,2 mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0
mM de N-NOs constante. Como amostra referéncia foi usada a planta IRS sem N
(valor 1). Os valores de expressao de cada gene foi relativizado usando os genes
constitutivos OsAct, OsUBQ5 e OsEFI-o. * indica diferenca entre as linhagens
osa2 em comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Apesar de ndo ter ocorrido regulacdo transcricional nos mutantes osa2 e osa7, a
regulacdo pds-traducional pode ocorrer. Mudanga na fosforilagio do residuo de Thr na
extremidade C-terminal da PM H*-ATPase é um forte alvo de regulacio da atividade da PM
H*-ATPase (GAXIOLA et al., 2007; FULGSANG et al., 2011; GAXIOLA et al., 2012). Em
tabaco, somente 44% da isofoma PMA4 esta ativa na forma fosforilada e PMA4 32%
(BOBIK et al., 2010). Isso significa que pode ocorrer ativagdo da PM H'-ATPase sem ocorrer
aumento de expressdo de qualquer isoforma de PM H'-ATPase. HARUTA et al. (2010)
verificaram que com o silenciamento de AHA! ou AHA2 em Arabidopsis ocorria uma
pequena compensacdo da fosforilacdo da PM H*-ATPase, no entanto ndo foi suficiente para
compensar o bombeamento de H', j4 que os mutantes ahal e aha2 apresentaram menor
bombeamento de H*. E provdvel que tenha ocorrido aumento da fosforilagio da PM H'-
ATPase para compensar a menor expressdao de OsA2 ou OsA7, no entanto, ndo foi suficiente
para compensar o silenciamento efetuado, visto que a atividade da PM H*-ATPase foi menor
nos mutantes osa’ e osa2 (Figura 22). O silenciamento da isoforma PMA4 de tabaco também
diminuiu a atividade da PM H"-ATPase (ZHAO et al., 2000).

Deve ser ressaltado que cada isoforma de PM H™-ATPase sofre regulagio
diferenciada, visto que a regido C-terminal (regido regulatéria) possui 36% de semelhanca
entre as diferentes isoformas de PM H'-ATPases, enquanto a regido central possui 73% de
semelhanga entre as diferentes isoformas (BAXTER et al., 2003). Apesar da dificuldade para
estudar a fosforilacdo de cada isoforma, a atividade da PM H"-ATPase é o método mais
rapido e pratico para estudar as bombas de H'.

Apesar do silenciamento de uma tnica isoforma de PM H'-ATPase afetar a atividade
da enzima, a superexpressio da isoforma PMA4 em tabaco ndo afetou a atividade da PM H'-
ATPase e o crescimento das plantas de tabaco (GEVAUDANT et al., 2007). Esses autores
concluem que apesar da superexpressdo de PMA4, ndo ocorre a ativacdo da PM H*-ATPase
pela fosforilacdo, como comprovado pelo superexpressdao da PMA4 sem a regido C-terminal,
onde a enzima permaneceu ativa. Por outro lado, a superexpressio de OsA8 em arroz
aumentou a colonizacdo micorrizica e absorcdo de P pela planta, por causa da dependéncia de
OsAS8 para energizar o transporte de P da micorriza para a planta pelo espaco periasbuscular
(WANG et al., 2014). Apesar da isoforma OsA8 possuir baixa expressao em relagdo as outras
isoformas, essa isoforma esta ligada a absorcao de P pelas raizes.

Os resultados de atividade da PM H'-ATPAse (Figura 22) juntamente com oS
resultados de expressdo génica das isoformas de PM H'-ATPase indicam claramente a
importancia das isoformas OsA2 e OsA7 para a atividade da PM H*-ATPase. O silenciamento
via amiRNA da isoforma de PM H'-ATPase MtHAI de M. truncatula permitiu KRAJINSKI
et al. (2014) concluir que MtHAI é uma isoforma de PM H*-ATPase ativa em M. truncatula.
Do mesmo modo, o silenciamento especifico de OsA2 ou OsA7 afetou a atividade da PM H'-
ATPase (Figura 22), indicando que OsA2 e OsA7 de fato possuem atividade catalitica em
raizes de arroz e sdo importantes na formacao da for¢ca préton motriz.

Plantas de Arabidopsis com menor for¢a préton motriz por causa do silenciamento de
AHAI ou AHA?2 apresentaram crescimento reduzido em condicdes que afetam o gradiente de
H*, como alto pH (8,0) ou alta concentracdo de KCI (100 mM) (HARUTA et al., 2010). Os
mutantes osa2 e osa7 apresentaram menor absor¢do de NOj3 em baixa dose NO; (0,2 mM
constante) (Figura 21) que necessita de maior forca préton motriz para a absor¢cao (SOUZA e
FERNANDES, 2006). Apesar de ambas as isoformas afetarem a absorcdo de NOs™ em baixa
dose, OsA2 e OsA7 nao possuem fungdes totalmente redundadantes, visto que OsA7 afetou o
crescimento (Tabela 9).

Os resultados de expressao permitem também verificar o padrdao de expressdo das
isoformas de PM H'-ATPase em plantas cultivadas com 0,2 mM de N-NOj3™ constante, ja que
SPERANDIO et al. (2011) cultivaram plantas sem N, ressuprimento com 2,0 mM de N-NOs'e
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constante com 2,0 mM de N-NOj'. Quando plantas de arroz sdo cultivadas constantemente
com 0,2 mM de N-NOs’, somente OsA2 apresentou indugdo da expressdo. A indugdo de OsA2
no tratamento com 0,2 mM de N-NOj3™ ndo foi capaz de compensar o silenciamento de OsA7
na atividade da PM H*-ATPase (Figura 22).

A andlise das isoformas de PM H'-ATPase no banco de dados “NCBI Unigene”
mostra que os genes OsA sdo diferencialmente expressos na planta de arroz (Tabela 11). OsA2
e OsA7 sao expressos em toda a planta (flor, folha, panicula, raiz, semente e colmo), sendo
que OsA7 é a isoforma de PM H"-ATPase mais expressa em arroz. A alta expressdo de OsA2
e OsA7 na parte reprodutiva de arroz (flor, panicula e semente) pode explicar em parte porque
o silenciamento de OsA2 e OsA7 afetou a producdo de sementes nos mutantes osa2 e osa7
(Figura 19). De acordo com a contagem de transcritos do banco de dados “NCBI Unigene”
OsA7 é a isoforma de PM H'-ATPase mais expressa (Tabela 11), afetando o crescimento de
raiz e parte aérea no experimento de casa de vegetacdo e fitotron (Figura 19, Tabela 9, Tabela
10). As isoformas OsA4, OsA6, OsA9 e OsAIO que ndo foram detectadas na andlise de
expressdo por PCR em tempo real, apresentaram contagem zero nas raizes no “NCBI
Unigene”. Curiosamente, OsA4, OsA6, OsA9 e OsAIO sdao expressos somente na parte
reprodutiva de arroz (panicula e flor), mostrando a importncia da PM H'-ATPase na fase
reprodutiva com expressao de isoformas especificas.

Tabela 11. Representacdo do perfil de EST (Expressed Sequence Tag) das isoformas PM H'-
ATPase (OsA) de acordo com o banco de dados “NCBI Unigene” para arroz
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi?TAXID = 4530).

Total Calos Flor Folha Panicula Raiz Semente  Colmo
OsAl 736 24 565 0 0 0 123 24
OsA2 3423 370 1272 28 44 148 1049 512
OsA3 243 37 59 28 36 29 30 24
OsA4 199 0 148 0 51 0 0 0
OsAS5 6 6 0 0 0 0 0 0
OsA6 74 0 52 0 22 0 0 0
OsA7 12377 1308 1547 905 1174 2321 3640 1482
OsA8 35 12 7 0 0 0 0 16
0sA9 59 0 37 0 22 0 0 0
OsAl0 125 0 52 0 73 0 0 0
Total 17277 1757 3739 961 1422 2498 4842 2058

Os principais transportadores de NO3™ expressos em arroz sdao OsNRT2.1 e OsNRT2.2
(ARAKI e HASEGAWA, 2006; FENG et al., 2011), assim como a proteina OsNAR?2.1
responsavel pela atividade dos transportadores de NO3 OsNRT2.1 e OsNRT2.2 (YAN et al.,
2011). Os transportadores de NO3; OsNRT2.1 e OsNRT2.2 sao de alta afinidade e sdo
induzidos pela presenca de NO3™ e reprimidos por feedback pelos produtos da assimila¢do de
N (KRAPP et al., 2014). Desse modo, para analisar o efeito do silenciamento de OsA2 e OsA7
na expressdo dos transportadores de NOs', foi analisado a expressao dos genes OsNRT2.1,
OsNRT2.2 e OsNAR2.1 nas linhagens mutantes osa2 e osa7.

A Figura 27 mostra a expressdo dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 no
mutante osa’/. Nos tratamento sem N e 0,2 mM de N-NOs constante, a expressdo de
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 foi similar nas linhagens mutantes osa7 e no controle IRS,
excecdo para OsNRT2.l na linhagem osa7.3 no tratamento sem N que apresentou maior
expressao que o controle IRS e na linhagem osa7.1 no tratamento com 0,2 mM de N-NOs5™. O
tratamento com ressuprimento com 0,2 mM de N-NO3™ ndo apresentou diferenca de expressao
entre os transportadores de NOs™ analisados e com 2,0 mM de N-NOs™ constante as trés
linhagens osa7 apresentaram menor expressao de OsNRT2.1 e OsNAR2.1.
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Figura 27. Expressao dos transportadores de NOs™ de alta afinidade (OsNRT2.1 e OsNRT2.2)
e proteina OsNAR2.I em raizes de arroz das linhagens mutantes osa’ (osa7.l,
osa’7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOj
constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0 mM de N-NOs™ constante.
Como amostra referéncia foi usada a planta IRS sem N (valor 1). Os valores de
expressdo de cada gene foi relativizado usando os genes constitutivos OsAct,
OsUBQ5 e OsEFI-o. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparagdao
com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

O principal objetivo de analisar a expressao dos principais transportadores de NO3™ em
arroz ¢ avaliar se as diferengas de absor¢ao no mutante osa7 em relagdo a planta controle IRS
possuem relacdo com os transportadores de NO;3™. Todas as linhagens osa7 cultivadas com 0,2
mM de N-NOj  constante apresentaram redug¢do da absor¢dao de NOj3, no entanto, como
somente osa’.l apresentou menor expressdao de OsNRT2.1 e OsNRT2.2 a menor absorcdo de
NOj™ nos mutantes osa7 nao estd relacionado com a expressao dos transportadores de NO;'.
Deve-se ressaltar que ocorreu indugdo de 30, 20 e 10 vezes na planta controle IRS para
OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR?2.1, respectivamente (Figura 27).

No ressprimento com 0,2 mM de N-NOj™ ocorreu a indugdo dos transportadores de
NOjs’, sendo de 160, 60 e 20 vezes para OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR?2.] respectivamente
(Figura 27). O ressuprimento com baixa dose de NOs possui alto efeito indutor da expressao
dos transportadores de NO;3 da familia NRT2, no entanto, em poucas horas ocorre forte
inibicdo da expressdo por feedback negativo da assimilacdo do NOs™ e/ou ciclo circadiano da
planta (ARAKI e HASEGAWA, 2006; SPERANDIO, 2011; BUCHER et al., 2014). Em
Arabidopsis, apesar da forte indu¢do do gene NRT2.1 ocorre forte controle pds-transcricional,
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visto que o aumento de expressao de NRT2.1 nao corresponde ao aumento do transportador
NRT2.1 na membrana plasmética (LAUGIER et al., 2012). Ainda ndo foi verificado se ocorre
forte regulacdo pés-transcricional do gene OsNRT2.1 em arroz, no entanto € provavel que o
controle pds-transcricional ocorra por causa da falta de correlacdo entre expressdo de
OsNRT?2.1 e absor¢ao de NO; (KATAYAMA et al., 2009).

No tratamento com 2,0 mM de N-NOj constante, a expressio de OsNRT2.2 e
OsNAR2.1 foi reduzida nos mutantes osa/. A andlise das fragdes soliveis posteriormente
podera informar as diferencas de expressao entre a expressao dos transportadores de NO3™ nas
plantas controle IRS e mutantes osa’7. Os mutantes osa2 apresentaram o mesmo padrao de
expressao dos transportadores de NO3  quando comparada com as plantas controle IRS, com
excecdo das linhagens osa2.4 no tratamento sem N e 0,2 mM de N-NOs™ constante (Figura
28). A linhagem osa2.2 apresentou maior expressdo dos genes OsNRT2.1 e OsNAR2.1 em
comparacao com as plantas controle IRS no tratamento 2,0 mM de N-NOs™ constante.
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Figura 28. Expressio dos transportadores de NOs™ de alta afinidade (OsNRT2.1 e OsNRT2.2)
e proteina OsNAR2.1 em raizes de arroz das linhagens mutantes osa7
(0sa2.20sa2.3e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NO3’
constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0 mM de N-NOs™ constante.
Como amostra referéncia foi usada a planta IRS sem N (valor 1). Os valores de
expressdo de cada gene foi relativizado usando os genes constitutivos OsAct,
OsUBQ5 e OsEFI-o. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparagdao
com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

Comparando a expressao dos genes OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 nas plantas IRS
com ressuprimento ou dose constante de 0,2 mM de N-NOj', ocorreu a maior inducdo dos
genes no ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs', no entanto o maior influxo de N-NOs™ foi
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observado no tratamento com 0,2 mM de N-NO; constante (Figura 21). Isso € um forte
indicio que o controle pds-traducional esteja ocorrendo nos genes responsdveis pela absor¢ao
de NO;3™ em arroz, do mesmo modo que LAUGIER et al. (2012) observaram em Arabidopsis.

A superexpressdo da V-H'-PPase em trigo aumentou o contetdo total de N na parte
aérea, no entanto, nao houve alteracao da expressao dos transportadores de N (LI et al., 2014).
Esses autores atribuem o aumento de N na planta por causa do aumento da massa de raiz. A
superexpressdo da V-H*-PPase é conhecida por aumentar a massa da planta com aumento da
atividade da PM H*-ATPase (LI et al., 2005). Os resultados obtidos com os mutantes de arroz
osa7 e osa2 estdo de acordo com a literatura, onde a alteracdo da atividade da PM H*-ATPase
ndo afeta a expressdao dos transportadores de N. Desse modo, a diminui¢do da absorcdo de
NOj™ nos mutantes osa2 e osa7 cultivados com 0,2 mM de N-NOj;™ constante (Figura 21) foi
decorrente da menor atividade da PM H*-ATPase (Figura 22) provocado pelo silenciamento
especifico de OsA7 (Figura 25) e OsA2 (Figura 26).

d) Analise das fracdes nitrogenadas (N-NO;, N-NH;" e N-amino livre) e aciicares
soliiveis nas plantas de arroz mutantes osa’ e osa2

O conteido de N-NOs™ foi alterado nas plantas mutantes osa7 (Figura 29). Com
excecdo do tratamento sem N, as plantas cultivadas com 0,2 mM de N-NO;3 (constante e
ressuprimento) e 2,0 mM de N-NOs constante apresentaram menores teores de N-NOj3™ nas
raizes. O menor conteido de N-NOs nas linhagens mutantes comparado com a planta
controle (IRS) foi influenciando pelo menor crescimento vegetativo provocado pelo
silenciamento da isoforma OsA7 (Tabela 9). Nas raizes das plantas cultivadas com 0,2 mM de
N-NOs constante, a concentracdo de N-NOj™ foi menor nas linhagens mutantes osa7 (Figura
anexo 2).

Os mutantes silenciando o gene OsA2 ndo apresentaram menor crescimento da raiz e
parte aérea (Tabela 10) e poderdao fornecer melhores resultados da alteracdo da absorcdo de
NOj3" em baixa dose (0,2 mM de N-NOj3™ constante) no actimulo de N-NOj™ nos tecidos. Ao
contrario dos mutantes osa7, os mutantes osa2 nao apresentaram reduc¢do do conteido de N-
NOj™ nas linhagens cultivadas com 2,0 mM de N-NOjs (Figura 30). As linhagens osa2
cultivadas com 0,2 mM de N-NOs constante mostraram reducao do conteido de N-NO;™ nas
raizes e folhas. As diferencas nos teores de N-NO3; no mutante osa2 estdo relacionadas com
as diferencas de absorcdo de NO;™ provocadas pelo silenciamento da isoforma de PM H'-
ATPase OsA2, enquanto nos mutantes silenciando a isoforma OsA7 a reducdo dos teores de
NOj™ também € afetado pelo crescimento das linhagens. A concentracdo de N-NOs™ no tecido
dos mutantes osa2 em relag@o ao controle IRS € similar ao conteudo de N-NO;™ (Figura anexo
3).

Plantas mais eficientes apresentam maior actimulo de NOs;” (SOUZA e FERNANDES,
2006). BUCHER et al. (2014) verificaram que plantas de arroz com maior eficiéncia de
absor¢do de NOj  apresentam maior teor de NOs, correlacionando positivamente com 0
sistema de absorcao de NOs™ de alta afinidade (OsNRT2.1 e OsNRT2.2). O menor actimulo de
NOj3™ nos mutantes osa2 e osa7 no tratamento com 0,2 mM de N-NOj" foi causado pela menor
atividade da PM H*-ATPase, visto que nio houve diferenca de expressio dos transportadores
de alta afinidade nas raizes.
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Figura 29. Conteido de N-NOs nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens mutantes

osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de
N-NOs™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs3™ e 2,0 mM de N-NOj5
constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparagdo com a planta
controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura 30. Contetido de N-NO;™ nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens mutantes
osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de
N-NOs™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs™ e 2,0 mM de N-NOj5
constante. * indica diferencga entre as linhagens osa7 em comparacdo com a planta
controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

A bainha é um 6rgdo com alto acimulo de NO3', sendo uma importante reserva de N
para periodos de deficiéncia de N (SOUZA e FERNANDES, 2006). Mesmo com suprimento
de 2,0 mM de N-NOj™ (alta dose de N), as bainhas do mutante osa7 apresentaram menor
contetido de NO;3™ (Figura 25). Possivelmente a isoforma de PM H'-ATPase OsA7 estd
envolvida no crescimento da raiz e consequentemente afetou o acimulo de NOj;™. Nas folhas o
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teor de N-NO3  também foi menor nos tratamentos com 0,2 mM de N-NOj3  (constante e
ressuprimento), enquanto com 2,0 mM de N-NO;™ somente osa7.3 apresentou menor teor de
NOj™ acumulado. Trés dias sem N causaram forte reducdo dos teores de N-NO;™ em todas as
partes da planta (Figura 29 e Figura 30). A bainha possui baixa atividade metabdlica (SOUZA
e FERNANDES, 2006), sendo o NO3™ armazenado remobilizado para a parte aérea e raiz para
permitir o crescimento na falta de N.

Os teores de NO; nas plantas mutantes e a absor¢do de NO; assemelham ao
silenciamento de algum transportador de alta afinidade. Por exemplo, o silenciamento da
proteina NAR2.1 afeta a absor¢ao de NO3; somente na faixa de alta afinidade (ORSEL et al.,
2006). O silenciamento de NRT2.1 e NRT2.2 afeta a absor¢do de NO3; somente na faixa de
alta afinidade (LI et al., 2007). Os mutantes osa2 e osa7 com menor atividade da PM H'-
ATPase afetaram a absor¢cdo de NO;s somente na faixa de alta afinidade (Figura 21),
destacando o papel que a PM H'-ATPase e as isoformas OsA2 e OsA7 representam para a
absor¢do de NO;™ em baixas concentracdes desse nutriente. A importancia da PM H*-ATPase
para a absorcdo de NOj € ainda mais destacada porque os transportadores de alta afinidade
ndo apresentaram mudaca de expressdo em baixa dose de NO3; quando comparado com o
controle IRS (Figura 27 e Figura 28).

A absorcdo de NO; altera o status de N, sendo o contetido de NO;, NH;" e
aminoacidos livres os melhores indicativos do status de N (LIU et al., 2009; XU et al., 2012;
NACRY et al., 2013). A inducdo da expressdo dos transportadores de alta afinidade pelo NOj5
¢ controlada negativamente principalmente pelos produtos da assimilacio de NOj,
principalmente NH," e aminoécidos livres (LIU et al., 2009).

Do mesmo modo que houve redugdo dos teores de N-NO3 nos mutantes osa7, ocorreu
reducdo do contetddo de N-NH,*, com excec¢do da folha nos tratamentos sem N e 0,2 mM de
N-NOjs constante (Figura 31). Os mutantes osa2 também apresentaram reduc¢do do contetido
de N-NH,", com exce¢do do tratamento com 2,0 mM de N-NOs constante (Figura 32). A
redugdo da absorcdo de NO3™ no tratamento com 0,2 mM de N-NO3™ nos mutantes osa2 pode
explicar em parte o menor conteido de N-NH,*, no entanto, as plantas sem N e com
ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs” também apresentaram reducio do contetido de NH,".

A concentracao de N-NH," nos mutantes osa”7 no tratamento com 0,2 mM de N-NO;3
constante ndo diferiu em relagdo as plantas controle IRS, enquanto no tratamento sem N e
ressuprimento apresentou menor concentracdo de N-NH," (Figura anexa 4). Nos mutantes
osa2, ocorreu reducdo da concentracio de N-NH;" nos tratamentos sem N e 0,2 mM de N-
NOjs’ constante (Figura anexa 5).

O conteido de N-amino livre nos mutantes osa7 foi menor em comparacdo com o
controle IRS (Figura 33), enquanto a concentra¢do de N-amino livre foi menor nas folhas das
plantas com 0,2 mM de N-NOj™ constante e 2,0 mM de N-NOs™ constante (Figura anexo 6).
Apesar do menor contetido e teor de N-NH," nos mutantes osa2 cultivados sem N, nio houve
diferenca no conteddo (Figura 34) e teor de N-amino livre (Figura anexa 6).

Apesar da menor absor¢do de NOj3™ nos mutantes cultivados com 0,2 mM de N-NOs
constante em comparacdo com as plantas controle IRS, os mutantes apresentaram menor
contedido de N-amino livre nas folhas enquanto nas raizes o teor de N-amino livre € igual
entre as linhagens e a planta controle IRS. A razdo raiz/parte aérea foi menor nas plantas
mutantes osa7 comparado a plantas IRS (Fig), ou seja, as raizes das plantas mutantes
cresceram proporcionalmente menos que a parte aérea quando comparado com as plantas IRS,
resultando em diminuic@o da capacidade de absor¢ao de nutrientes pelas plantas mutantes.
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Figura 31. Contetido de N-NH,4" nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens mutantes
osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de
N-NOs™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs3™ e 2,0 mM de N-NOj

constante. * indica diferenga entre as linhagens osa7 em comparagdo com a planta
controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura 32. Contetido de N-NH,4" nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens mutantes
osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de
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Figura 33. Contetido de N-amino livre nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa’ (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOj™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ e 2,0 mM de N-
NOs™ constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparacdo com a

planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura 34. Contetido de N-amino livre nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOj™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ e 2,0 mM de N-
NOs™ constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

As plantas cultivadas com 0,2 mM de N-NOj3 constante apresentam maior
relacdo raiz/parte aérea em comparagdo com as plantas cultivadas com 2,0 mM de N-NOj5
constante (Tabela 9 e Tabela 10). Plantas cultivadas com doses baixas de N apresentam maior
crescimento da raiz para explorar maior volume de solo, representando maior dreno de
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acucares e aminodcidos da parte aérea (SOUZA e FERNANDES, 2006). Possivelmente a
menor absorcdo de NO; nos mutantes osa2 e osa7 cultivados com 0,2 mM de N-NOj
constante afetou mais o teor de N-amino livre na parte aérea por causa do envio de
aminodcidos para a raiz. Os teores de N-amino livre nas raizes podem explicar em parte
porque nao houve diferenca na expressao dos transportadores de NOs™ de alta afinidade entre
os mutantes e as plantas controle IRS. Por outro lado, o alto teor de aminodcidos livres na
parte aérea pode regular a expressao dos transportadores de NO3™ na raiz a partir do envio de
mensageiros (aminodcidos, miRNAs, hormonios) da parte aérea pelo floema (LIU et al.,
2007).

Além do NO;3, NH;" e aminodcidos, existem outros fatores que influenciam na

expressao dos transportadores, como hormdnios e possivelmente microRNAs (RUFFEL et al.,
2008; NACRY et al., 2013). Os transportadores de NO3; de arroz respondem também ao
suprimento com glicose e sacarose (FENG et al., 2011). Os resultados obtidos no presente
trabalho indicam que o silenciamento das isoformas OsA2 e OsA7 ndo afetam a expressdo dos
transportadores de NO3', mesmo afetando a abor¢cao de NOj3” e crescimento.
Aparentemente, ocorreu a manuten¢do do conteido e concentracdo de N-amino livre nas
raizes das plantas mutantes osa2 e osa7 quando cultivadas com 0,2 mM de N-NOs;, em
comparacdo com a planta controle IRS. Em contraste, a concentragdo de N-NOj3™ nas raizes
dos mutantes osa2 e osa7 cultivadas com 0,2 mM de N-NOj constante ¢ menor quando
comparadas com a planta controle IRS. Possivelmente, estd ocorrendo o translocacdo de
aminodcidos livres pelo floema da parte aérea para a raiz para suprir a falta de aminoacidos e
permitir o crescimento radicular (SOUZA e FERNANDES, 2006).

No tratamento com 2,0 mM de N-NO; nao houve diferenga nos teores de NO; e N-
amino livre nas diferentes partes da planta, mostrando que provavelmente nao houve alteracdo
da translocacdo de N na planta. As diferencas de N-NOs", N-NH," e N-amino livre entre os
mutantes osa7 e a planta IRS foi primariamente causada pela diferenca de absor¢cao de NOj3
em baixa dose e o crescimente vegetativo.

A manipulacido da atividade da V-H'-PPase altera o fluxo de actcares na planta
(GAXIOLA et al., 2012). Para estudar se a PM H'-ATPase alterou o contetido de agtcares na
planta, foi avaliado o os agucares soluveis totais nas diferentes partes das plantas mutantes.
Nas linhagens mutantes osa7 ocorreu reducdo do conteido de agucares soluveis na raiz das
plantas cultivadas sem N e com ressuprimento de 0,2 mM de N-NO; (Figura 35). Nos
mutantes osa/ cultivadas com 0,2 mM de N-NOs; constante ndo ocorreu alteracdo do
conteido de agucares soliveis, assim como nas plantas cultivadas com 2,0 mM de N-NOs
constante. Nas plantas mutantes osa2, somente ocorreu reducdo do contetido de acucares
soliveis nas raizes das linhagens osa2.3 e osa2.4 no tratamento com 0,2 mM de N-NOj
constante (Figura 36).

Entre os diversos fatores que controlam a expressao dos transportadores de NO3™ de
alta afinidade, os acticares estdao envolvidos no controle da expressao do transportador NRT2.1
de Arabidopsis (GIRIM et al., 2007) e OsNRT2.1 e OsNRT2.2 em arroz (FENG et al., 2011).
O suprimento concomitante de NOj3 e agucares nas raizes em solucdo nutritiva eleva a
expressdo de LsNRT2.1 em alface (PAEZ-VALENCIA et al., 2011). No tratamento com
ressuprimento de 0,2 mM de N-NOs™ ndo houve alteracdo de expressdo dos genes OsNRT2.1,
OsNRT2.2 e OsNAR2.1 entre as plantas mutantes osa7 e controle (IRS), enquanto o contetido
de acucares soliveis foi menor nos mutantes osa7. Os resultados obtidos indicam que o
conteido de agucares soliveis nas plantas mutantes osa7 e osa2 provavelmente nao teve
efeito significativo na expressao dos transportadores de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1.
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Figura 35. Contetido de agucares soldveis nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa’ (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOj™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ e 2,0 mM de N-
NOs™ constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura 36. Contetido de agucares soliveis nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS (controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOj™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ e 2,0 mM de N-
NOs™ constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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4.5.7. Andlise do N-total e eficiéncia de absorcao de N nas plantas mutantes osa7 e osa2

Com as diferengas no actimulo de N-NO3™ e N-amino livre nos mutantes em relagdo a
planta controle IRS, foi avaliado o N-total para verificar a absorcdo total de N durante o
periodo de cultivo. O contetido de N-total nas plantas mutantes osa7 € apresentado na Figura
37.
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Figura 37. (A)Conteddo de N-total nas linhagens mutantes osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3)
IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOj™ constante, ressuprimento
com 0,2 mM de N-NO; e 2,0 mM de N-NO5™ constante. (B) Indice de Eficiéncia de
Absor¢do de N (EAN) entre a planta controle IRS e os mutantes osa7, calculado a
partir da relagdo entre o N-total das plantas cultivadas com 0,2 mM (baixa dose) e
2,0 mM de N-NOj; (alta dose). * indica diferenca entre as linhagens osa’7 em
comparacdo com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

Como observado nas andlises das fragdes nitrogenadas (N-NO;', N-NH4* e N-amino
livre), o conteido de N-total nos mutantes osa7 foi alterado em comparacdo com a planta
controle IRS principalmente por causa do menor crescimento dessas linhagens provocado
pelo silenciamento do gene OsA7 (Figura 37A). Com exceg¢do da linhagem osa7.1 que
apresentou conteido de N-total semelhante a planta IRS nos tratamentos com 0,2 e 2,0 mM de
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N-NOs’ constante, as demais linhagens apresentaram redugdo do teor de N-total. O teor de N-
total foi reduzido no tratamento com 0,2 mM de N-NOj  constante nas linhagens osa7.2 e
osa7.3 em comparacdo com as plantas IRS, enquanto as trés linhagens mutantes osa7’
apresentaram reducdo de N-total no ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;™ (Figura anexo 8).

Para calcular a eficiéncia de absorcao de N causada pelo silenciamento do gene OsA7,
foi usado o método de célculo apresentado por WANG et al. (2015). De acordo com esses
autores, para gerar o Indice de Eficiéncia de Absor¢io de N iEAN), deve-se realizar a razio
do contetido de N nas plantas cultivadas com baixa dose de N (0,2 mM de N-NOj™ constante)
e alta dose de N (2,0 mM de N-NOj constante). O uso do N-total € mais apropriado para o
calculo do iIEAN porque leva em consideragdo todo o N absorvido durante o cultivo da planta.
A eficiéncia de absor¢do de N pode ser definida pela capacidade da planta de absorver N em
baixas doses quando comparado com altas doses.

Nao foi observado diferencas no iEAN entre as plantas mutantes osa7 e IRS (Figura
37B), mesmo com menor influxo de NO3;™ no tratamento com 0,2 mM de N-NOj3  constante.
Esse resultado pode ter sido provocado pelo menor crescimento dos mutantes osa’7 em
comparagdo com IRS. O menor crescimento vegetal de osa7 em todos os tratamentos de N
usados gera menor demanda de N (GARNETT et al., 2013), como pode ser observado no
conteddo de N-total das plantas osa7 (Figura 37A).

O menor crescimento dos mutantes osa7 dificulta a interpretacdo dos resultados do
iEAN, no entanto, os mutantes osa2 ndo apresentaram mudacas no crescimento e podem
fornecer melhor panorama do acimulo de N-total e o iEAN. Em compara¢do com a planta
controle IRS, o conteido de N-total dos mutantes osa2 foi reduzido nas plantas sem N (0sa2.2
e 0sa2.3), com suprimento constante e ressuprimento de 0,2 mM de N-NOj3™ (Figura 38A).
Quando ¢ avaliado o teor de N-total nos mutantes osa2, verifica-se que somente no tratamento
com 0,2 mM de N-NOj constante ocorreu redugdo do teor de N-total (Figura anexo 9). Desse
modo, verifica-se que a quantidade total de N no mutante osa2 nao difere da planta controle
IRS, com excecdo do tratamento com 0,2 mM de N-NOs™ constante, mostrando que a menor
absor¢do de NO3; em baixa dose no mutante osa2 alterou o acimulo de N-total no mutante.

O célculo do IEAN mostra claramente a menor eficiéncia de absor¢do de N nos
mutantes osa2 (Figura 38B). Resultado semelhante também ¢é encontrado calculando o iEAN
com os teores de N-total (Figura anexo 9). A importancia da PM H*-ATPase na absor¢io em
baixa dose de NOs™ é corroborada pela expressao dos transportadores OsNRT2.1, OsNRT2.2 e
OsNAR2.1, que ndo apresentaram variacdo entre o controle IRS e os mutantes osa2. SHI et al.
(2010) verificaram que variedades de arroz mais eficientes na absor¢cao de NOj3 possuem
maior expressdo dos transportadores de N de alta afinidade. Os estudos comparando as
variedades de arroz IAC-47 (melhorada) e Piaui (tradicional) também mostram a maior
expressdo dos transportadores de NOs™ como fator chave para a efici€éncia de absor¢do de N
(SPERANDIO, 2011; BUCHER et al., 2014).

O padrio de acumulo de N-total nas plantas mutantes osa2 assemelha-se ao
encontrado em plantas de Arabidopsis mutantes sem o transportador de alta afinidade NRT2.1
(ORSEL et al., 2004). Plantas de Arabidopsis sem o gene NRT2.1 apresentam reducdo do
conteddo de N-total somente quando cultivadas com baixa dose de NOs™ (0,2 mM) comparado
com plantas tipo-selvagem, enquanto ndo € observado variagdo do N-total nas plantas
cultivadas com alta dose de NO; (6 mM) (ORSEL et al.,, 2004). Esses autores ainda
verificaram menor absor¢cdo de NOs™ nos mutantes somente quando cultivado com baixa dose
de NOs. O contetido de N-total nas plantas de arroz mutantes com menor atividade da PM
H"-ATPase mostra a importancia dessa enzima para a absor¢do de NO3™ no sistema de alta
afinidade.
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Figura 38. (A)Conteddo de N-total nas linhagens mutantes osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4)
IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOj™ constante, ressuprimento
com 0,2 mM de N-NOj3 e 2,0 mM de N-NOj3™ constante. (B) Indice de Eficiéncia de
Absor¢do de N (1IEAN) entre a planta controle IRS e os mutantes osa7, calculado a
partir da relacdo entre o N-total das plantas cultivadas com 0,2 mM (baixa dose) e
2,0 mM de N-NOj (alta dose). * indica diferenca entre as linhagens osa2 em
comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).

O conceito usual da funcdo da PM H*-ATPase na absorcdo de nutrientes é manter o
gradiente de potencial eletroquimico durante o processo de absorcao (MILLER e CRAMER,
2004). Durante o processo de absor¢do de NOs, ocorre a despolarizagdo da membrana
plasmadtica (co-transporte de 2H'/NO;3) e a PM H'-ATPase reestabelece o potencial de
membrana com o bombeamento de H" do citossol para o apoplasto. Os resultados obtidos
com as plantas mutantes osa2 e osa7 sugerem que a funcdo da PM H"-ATPase vai além da
manutencdo do potencial eletroquimico durante a absor¢do de NO;, mas que também
favorece a absorcdo de NOs3™ em baixas doses desse nutriente por causa da for¢a préton-motriz
necessdria para a entrada do NOs'.
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A eficiéncia de absorcdo de N é um processo chave para a producdo em solos pobres
em nutrientes (KANT et al., 2011). A comparagdo entre a atividade da PM H'-ATPase em
baixa dose de NO;3™ entre IAC-47 e Piauf também indica a participagio da PM H'-ATPase na
eficiéncia de absor¢do de N (Tabela 4). Os resultados indicam a participagio da PM H'-
ATPase na eficiéncia de absor¢do de NOs', podendo ser um futuro alvo para aumentar a
eficiéncia de absorcdo de N. Plantas de alface superexpressando o gene da V-H'-PPase
(AVPI) possuem maior atividade da PM H'-ATPase e possuem maior eficiéncia de uso N
(PAEZ-VALENCIA et al., 2011; LI et al., 2014). Existem substancias naturais que aumentam
a atividade da PM H*-ATPase, como os acidos himicos. A aplicacdo de 4cido himico de
baixa peso molecular aumenta a expressio da PM H'-ATPase e a absor¢io de NOs em
plantas de milho (QUAGGIOTTT et al., 2003). Desse modo, formas de aumentar a atividade
da PM H'-ATPase e consequentemente a for¢a préton motriz pode contribuir de forma
significativa para o aumenta da eficiéncia de absorcao de N.

4.5.8. Expressao das isoformas de PM H'-ATPases em raiz e parte aérea

As diferengas no fenétipo de crescimento entre os mutantes osa2 e osa7 foi evidente
no actimulo de massa fresca, sendo que uma caracteristica marcante foi a menor relacdo R/PA
nos mutantes osa/, ou seja, menor crescimento da raiz em relacdo a parte aérea (Tabela 9).
Para verificar as diferencas no crescimento da raiz entre os mutantes osaZ2 e osa7, foi avaliado
a expressdo das isoformas de PM H'-ATPase nas raizes e parte aérea usando plantas da
variedade Nipponbare cultivadas com suprimento constate de 2,0 mM de N-NOs. As
isoformas OsA4, OsA6,0sA9 e OsAl0 nao foram expressas nas condi¢des do experimento
(Figura 27). As isoformas OsA6 e OsAlO pertencem a subfamilia IV e OsA9 pertence a
subfamilia III, que apresentam expressdo reduzida ou especifica em determinados estagios de
crescimento (BAXTER et al., 2003; SONDERGAARD et al., 2004). Por exemplo, em
Arabidopsis OsAI0 € expresso em paniculas de arroz durante o estdgio de florescimento
(BAXTER et al., 2003). ZHU et al. (2009) e CHANG et al. (2009) também nio verificaram a

expressao das isoformas OsA9 e OsA10 em arroz.
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Figura 39. Expressio das isoformas de PM H'-ATPase nas raizes e parte de arroz da
variedade Nipponbare crescidas com suprimento constante de 2,0 mM de N-NOs'. *
indica diferenca entre raiz e parte aérea pelo teste F (P<0,05)

As isoformas OsAl, OsA2 e OsA3 sao mais expressas na parte aérea, enquanto OsA7 é
mais expressa nas raizes (Figura 27). As diferencas de expressdo entre OsA2 e OsA7 na raiz e
parte aérea pode explicar em parte as diferencas no acimulo de massa fresca, principalmente
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na menor produgcdo de raiz nos mutantes osa’/ cultivadas sem N e 0,2 mM de N-NOs3
constante (Tabela 9). OsA7 é mais expressa nas raizes, fazendo que o silenciamento dessa
isoforma cause reduc¢do da raiz em cultivos com baixo N, condicio que induz maior
crescimento radicular (SANTOS et al, 2009). OsA2 é mais expressa na parte aérea, no
entanto, nao foi obervada reducdo de massa fresca na parte aérea nos mutantes osa2. Deve ser
ressaltado que também houve reducdo de massa fresca na parte aérea dos mutantes osa’/
mesmo com a maior expressao das isoformas OsAl, OsA2 e OsA3 na parte aérea, mostrando
que OsA7 apesar de ser mais expresso nas raizes também desempenha papel fundamental na
parte aérea.

As isoformas de PM H'-ATPase sdo expressas de maneira distinta entre raiz e parte
aérea. Somente as isoformas OsA5 e OsA8 ndo possuem expressdo diferenciada entre raiz e
parte aérea (Figura 27). De acordo com CHEN et al. (2009) OsAS8 é mais expressa na raiz em
relacdo a parte aérea, o que pode ser provocado pelo diferente modelo experimental usado por
CHEN et al. (2009), que avaliou a expressio da PM H'-ATPase em resposta a deficiéncia de
P, enquanto no presente experimento as plantas foram cultivadas sem privacdo deste
nutriente.

A expressdo isoforma AHA2 de Arabidopsis € induzida pelo suprimento com NOs e
estd relacionada com o crescimento radicular em resposta ao suprimento de NOj3
(MEODZINSKA et al., 2015). Anteriormente HARUTA et al. (2010) ja verificaram que
AHA2 ¢ a isoforma de PM H'-ATPase mais expressa em raizes de Arabidopsis. Do mesmo
modo observado em arroz com a isoforma OsA7, a isoforma de PM H'-ATPase mais expressa
nas raizes de Arabidopsis controla o desenvolvimento radicular.

Apesar das diferencas de expressdo de OsA2 e OsA7entre partes da planta, ambos os
mutantes osa2 e osa/ apresentaram menor influxo no tratamento com 0,2 mM de N-NOj5
constante (Figura 21). O ressuprimento com NOj™ induz as isoformas OsA2 e OsA7 nas raizes
e parte aérea (SPERANDIO et al., 2011), mostrando que mesmo OsA2 sendo mais expressa
na parte aérea também desempenha papel fundamental na absor¢cao de NO3™ nas raizes.
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4.6. CONCLUSOES

O silenciamento das isoformas OsA2 e OsA7 de PM H'-ATPase em arroz prejudica o
crescimento vegetativo e produgdo de graos.O menor crescimento das plantas de arroz nos
mutantes osa7 em comparacao com a planta controle indica a importancia dessa isoforma para
o crescimento.

A menor absor¢do de NOs™ nos mutantes osa2 e osa7em cultivo sob baixa dose de
NO;3™ (0,2 mM) mostra que as PM H"-ATPases sdo enzimas chaves para a eficiéncia de
absor¢do de N.

A menor absor¢cao de NO3 nos mutantes osa2 e osa7 com baixa dose de NO3™ (0,2
mM) afetou o status de N, diminuindo o conteddo e teor de NH4* e N-amino. Os mutantes
osa2 e osa7 mesmo com status de N alterado, ndo apresentaram diferencas na expressao dos
transportadores de NO3'.

Nio ocorreu regulacdo transcricional das outras isoformas de PM H'-ATPase nos
mutantes osa2 e osa7, evidenciando a importancia de OsA2 e OsA7 para crecimento vegetal.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A expressao dos genes OsNRTI.Idemonstrou que as isoformas OsNRTI.IA e
OsNRTI.1B podem estar relacionadas com a absor¢cao de NOs'. OsNRT1.1C apresentou baixa
expressdo.

O estudo com as variedades de arroz Piaui e IAC-47 indica que as bombas de H" de
membrana plasmatica desempenham papel fundamental na absor¢cio de NOs;  em baixas
doses, devendo ser levado em consideracdo a atividade e expressdo das PM H'-ATPases em
estudos de eficiéncia de absor¢ao de N.

O silenciamento dos genes OsA2 e OsA7 afetou a absor¢do de NO; quando em baixa
concentracdo. OsA7 afetou o crescimento da planta, principalmente da raiz. As isoformas
OsA2 e OsA7 sdo essenciais para a atividade das PM H*-ATPases nas raizes.

Dentre as diversas isoformas de PM H'-ATPase, OsA2 e OsA7 sdo as mais expressas e
seu silenciamento acarreta menor producdo de graos e crescimento da parte aérea. Os
mutantes osa2 e osa7 demonstraram que a PM H'-ATPase é de vital importancia para a
eficiéncia de absorc¢ao de N, corroborando com os resultados nas variedades de arroz IAC-47
e Piaui.
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6. CONSIDERA COES FINAIS

Analisando a expressdo dos genes OsNRTI.IA, OsNRTI.IB e OsNRTI.IC,
verificamos que OsNRTI.1B ¢ induzido por NOj e reprimido por feedback negativo na raiz,
enquando OsNRTI.1A sofre menor regulacdo por feedback negativo. Esses genes também

podem atuar na sinalizagdo de NOj', sendo interessante analisar como plantas mutantes sem
OsNRTI.1A e OsNRTI.1B reponderiam ao NOs'.

Dentre as diversas isoformas de PM H'-ATPase, OsA2 e OsA7 sdo as mais expressas e
seu silenciamento acarreta menor producdo de grdos e crescimento da parte aérea. Os
mutantes osa2 e osa7 demonstraram que a PM H'-ATPase é de vital importincia para a
eficiéncia de absorc¢ao de N, corroborando com os resultados nas variedades de arroz IAC-47
e Piaui. Plantas que sdo adaptadas em condi¢des de baixo suprimento de N apresentam maior
expressdo e atividade da PM H'-ATPase, sendo as isoformas OsA2 e OsA7 importantes na
manutencdo da atividade da PM H™-ATPase.
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8. ANEXOS
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Figura anexo 1. Mapa do vetor pPNW55 contendo osaMIR528 usado nas reagdes de PCR para
inserir o amiRNA para silenciar os genes OsA2 e OsA7.
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9. APENDICE

Tabela anexa 1.Teste para verificar a segregacdo das linhagens mutantes IRS, osa2.2, osa2.3,
osa2.4,o0sa7’.1,0sa’.2, e osa7’.3.

Linhagem Sem construcdo Com construcio Segregacdo X (3:D*
IRS 14 30 2,14:1 0,2962
osa2.2 14 30 2,14:1 0,2962
osa2.3 4 40 10:1 0,0148
osal.4 10 30 3:1 1

osa7.l 0 44 - 0,0001
osa7.2 8 36 4,5:1 0,2962
osa7.3 6 33 5,5:1 0,1655

* Linhagens com valor de X? maior que 0,05 possuem segregacao 3:1 (P<0,05).
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Figura anexo 2. Concentracdo de N-NOj3 nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa’ (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOj™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOj™ e 2,0 mM de N-

NOs™ constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 3. Concentracdo de N-NOs nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NO;™ e 2,0 mM de N-

NOj constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 4. Concentracio de N-NH,;" nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa’ (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NO; e 2,0 mM de N-

NOjs constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 5. Concentracio de N-NH,;" nas raizes, bainha e folha de arroz das linhagens
mutantes osa2 (osa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2
mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NO; e 2,0 mM de N-

NOj constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparacdo com a
planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 6. Concentracio de N-amino livre nas raizes, bainha e folha de arroz das
linhagens mutantes osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3) e IRS(controle) cultivadas sem
N, com 0,2 mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0
mM de N-NO;s constante. * indica diferenca entre as linhagens osa7 em
comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 7. Concentracio de N-amino livre nas raizes, bainha e folha de arroz das
linhagens mutantes osa2 (0sa2.2, osa2.3 e osa2.4) e IRS(controle) cultivadas sem
N, com 0,2 mM de N-NOs;™ constante, ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs e 2,0
mM de N-NO;s constante. * indica diferenca entre as linhagens osa2 em
comparacao com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 8. (A)Teor de N-total nas linhagens mutantes osa7 (osa7.1, osa7.2 e osa7.3)
IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOj™ constante, ressuprimento
com 0,2 mM de N-NOj3 e 2,0 mM de N-NOj3™ constante. (B) Indice de Eficiéncia de
Absorcao de N entre a planta controle IRS e os mutantes osa7, calculado a partir da
relacdo entre o N-total das plantas cultivadas com 0,2 mM (baixa dose) e 2,0 mM
de N-NOj™ (alta dose). * indica diferenca entre as linhagens osa7 em comparagao
com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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Figura anexo 9. (A) Teor de N-total nas linhagens mutantes osa2 (0sa2.2. osa2.3 e osa2.4) e
IRS(controle) cultivadas sem N, com 0,2 mM de N-NOj;™ constante, ressuprimento
com 0,2 mM de N-NOj3 e 2,0 mM de N-NOj3™ constante. (B) Indice de Eficiéncia de
Absorcao de N entre a planta controle IRS e os mutantes osa7, calculado a partir da
relacdo entre o N-total das plantas cultivadas com 0,2 mM (baixa dose) e 2,0 mM
de N-NOj™ (alta dose). * indica diferenca entre as linhagens osa2 em comparagdo
com a planta controle (IRS) pelo teste F (P<0,05).
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