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RESUMO

SOUZA, Vinicius Miranda. Superexpressdao do Gene OsDof25 e Seus Efeitos Sobre a
Absorcdo e Assimilacdo de Amonio. 2014. 103f. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto
de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de absorcdo e assimilacdo de N em plantas de arroz,
foram transformadas plantas de arroz (Oryza sativa L. cv Nipponbare) com o fator de
transcricdo OsDof25 sobe o controle do promotor da ubiquitina e com o promotor do gene
OsDof25 fusionado aos genes repérteres GUS e EGFP, para identificar seus locais de
expressao e sua possivel correlacdo com as proteinas de transporte e assimilacdo de N. Todas
as linhagens transformadas apresentaram menor ciclo de cultivo, entre dez e sete dias
comparadas a plantas tipo selvagem. As linhagens L#5.1, L#9,6 e L#10.8 apresentaram
maiores atividades das enzimas de assimilacdo de nitrogénio GS e NADH-GOGAT, tanto em
folhas quando em raizes quando cultivadas com 2,0 mM de NH4*, gerando maiores
concentracOes internas de aminoacidos totais. Foi verificado ainda um aumento na atividade
da GDH aminacdo nas raizes, que pode estar associado ao fornecimento de 2-OG para
manutencdo da atividade do ciclo GS/GOGAT. Entretanto, menor atividade de ICDH,
indicando maior homeostase nos niveis internos de glutamato. Os resultados apresentados
evidenciam que as plantas transformas com o gene OsDof25 foram mais eficientes na
assimilacdo de amonio

Palavras-chave: assimilacdo de amdnio, fator de transcri¢do, transportadores de amonio.
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ABSTRACT

SOUZA, Vinicius Miranda. Overexpression of Gene OsDof25 and The Effects on the
Absorption and Assimilation of Ammonium. 2014. 103f. Thesis (Doctor of Science in
Fitotecnia). Institute of Agricultural Sciences, Department of Lands, Rural Federal University
of Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2014.

In order to increase the efficiency of use of nitrogen (NUE) in the crop production, rice plants
(Oryza sativa L. cv Nipponbare) were transformed with the transcription factor OsDof25.
Were also transformed plants with OsDof25 gene promoter fused to GUS and EGFP reporter
genes to identify sites of expression and its possible correlation with protein transport and
assimilation of N. The MultiSite Gateway ® cloning technology was used to produced six
independent transformants lines regenerated from calli of rice . All transformed lines showed
lower crop cycle , between ten and seven days compared to WT plants. The lines L#1.1 ,
L#5.1 L#9.6 and L#10.8 showed higher enzyme activities of nitrogen assimilation (GS and
NADH - GOGAT), both in leaves when roots when grown with 2.0 mM NH.*, generating
higher internal concentrations of total amino acids. An increase in the GDH activity in roots
amination, which can be associated with the supply of 2-OG to maintain the GS / GOGAT
cycle activity was also checked. However lowest ICDH activity , indicating greater internal
homeostasis in glutamate levels . These results show that plants transformed with the gene
OsDof25 are more efficient in ammonium assimilation.

Key-words: Ammonium assimilation, transcription factor, ammonium transporters.
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1 INTRODUCAO

O crescimento acentuado da populacdo mundial demanda aumento significativo na
producdo de alimentos. Portanto, o desafio para as proximas décadas serd suprir as
necessidades da populacdo em expansdo, desenvolvendo uma agricultura altamente produtiva
e sustentavel (Beek et al., 2010). O arroz tem grande importancia na alimentacdo humana,
sendo o principal componente na dieta bésica de cerca da metade da populagcdo mundial (Lian
et al., 2005). No Brasil, o arroz é consumido por uma ampla parcela da populacgéo,
principalmente a menos favorecida, que utiliza este cereal como alimentacéo bésica e diéria.
Com producédo anual de 13 milhdes de toneladas, o Brasil esta entre os maiores produtores
dos paises ocidentais (IBGE, 2011).

Dentre os cereais cultivados, o arroz € uma fonte de proteina de qualidade,
imprescindivel em paises onde grande parte da populacdo ndo tem poder aquisitivo suficiente
para se alimentar de outras fontes proteicas, o que justifica a busca de variedades com maiores
teores de proteina nos graos.

O nitrogénio (N) é o elemento mineral requerido pelas plantas em maiores quantidades
e, consequentemente, o fornecimento de quantidades insuficientes ou de forma inadequada
tém influéncia negativa e imediata no metabolismo vegetal, limitando seu crescimento e
produtividade (Glass et al., 2003). Aléem disso, o N é um dos fertilizantes mais caros,
contribuindo significativamente para o aumento dos custos de producdo no cultivo de graos
(Good et al., 2004).

Estudos apontam para um desenvolvimento agricola dependente de grandes aplicacdes
de nitrogénio. Em 1930, aproximadamente 1,3 Mt de nitrogénio foram aplicados
mundialmente, em 1960 esse valor subiu para 10,2 Mt (People et al., 1999) e, em 2004, o
valor aplicado chegou ao montante de 85 a 90 Mt. Ha uma proje¢éo que esse valor chegue a
240 Mt em 2050 (Good et al., 2004). Além disso, dados experimentais apontam que por volta
de 50 a 70% do nitrogénio aplicado no solo pode ser perdido do sistema solo-planta (Peoples
etal., 1995).

A eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN) tem sido definida como o rendimento de
grdos por unidade de N disponivel no solo (Lea & Azevedo, 2006) e esta EUN pode ser
dividida em dois processos distintos: eficiéncia na absorcdo, que é a habilidade da planta em
remover o N do solo normalmente presente nas formas de nitrato (NO3") e aménio (NH4") e, a
eficiéncia na assimilacdo e remobilizacdo, que é a habilidade da planta em assimilar o N
inorganico em formas organicas e transferir o N para os gréos, onde predomina na forma de
proteinas. A contribuicdo do N remobilizado das folhas para o enchimento de gréos pode
variar de 50 a 90% em cultivares de milho e trigo (Kichey et al., 2007).

Manipular a eficiéncia de uso de nitrogénio em culturas parece ser a melhor maneira
de conciliar a seguranca alimentar global, respeitando as politicas ambientais, e a necessidade
de produzir biocombustiveis de forma satisfatdria para suprir as necessidades de crescimento
e desenvolvimento da populacdo (Chardon et al., 2012). Porém o desenvolvimento de tais
estratégias engloba parametros complexos, pois a EUN pode ser influenciada por inimeros
fatores genéticos e ambientais, como: arquitetura da raiz, razdo C/N no solo e nos tecidos, tipo
de solo, pluviosidade e temperatura (Kant et al., 2011).

Devido a grande importancia do nitrogénio no metabolismo das plantas, ao longo do
processo evolutivo esses vegetais se adaptaram aos ambientes com disponibilidade sazonal de
nitrogénio e desenvolveram complexos sistemas de absorcdo, assimilacdo e remobilizacéo
desse nutriente, que convergiram para uma maior eficiéncia de uso (Souza & Fernandes,
2006). E importante entender a resposta das plantas a diferentes regimes de nitrogénio
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disponibilizado, principalmente em condic¢des de limitagcdo do nutriente. Para isso podem ser
utilizados métodos como analise transcricional, resposta de mutantes defectivos a limitacdo de
N, e a analise de plantas que apresentem melhor crescimento sob condic¢des limitantes (Kant
etal., 2011).

A partir dos anos 80, ocorreu um grande avanco na area da biologia molecular, que
tem proporcionado uma revolucdo de fatos e conceitos relacionados ao melhoramento vegetal,
em funcdo da aplicagdo das técnicas de manipulacdo do DNA, visando a obtengdo de
alimentos geneticamente modificados (Silva, 2009).

O uso da engenharia genética para a producdo de plantas mais eficientes normalmente
envolve caracteristicas monogénicas como resisténcia a herbicidas ou insetos. Para se estudar
a eficiéncia de uso de nitrogénio, uma caracteristica controlada por varios genes, torna-se
mais conveniente o estudo de fatores de transcricdo, que sdo proteinas que regulam a
transcrigdo, com isso sdo capazes de controlar a expressao de genes envolvidos em varias vias
metabolicas. Estudos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa com o fator de
transcricdo OsDof25 e sua influéncia na absorcéo e utilizagdo de nitrogénio por plantas de
Arabidopsis (Santos, 2009) demonstraram o envolvimento deste fator de transcricdo no
controle da expressé@o de genes envolvidos com vias do metabolismo de nitrogénio.

O presente trabalho teve por objetivo a producdo de plantas de arroz geneticamente
transformadas (Oryza sativa L. cv. Nipponbare) por meio da insercdo do fator de transcrigéo
OsDof25 visando caracterizar sua influéncia sobre o metabolismo de nitrogénio e carbono em
comparacao com plantas de arroz ndo transformadas (wt - tipo selvagem), além de identificar
os locais de expressdo do gene OsDof25 nos diferentes tecidos em plantas de arroz.



2 REVISAO DE LITERATURA

A agricultura altamente produtiva necessita de grandes quantidades de fertilizantes
nitrogenados que representam uma parte consideravel dos custos de producéo, principalmente
nas regides tropicais. Melhorar a eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio (EUN) das plantas
cultivadas é de fundamental importancia para diminuir os impactos ambientais decorrentes do
uso de fertilizantes. Esforgos tém sido feitos para estudar as bases genéticas, na tentativa de
desvendar os mecanismos bioguimicos envolvidos na absor¢do, assimilacdo e remobilizacédo
de nitrogénio em plantas. A deteccdo dos fatores limitantes que podem ser manipulados para
aumentar a EUN é o principal objetivo de tais pesquisas.

O nitrogénio € um dos macronutrientes essenciais para as plantas e sua aquisicao
ocorre a partir de diversas fontes, principalmente na forma de nitrato (NOs’) e amonio (NH4"),
mas também como ureia, aminoacidos e peptideos (Gojon et al., 2009). Esse nutriente
associado a fatores como luz solar, &gua e temperaturas, aumenta o rendimento de matéria
seca e de grdos. Além de seu papel como nutriente, as fontes organicas e inorganicas de N tém
um papel fundamental na sinalizacdo que controla a expressao de diversos genes tanto em
Arabidopsis como em outras espécies vegetais (Vidal & Gutiérrez, 2008).

2.1 Transportadores de Amonio (AMT)

O nitrogénio é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas e muitas vezes é o principal nutriente limitante para a sua produtividade (Sonoda et
al., 2003a).

Nas Ultimas décadas, devido a introducdo de variedades de alto rendimento
produtivo, os fertilizante nitrogenado apresentaram um aumento significativo nos custos da
producdo agricola (Good et al, 2004), no entanto, a eficiéncia de absorcéo pode variar de 30%
a 80% (Hoque et al., 2006), essa baixa eficiéncia pode gerar danos ao meio ambiente. Por
isso, € importante encontrar formas de melhorar a EUN.

Diferentemente do que ocorre com outras plantas, arroz prefere nitrogénio na sua
forma amoniacal e, em geral, tende a ndo acumular altas concentracfes desse ion (Lea &
Azevedo, 2006). Sintomas de toxicidade sdo comumente observados em varias culturas
cultivadas com amonio, porém o arroz parece ser uma excecdo. O estudo dos eventos
primarios de aquisicdo de NH4" em altas concentragcdes a nivel celular em cevada e arroz
demonstraram que o efluxo de NH4" pode representar cerca de 80% do influxo primario,
resultando em um ciclo fatil através da membrana plasmatica da raiz. Tal ciclo demanda alto
custo energético que é acompanhado do declinio no crescimento (Britto et al., 2001).

A absorcdo de amdnio é promovida por uma familia multigénica de transportadores
AMT (“Ammonium Transporter ), por meio de um sistema de absorcéo bifasico. Quando os
niveis de NH4" no meio externo (solucéo nutritiva ou solu¢do do solo) encontram-se abaixo
de 1 mM, opera um sistema de absorcdo de alta afinidade (HATS), e em concentragdes
superiores a esta, opera o sistema de absorcdo de baixa afinidade (LATS) (Fernandes &
Souza, 2006).

Analises das sequéncias de DNA indicaram que o0s genes OsAMT1;1, OsAMT1;2 e
OsAMT1;3 pertencentes ao sistema HATS, codificam 499, 497 e 498 residuos de aminoacidos
com massa molecular de 52,6, 52,2 e 53,1 KDa, respectivamente e, analises de sequéncias
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hidrofébicas de cadeias de aminoacidos indicam que os trés transportadores OsAMT1
provavelmente, possuem 11 dominios transmembrana (Sonoda et al., 2003b), e apresentam
ampla variagdo no padrdo de cinética de absor¢do, fato que demonstra a plasticidade das
plantas para a aquisicdo de formas reduzidas de N abundantes durante um grande periodo da
evolugéo das plantas superiores (Lea & Azevedo, 2006)

Uma familia de cinco genes de transportadores de amoénio (AMT1;1 a AMT1;5) foi
originalmente identificada em A. thaliana, enquanto que, em tomate apenas trés genes foram
isolados (Lea & Azevedo, 2006). Em arroz, pela analise de similaridade da sequéncia de
aminoacidos do OsAMT2.1 foram identificados dez diferentes genes envolvidos na absor¢ao
de amonio e podem ser divididos em quatro grupos (Suenaga et al., 2003). O numero de
transportadores da familia AMT em arroz ¢ maior do que em Arabidopsis t. e tomate,
indicando a importancia da nutricdo amoniacal nesta cultura (Logué & Von Wiren, 2004).

A expressdo da isoforma OsAMT1.1 foi detectada na parte aérea e raiz
independentemente do suprimento de nitrogénio, apesar de maior expressao na presenca de
amonio, enquanto a expressao da isoforma OsAMT1.2 e OsAMT1.3 foi restrita para a raiz,
sendo a da primeira fortemente induzida por amodnio e a da segunda reprimida apos a
aplicagdo de nitrogénio (Sonoda et al., 2003). De acordo com Kumar et al. (2003) os trés
transportadores de alta afinidade em arroz respondem de forma expressiva quando as plantas
sdo cultivadas em concentragdes de 10 uM de NH4", reduzindo os niveis de expressao quando
transferidas para uma solucdo de 10 mM de NH.".

Plantas de arroz transformadas superexpressando o transportador OsAMT1;1 néo
apresentaram diferencas em arquitetura e morfologia do sistema radicular, entretanto
apresentaram uma permeabilidade ao ion aménio duas vezes maior, aumentando 0s niveis
internos de NH4" tanto em raizes quanto na parte aérea. Isto promoveu também maiores niveis
de expressdo de genes da via de assimilagdo de nitrogénio, resultando em maiores teores de
clorofila, amido, acucares e rendimento de grdos em linhagens transgénicas quando
comparadas a WT, em condic¢des 6timas de nitrogénio (Ranathunge et al., 2014).

Sperandio et al. (2011) avaliaram a expressdo genética dos transportadores de NH4*
OsAMT1.1, OsAMT1.2 e OsAMTL1.3 e mostraram que todos apresentaram repressao no
ressuprimento com 2 mM de N- NH." e alta inducdo sob deficiéncia, sendo OsAMT1.2 e
OsAMT1.3 os mais induzidos na deficiéncia. A repressdo dos transportadores de NHs" é
provocada provavelmente pelo alto influxo e assimilacdo de NH4", gerando altos teores de N-
amino livre nas raizes que reprimem a expressdo dos transportadores responsaveis pela
absorcdo de NH4". Esse efeito negativo esta correlacionado diretamente aos niveis internos de
glutamina nos tecidos (Sonoda et al., 2003a).

A isoforma OsAMTL1.1 é expressa predominantemente no cortex radicular, periciclo,
epiderme e pélos radiculares (Mayer & Ludewing, 2006), e mostrou-se um importante
membro do sistema HATS, devido a reducdo de 70% na absor¢do de NHi" em plantas
contendo uma insercdo de T-DNA no gene AMTL1.1 (Kaiser et al., 2002). Ja a localizacdo do
transportador OsAMT1.2, detectada principalmente nas células do cilindro central das raizes,
sugerem que este pode estar envolvido em duas funcBes distintas, tanto na absorcdo de
amonio da solugédo do solo quanto na recuperacdo de amonio do sistema vascular. Como a
principal forma de nitrogénio no sistema vascular de arroz é a glutamina, seus niveis podem
regular diversos genes envolvidos na resposta das plantas ao NH4" (Sonoda et al., 2003b).

Comparando com plantas transformadas superexpressando o gene OSAMTL1.3 sob 0
controle do promotor da ubiquitina, Ferreira (2012) observou uma forte inducdo do
transportador OsAMT1.3 na auséncia de N, principalmente nas zonas de emissdo de raizes
laterais, nas pontas de raiz e na exoderme. A andlise dos perfis de expressdo dos
transportadores OsAMT1.1-1.3 indicaram que a superexpressdo de OsAMTL1.3 afetou
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positivamente a expressdo do OSAMT1.2. Quando submetido a uma baixa concentracgéo de N,
plantas superexpressdo do OsAMTL1.3 apresentaram reducdo nos parametros cinéticos Km e
Cmin, além de apresentarem raizes mais longas com maior area, volume e nimero de pontas.
Os dados obtidos sugerem que o0 OSAMT1.3 esta envolvido na capacidade das plantas de arroz
para se adaptar as baixas concentragdes de aménio, atuando tanto na absor¢do de NH4" como
no controle da arquitetura radicular.

2.2 Glutamina Sintetase (GS)

Excesso de amonio é toxico para a maioria das plantas (Kronzucker et al., 2001).
Portanto, o transporte de amonio e sua subsequente assimilacdo devem ser eficientemente
reguladas pelas raizes. O monitoramento em tempo real do transporte de NH4" mostrou que a
translocagdo de N, absorvido pelas raizes e transportado para a parte aérea da planta, foi
completamente inibida por sulfoximina metionina, um inibidor da glutamina sintetase (GS,
EC 6.3.1.2) (Kiyomiya et al., 2001). Tomados em conjunto, estes resultados sugerem
fortemente que a maior parte do NH4* absorvido pelas raizes é assimilado nas raizes por agéo
da enzima GS (Funayama et al., 2013).

A absorcao de NH.* é realizada por transportadores de alta e baixa afinidade (HATS
e LATS) que séo codificados por uma familia de genes. Ap6s a absorcdo do amdnio pelo
sistema radicular, este deve ser rapidamente assimilado, evitando assim danos causados pela
sua toxidez. Este processo ocorre principalmente via enzimas do ciclo glutamina sintetase
(GS)/glutamato sintase (GOGAT) (Hirel & Lea, 2002).

Inicialmente acreditava-se que a principal enzima responsavel pela assimilacdo de
amonio seria a glutamato desidrogenase (GDH), via aminagdo redutiva do a-cetoglutarato.
Entretando os altos valores de Km € Vmax para o ion aménio da enzima GDH indicavam que
outra enzima teria o papel principal na assimilagdo de amonio (Souza & Fernandes 2006).

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

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

Em seu trabalho com mutantes de cevada para os genes GS2 ou Fd-GOGAT,
Yamaya e Oaks (2004) verificaram que esses mutantes foram capazes de crescer normalmente
em condicGes ndo-fotorrespiratérias. Isto sugere que a GS1 e NADH-GOGAT séo
aparentemente importantes para o desenvolvimento normal e o crescimento das plantas.

Assim como em outras plantas, uma familia multigénica que codifica para GS1 tem
sido identificada assim como NADH-GOGAT em arroz (Tabuchi et al. 2005). Esses genes
s80 OsGS1.1, OsGS1.2 e 0sGS1.3, e OSNADH-GOGAT1 e OsNADH-GOGAT2. A expressao
desses genes apresenta perfis diferentes quanto a idade da planta e o tecido analisado, e
responde a presenca de NH4", indicando que cada gene apresenta uma funcdo distinta em
arroz.



Entre os trés genes de GS1 encontrados em arroz, OsGS1;1 apresenta expressao em
todos 0s 0rgaos, isto &, raiz, folha e espiguetas, com maior expressao no limbo foliar durante a
fase vegetativa de crescimento. J4 a isoforma OsGS1;2 teve maior expressdo no raiz seguindo
o fornecimento de NH4*, enquanto o gene OsGS1;3 foi especificamente expresso na espigueta
durante a fase reprodutiva (Tabuchi et al., 2005).

Seguindo a descoberta da importancia da GS e da GOGAT na assimilacdo do amonio
em plantas superiores, varios laboratorios tém concentrado esforcos para entender os
mecanismos que controlam esta rota (Good et al., 2004). A criacdo de mutantes ou plantas
transgénicas com niveis alterados de GS/GOGAT tem sido utilizada para determinar os
efeitos destas proteinas sobre o desenvolvimento das plantas e para estudar a expressdo de
diferentes membros da familia multigénica da GS.

Comparando duas variedades de arroz, uma com alta EUN e outra com baixa EUN,
Shi et al. (2010) observaram diferencas entre 20-30% na atividade de GS e NADH-GOGAT
entre as variedades, o que sugere que GS e NADH-GOGAT possuem papel importante na
assimilacdo de nitrogénio em plantas jovens de arroz sob baixas concentrac6es de nitrogénio.
Entretanto, resultados da expressdo por PCR em tempo real demonstraram que a regulacdo
desses genes pode estar relacionada com um controle pos-transcricional.

Caracterizando plantas de arroz silenciadas para o gene OsGS1;2 geradas pela
insercdo de um retrotransposon Tos17, Funayama et al (2013) verificaram uma acentuada
reducdo no namero de perfilhos e nos teores de glutamina, glutamato, asparagina e aspartato,
seguidos de um grande aumento na concentracdo do ion aménio, indicando forte papel do
gene OsGS1;2 na assimilacdao de amonio.

2.3 Glutamato Sintase (GOGAT)

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

A glutamato sintase (GOGAT), catalisa a conversdo de glutamina e 2-OG a duas
moléculas de glutamato, podendo usar ferredoxina (Fd-GOGAT) ou NADH (NADH-
GOGAT). Tanto a Fd- quanto a NADH-GOGAT aparentam estar localizadas somente em
cloroplastos e plastidios, com uma atividade maior da Fd-GOGAT em tecidos fotossintéticos.
Dois genes distintos que sdo diferencialmente expressos nas raizes e folhas foram
identificados codificando para Fd-GOGAT (Lea & Miflin, 2003) e NADH-GOGAT (OsGLT1
OsGLT2) em arroz por Zhao & Shi (2006).

A NADH-GOGATL é expressa em niveis mais elevados nas raizes do que nas folhas.
Este padrdo de expressdo contrasta com Fd-GOGATL, que € altamente expresso nas folhas e
esta envolvido em fotorespiracdo. Este padrdo distinto de expressao entre o 6rgdos sugere um
papel fisioldégico ndo redundante para os produtos de genes NADH-GOGAT e Fd-GOGAT
(Lancien et al., 2002).

Estudos com diferentes espécies sugerem que, para concentracdes ndo toxicas de
amonio, as raizes sdo o principal local de assimilacdo (Andrews et al., 2001). Geralmente as
raizes apresentam altos niveis de GS e NADH-GOGAT e, além disso, ambas as enzimas séo
induzidas pelo aumento no suprimento de NH4* (Hirel & Lea, 2002; Ishiyama et al., 2003).

Em comparacdo com a enzima GS, poucos estudos tém sido feitos com a produgéo
de plantas transgénicas superespressando genes da GOGAT (Good et al., 2004). Entretanto
Yan et al. (2002), superexpressando a NADH-GOGAT em arroz sob o controle do seu proprio
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promotor observaram que as plantas transgénicas aumentaram, por volta de 80%, a massa dos
grédos. Este estudo mostrou que a superexpressao de NADH-GOGAT pode ser usada como
uma etapa chave na EUN.

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

Analisando plantas de tabaco superexpressando uma isoforma NADH-GOGAT1 de
alfafa, Chichkova et al. (2001) observaram um aumento de 15 a 40% na atividade enzimatica
em diferentes linhagens quando comparadas com plantas controle. Quando supridas com
nitrato ou amonio, essas plantas apresentaram maior teor de carbono e nitrogénio na parte
aérea e aumento de massa seca durante o inicio do estadio de florescimento, em comparagéo
com plantas controle. Isto foi associado a uma maior capacidade de assimilagdo de nitrogénio
devido a maior atividade da NADH-GOGAT1.

Caracterizando linhagens de Arabidopsis thaliana mutantes por inser¢do de T-DNA
no gene NADH-GOGATL, Lancien et al (2002) verificaram que o mutante glt1-T apresentou
o fendtipo de deficiéncia no crescimento e biossintese de glutamato quando cultivado em
baixa concentracdo de CO.. Sob estas condi¢cdes, o mutante gltl-T apresentou uma
diminuicdo de 20% no crescimento e uma dramatica reducdo de 70% nos niveis de glutamato.

2.4 lIsocitrato Desidrogenase (IDH)

A via GS/GOGAT requer 2-OG como substrato para a producdo de glutamato. Por
outro lado, o nivel de 2-OG pode refletir o status de carbono e ser associado ao controle e
equilibrio C/N para o mecanismo de regulacdo da planta, sendo, portanto, uma molécula de
sinalizacdo critica de ligagdo de carboidratos e metabolismo de nitrogénio (Hodges et al.,
2003) sendo a enzima Isocitrato desidrogenase (IDH) é reconhecida como uma das principais
atuantes na producdo de 2-OG (Galvez et al., 1999).

Foram identificados em plantas duas isoformas de Isocitrato desidrogenase (isocitrate
dehydrogenase-1DH), que utilizam diferentes cofatores. Uma delas é uma enzima do ciclo de
Krebs dependente de NAD* (IDH; EC 1.1.1.41), localizada unicamente nas mitocondrias, e
outra que utiliza NADP* (ICDH; EC 1.1.1.42) que existe em diversos compartimentos
subcelulares, tais como: citosol, cloroplastos, mitocdndrias e peroxissomas (Lu et al., 2005).

Durante décadas a enzima do ciclo de Krebs IDH foi considerada como responsavel
pelo fornecimento de 2-OG na biossintese de aminoacidos (Bray, 1983), enquanto que ICDH
foi considerada como uma via alternativa quando grandes quantidades do cetoécido sdo
necessarios (Chen & Gadal, 1990; Galvez & Gadal, 1995). Esta hipdtese foi baseada nos
resultados que ICDH representa 90% a 100% da atividade detectada em qualquer 6rgdo da
planta e ainda apresenta uma maior afinidade para os substratos, enquanto que a IDH
apresenta baixa atividade (Gallardo et al., 1995).

Diferentemente do que ocorre em bactérias, leveduras e animais, ICDH de plantas
ndo sofre regulagdo pds-traducional, embora ocorra inibicdo por NADPH. A atividade da
ICDH de Escherichia coli é controlada pela fosforilacdo reversivel de um residuo de serina,
sendo inativada quando este e fosforilado. Embora ICDHs de plantas possuam um residuo
equivalente ndo ha nenhuma evidéncia substancial indicando que sdo regulados por um
mecanismo desse tipo (Galvez et al., 1996).



Embora a ICDH seja encontrado em plastidios, seu principal local de assimilagdo de
amonio, sua atividade é muito baixa para sustentar a atividade do ciclo GS/GOGAT, com
isso, foi proposto por Chen e Gadal (1990) que a ICDH citosolica poderia desempenhar um
papel importante na producdo de 2-oxoglutarato para a sintese de aminoacidos. Nesta
hipGtese, o citrato seria exportado a partir da mitocondria para o citosol através de um
transportador de citrato.

Analisando plantas mutantes para o gene da nitrato redutase (NR) de tabaco,
Scheible,et al (1997) identificaram acumulo de nitrato e 2-oxoglutarato, além de alteracdes
nos niveis de transcri¢do, o que foi interpretado como uma coordenagao funcional da ICDH1,
GS2 e Fd-GOGAT devido ao papel de ICDH1 na producdo de 2-oxoglutarato para
assimilacdo do nitrato. Os autores ainda verificaram que os niveis de transcritos da ICDH
citosdlica e sua atividade foram mais elevados no final do dia/inicio da noite e isto pareceu ser
coordenado com enzimas (piruvato-quinase e citrato sintase) envolvidos no fluxo de C para
produzir 2-oxoglutarato, o que contribuiria para a assimilacao de nitrogénio.

Durante a fase inicial de desenvolvimento do cloroplasto (inicio da formagdo do
cotilédone) Palomo et al (1998) verificaram uma coordenacdo entre a expressao das enzimas
ICDH, GS e Fd-GOGAT, no entanto, quando a diferenciacdo do cloroplasto foi concluida
(cotilédone totalmente formado), a expressao de cada uma destas proteinas foi diferenciada,
sugerindo que a ICDH estaria desempenhando um papel adicional ndo relacionado com o
ciclo de GS/ GOGAT.

Devido a enzima IDH utilizar NAD* ou NADP*, atuando na reducdo dessas
moléculas, varios autores sugeriram que IDH é um dos mecanismos de geracdo de NADPH
mais importantes, atuando na protecdo das células contra a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS - reactive oxygen species) e manutencao da homeostase (Liu et al., 2009).

Em seu trabalho com mutantes de Arabidopsis thaliana defectivos para o gene da
IDH, Lemaitre et al. (2007) verificaram que plantas com reducédo de até 90% na atividade da
enzima IDH ndo apresentaram qualquer tipo de deficiéncia no seu desenvolvimento e
crescimento ou sobre a atividade da ICDH, alem de ndo alterarem o0s niveis de sacarose,
glicose, frutose, citrato, amonio, e os niveis de aminoacidos sollveis totais. Esse fato indica
que a enzima IDH néo é limitante para o funcionamento do ciclo de Krebs e assimilagdo de
nitrogénio.

2.5 Fatores de Transcricdo

Avancos em pesquisas voltadas a gendmica de plantas e sistemas biolégicos, incluindo
a disponibilidade de sequéncias gendmicas completas de diferentes espécies cultivadas, além
de plantas que atuam como modelos biolégicos em estudos, tém oferecido uma oportunidade
sem precedentes para identificar genes regulatérios e redes metabdlicas importantes no seu
desenvolvimento. Como fatores de transcricdo (TF) atuam como reguladores diretos dos
processos celulares espera-se que sejam excelentes candidatos para modificar as
caracteristicas complexas em plantas cultivadas garantindo maiores produtividades, além de
maior estabilizacdo da producéo agricola (Century et al., 2008).

Fatores de transcricdo sdo geralmente definidos como proteinas que contém um
dominio de ligacdo ao DNA ao qual reconhecem uma sequéncia especifica de DNA e
controlam o passo mais importante da regulagdo génica, a transcrigdo, uma vez que este
controle assegura que nenhum intermediario supérfluo seja sintetizado e, obviamente, porque



sem transcricdo ou sem sintese de RNA, ndo havera sintese proteica (Mitsuda & Takagi,
2009).

Os fatores de transcricdo sdo geralmente divididos em dois grupos: os fatores de
transcricao gerais e os fatores de transcri¢do gene especificos.

O fatores de transcricdo gerais sdo ubiquos (expressos em todos os tecidos e sob
diferentes condicdes) sendo proteinas que se ligam ao DNA de células eucarioticas para
permitir que haja uma ligagdo entre a enzima RNA polimerase 1l (enzima responsével pela
sintese de RNAmM) e o DNA, essencial para a transcricao de todos os genes.

Os fatores de transcricdo especificos, que sdo necessarios para a regulacdo de um
grupo de genes, reconhecem e se ligam a uma regido promotora secundaria (tipicamente
composta de sequéncias curtas de 6-12 pares de bases), localizado dentro de uma regido de
algumas centenas de pares de bases da iniciagdo da transcricdo denominada regido regulatoria
em cis (cis-regulatory elements). Essas regides de controle podem ligar um grande nimero de
fatores de transcricdo especificos que apresentam efeitos sinérgicos ou antagdnicos sobre a
cinética de transcricdo dos genes alvos (Figura 1). Assim, a ligagdo a um promotor especifico
que determina os padrBes de expressdo, espaciais e temporais, dos genes alvo durante o
desenvolvimento e diferenciacdo, e a regulagdo homeostatica do metabolismo celular durante
0 regime de uma variedade de estimulos ambientais e sinais intracelulares (Papavassiliou,
1997).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_eucari%C3%B3ticas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://pt.wikipedia.org/wiki/RNA-polimerase
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Figura 1. Modelo que representa um conjunto de mecanismos potenciais através do qual o
DNA, os fatores de transcricdo especificos (TF1-5) e RNA-polimerase (Pol Il)/fatores de
transcrigdo gerais (TFIIB, TFIID-TBP-TAFs, TFIIE e TFIIH) sdo reunidos para formar um
complexo de transcricdo. TF1 se liga perto do inicio da transcricdo e é capaz de comunicar
diretamente com os fatores de transcri¢cdo gerais. TF2 e TF3 se ligam ao DNA como um
heterodimero com uma sequéncia distante do inicio da transcri¢do, tornando indireta (atraves
de interacBes proteina-proteina com TF1, por exemplo), os contatos com Pol Il e fatores de
transcricdo gerais. Formacdo de heterodimero e/ou transativacao estdo sujeitas a regulacédo
por fosfolarizacdo induzidas. TF4 interage com complexo de transcricdo através de outro
fator de transcricdo (TF5), que sofre modulacdo por acdo de proteinas quinase. Figura
adaptada de Papavassiliou (1997).

Além disso, a regulacdo da transcricdo pode ocorrer pela interagdo com outros
reguladores transcricionais promovendo o remodelamento da cromatina e modificacdes de
proteinas, visando recrutar ou bloquear o acesso da RNA polimerase 11 a determinadas regifes
do DNA.

2.6 Caracteristicas e Evolucéo dos Fatores de Transcricdo da Familia Dof.

As proteinas de ligacdo Dof ("DNA-binding with one finger") sdo fatores de
transcricdo (TF) especificos de plantas com um dominio de ligagdo ao DNA altamente
conservado que inclui o dominio de ligacdo unico (C2-C>) do tipo dedo de zinco (Yanagisawa,
2004) (Figura 2).

Uma grande variedade de proteinas de dominio Dof foram identificadas tanto em
monocotiledoneas quanto dicotileddneas, incluindo milho, cevada, trigo, arroz, tabaco, A.
thaliana, abobora, batata e ervilha. Analises moleculares revelaram que as proteinas de
dominio Dof funcionam como um ativador ou repressor transcricional, envolvidas em
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diversos processos bioldgicos especificos de plantas. Atuando principalmente na regulagdo da
transcricdo de enzimas, crescimento e desenvolvimento (Yanagisawa, 2004).

Figura 2. Estrutura proposta por Yanagisawa (2004) para o dominio de ligacdo Dof.
Residuos de cisteina altamente conservados coordenado por um ion de zinco e outros
residuos de aminodcidos conservados entre todas as proteinas de dominio Dof conhecidos
sdo mostrados em vermelho e roxo respectivamente. Residuos bem conservados sdo
mostrados em azul e residuos redundantes sdo mostrados em cinza.

Foram encontrados 19 genes candidatos para fatores de transcricdo Dof no musgo
Physcomitrella patens e apenas um na alga verde Chlamydomonas reinhardtii, entretanto,
nenhum gene foi identificado na alga vermelha Cyanidioschyzon merolae ou na diatomacea
Thalassiosira pseudonana (Figura 3), sugerindo que a origem dos fatores de transcri¢do Dof é
anterior a divergéncia das algas verdes e os ancestrais das plantas terrestres (Shigyo et al.,
2007). Isto indica que um pequeno numero de genes Dof existia antes da divergéncia do
musgo e do surgimento das angiospermas, e que um grande nimero de duplicacdes de genes
Dof ocorrereu durante a evolucdo das plantas superiores (Figura 3). Além disso, a
diversificacdo estrutural dos fatores de transcricdo Dof através de mdltiplos ciclos de
duplicacdo de genes pode estar estreitamente associada com o desenvolvimento de redes de
regulacao fisiolégicas complexas durante a evolucdo da planta. Esta hipotese poderia ser a
base para entender a relacdo entre diversificacdo funcional de fatores de transcri¢éo
especificos de plantas e sua evolucdo. Sendo necessario para isso um avaliagdo profunda da
funcdo de cada proteina Dof.
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Figura 3. Modelo para a evolucdo molecular dos genes da familia Dof proposto por Shigyo
(2007). A éarea de cada circulo representa o tamanho da familia de genes de cada espécie. Os
nameros dentro dos circulos indicam os nimeros dos dominios Dof que sédo classificados nos
grupos A, B ou C. Embora o padrdo de ramificacdo dos trés grupos é atualmente incerto, 0
esquema é uma hipdtese de representacao.

Em A. thaliana ha mais de 1.800 genes que codificam para FTs (Guo et al., 2005; lida
et al., 2005), no entanto, poucos destes FTs ja foram caracterizados funcionalmente (Qu &
Zhu, 2006). Além de um grande nimero de genes que codificam para FTs, em Arabidopsis ha
uma maior variedade de FTs que apresentam maior diversidade e especificidade de ligacdo ao
DNA, guando comparado a outros organismos como D. melanogaster ou C. elegans.

A expressdo de genes em plantas envolve classes de FTs que sdo especificamente
relacionados, regulando genes especificos e/ou mediando uma variedade de sinais especificos,
estes genes podem ser agrupados em diferentes familias com base no dominio de ligacdo ao
DNA e outras caracteristicas conservadas (Century et al., 2008).

As proteinas de dominio Dof contém uma classe particular de dominio de ligacdo ao
DNA tipo dedo de zinco (Dof, "DNA one finger") e sdo membros de uma grande familia de
fatores de transcricdo encontrados somente em plantas. Nas proteinas Dof, o dominio de
ligacdo ao DNA ¢ extremamente conservado, conferindo grande similaridade de ligacdo ao
DNA entre as diferentes proteinas que compdem esta familia, porém fora do dominio de
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ligacdo as sequéncias de aminoacidos sdo divergentes e reflete a variedade de fungdes
descritas para estes fatores (Figura 4) (Yanagisawa, 2002; Yanagisawa, 2004).

Os FTs reconhecem sequéncias regulatorias especificas situadas na regido promotora
dos genes a qual se ligam por intermédio do dominio de ligacdo. Por sua vez esta interacdo
determina o inicio e a eficiéncia da transcri¢cdo. O dominio de ligacdo do tipo dedo de zinco é
caracterizado por uma regido de 50 aminoacidos altamente conservada, ao qual o ion zinco é
coordenado por residuos de cisteina (C2-C>), associados a uma regido base que se liga a
sequéncia de nucleotideos AAAG ou o seu reverso complementar TTTC, denominadas
motivos ou sitios de ligacdo ao DNA. As proteinas Dof geralmente aparecem compostas por
dois dominios principais: um dominio conservado de ligacdo ao DNA na por¢do N-terminal e
um dominio C-terminal de regulacdo da transcricdo que pode fazer interacdo com outras
proteinas (Yanagisawa, 2002).

CPRCASRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKGCRRYWTKGGTLRNVPVGGGTRK

Dof i
[ I
+
1 100 200 238
NLS amino
acids

Figura 4. Esquema proposto por Yanagisawa (2002) para estrutura da proteina Dof. O
dominio de ligacdo da proteina Dof é indicado em amarelo seguido do sinal de localizacédo
nuclear (NLS) em rosa e um dominio de ativacdo na cor lild&s. O dominio de ligacdo
apresenta 50 residuos de aminoacidos conservados, coordenando através de residuos de
cisteina (C.-Cz) com um atomo de zinco. A regido em verde é referente a uma sequéncia de
residuos de serina.

O dominio de ligacdo Dof foi identificado inicialmente como um dominio de ligacdo
ao DNA; entretanto, atualmente é considerado como um dominio bifuncional, com interaco
tanto com o DNA como interagindo com outras proteinas. O dominio de ligacdo Dof também
estd envolvido em interagdes proteina-proteina, incluindo outra classe de fatores de
transcricdo (basic domain-leucine zipper proteins - ziper de leucina, bZIP) e proteinas
nucleares chamadas proteinas de alta mobilidade (HMG - "high-mobility group"). Contudo
apenas algumas proteinas de dominio Dof apresentaram esse tipo de interacdo (Yanagisawa,
2004).

O numero de genes que codificam para FTs da familia Dof varia de espécie para
espéecie. Em Arabidopsis foram identificados 37 provaveis genes que codificam proteinas de
dominio Dof; no genoma do arroz foram encontrados 30 genes (Tabela 1) (Yanagisawa, 2002;
Lijavetzky et al., 2003; Kushwaha et al., 2010). Um mapa filogenético apresentando a
distribuicdo dos membros da familia Dof das subespécies indica e jap6nica de arroz pode ser
observada no apéndice (Figura 33) construida com a sequéncia de 50 aminoacidos
conservados referentes ao dominio de ligacdo ao DNA (Tabela 1).
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Tabela 1. Lista de genes da Familia Dof de arroz (Oryza sativa L.) identificados por
Kushwaha et al. (2010). *Gene do OsDof25 foi nomeado por Kushwaha et al. (2010) como

OsDof18.

Gene Locus Cadigo Cromossomo Estrutura génica
OsDof1l LOC _0s07g48570 0s07948570.1 7 Um intron
OsDof2 LOC_0s01g55340 0s01g55340.1 1 Sem intron
OsDof3 LOC 0s01g15900 0s01915900.1 1 Um intron
OsDof4 LOC_0s01g17000 0Os01g17000.1 1 Um intron
OsDof5 LOC 0s03g16850 0s03916850.1 3 Um intron
OsDof6 LOC_0s03g07360 0Os03g07360.1 3 Um intron
OsDof7 LOC 0s10g26620 0s10926620.1 10 Um intron
OsDof8 LOC_0s05¢g36900 (0Os05g36900.1 5 Sem intron
OsDof9 LOC 0s01g64590 0s01964590.1 1 Sem intron
OsDofl0  LOC_0s07g32510 0s07g32510.1 7 Sem intron
OsDof11 LOC 0Os02g47810 0s02947810.1 2 Um intron
OsDof12  LOC_0s02g49440 0s02949440.1 2 Sem intron
OsDof13 LOC 0Os03g38870 0s03g38870.1 3 Sem intron
OsDof14  LOC_0Os06g17410 0s06917410.1 6 Sem intron
OsDof15 LOC 0Os01g09720 0s01g09720.1 1 Sem intron
OsDofl6  LOC_0s04g47990  0Os04g47990.1 4 Um intron

0s04g47990.2 Sem intron
OsDofl7  LOC_0s02g45200 0s02g45200.1 2 Um intron
0s02g45200.2 Dois introns
0s02g45200.3 Sem intron
0s02g45200.4 Um intron
OsDof18*  LOC_0s08g38220 0s08g38220.1 8 Sem intron
OsDof19 LOC 0s03g42200 0s03g42200.1 3 Dois introns
OsDof20 LOC_0s01g48290 0s01g48290.1 1 Sem intron
OsDof21 LOC 0s12¢g38200 0s12g38200.1 12 Um intron
OsDof22  LOC_0s07g13260 0s07913260.1 7 Sem intron
OsDof23 LOC_0s02g15350 0s02915350.1 2 Um intron
OsDof24 LOC_0s05¢g02150 0s05¢02150.1 5 Um intron
OsDof25 LOC 0Os04g58190 0s04¢58190.1 4 Um intron
0s04958190.2 Dois introns
0s04958190.3 Dois introns
OsDof26  LOC_0s10g35300 0s10g35300.1 10 Um intron
OsDof27 LOC_0s129g39990 0s129g39990.1 12 Sem intron
OsDof28 LOC_0s03g55610 0s03g55610.1 3 Sem intron
OsDof29 LOC_0s03g60630 0s03g60630.1 3 Sem intron
OsDof30 LOC 0s09g29960 0s09g29960.1 9 Sem intron

Os fatores de transcricdo da familia Dof s@o proteinas nucleares apresentando sinal de
localizagdo nuclear (NLS, "Nuclear Localization Signal™). Esses sinais sdo geralmente

14



caracterizados por uma curta sequéncia basica de aminoécidos que contém varios residuos de
lisina e arginina (Wang et al., 2007). Em plantas de milho, a proteina Dofl foi identificada
por um NLS rico em aminoacidos bésicos (Yanagisawa, 2002).

A primeira proteina com dominio de ligacdo do tipo Dof (ZmDof1) foi clonada a partir
do milho por Yanagisawa & lzui (1993). Desde entdo inumeros membros da familia em
diversas espécies e envolvidos em diferentes processos fisiologicos foram caracterizados.
Embora muitas das funcdes fisiologicas das proteinas de dominio Dof ainda ndo estejam
esclarecidas devido ao grande numero dessas proteinas nas plantas, ja estd evidente que
desempenham um papel fundamental como reguladores de transcri¢do influenciando no
crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas (Yanagisawa et al., 2004).

Devido a sua natureza imovel, as plantas sdo suscetiveis a inimeros fatores bidticos e
abioticos, por isso possuem sistemas distintos de adaptacdo ao meio ambiente visando sua
sobrevivéncia. Tais adaptacdes incluem defesas contra patdgenos, predadores e o crescimento
de orgdos especificos, como flores e sementes (Yamasaki et al., 2008). Contudo, o
desenvolvimento e a diferenciacdo em plantas sdo programados primariamente em nivel de
transcricdo génica, que sdo controlados por FT (Udvardi et al., 2007).

A regulacdo da transcricdo pode ocorrer a partir da ligacdo dos FT a sequencias de
bases especificas presente na regido promotora do gene e/ou pela interacdo com outros
reguladores transcricionais promovendo o remodelamento da cromatina e modificagdes de
proteinas, visando recrutar ou bloquear o acesso da RNA polimerase (enzima responsavel pela
sintese de mMRNA) a determinadas regifes do DNA (Grotewold, 2008; Udvardi et al., 2007).

A expressdo de genes em plantas envolve classes de FTs que sdo especificamente
relacionados com a regulacéo de genes especificos e/ou mediacdo de uma variedade de sinais
especificos, estes genes podem ser agrupados em diferentes familias baseadas no dominio de
ligacdo ao DNA e outras caracteristicas conservadas (Century et al., 2008). As proteinas de
dominio Dof contém uma classe particular de dominio de ligacdo ao DNA tipo dedo de zinco
e sdo membros de uma grande familia de fatores de transcri¢do encontrados somente em
plantas. Nas proteinas Dof especificamente, o dominio de ligagdo ao DNA é extremamente
conservado, conferindo grande similaridade de ligacdo ao DNA entre as diferentes proteinas
que compdem esta familia, porém fora do dominio de ligacdo as sequéncias de aminoacidos
sdo divergentes e reflete a variedade de funcdes descritas para estes fatores (Yanagisawa,
2002; Yanagisawa, 2004a).

Em Arabidopsis foram identificados 37 provaveis genes que codificam proteinas de
dominio Dof, no genoma do arroz foi encontrado um nudmero similar de 30 genes
(Yanagisawa, 2002; Lijavetzky et al., 2003), respectivamente.

Yanagisawa e Sheen (1998) ja mostraram com o ensaio de mobilidade eletroforética
que o Dofl de milho foi capaz de se ligar ao promotor da fosfoenolpiruvato carboxilase de
milho e induzir a sua atividade. J& Santos (2009), estudando a superexpressdo ZmDof1 e seu
ortdlogo em arroz OsDosf25 em Arabidopsis, sugeriu que o aumento de expressao da
fosfoenolpiruvato carboxilase e piruvato quinase pode ser uma estratégia das plantas
transformadas para aumentar a producdo de esqueletos de carbono, especialmente o 2-
oxoglutarato, buscando a detoxificacdo do excesso de amoénio absorvido. Outra possibilidade
é que este fator de transcrigdo coordene a expressao conjunta dos transportadores de amonio e
com enzimas do metabolismo de carbono e nitrogénio.

Estudos realizados por Yanagisawa et al (2004b), com fator de transcricdo Dofl de
milho em plantas transgénicas de arabidopsis indicam que a expressdo deste fator leva ao
aumento da expressdo de varios genes envolvidos na producdo de esqueleto de carbono, além
de aumento significativo da concentracdo de aminoacidos, especialmente glutamina, além de
uma elevacdo no teor de nitrogénio. Segundo esses mesmo autores a superexpressdo do Dofl
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resultou em melhoria na assimilacdo de nitrogénio e no crescimento de plantas em baixas
concentracdes de nitrogénio.

J& em espécies de Pinus pinaster outro fator de transcricdo da familia Dof esta
relacionado a regulacdo transcricional antagbnica entre duas isoformas da enzima glutamina
sintetase citosolica (GS1) (Rueda-Lépez et al., 2008). Estes autores mostram que a
superexpressdo do PpDof5 sob o comando do promotor 35S, levou a repressdo da GSla,
reduzindo o nivel de expressdo em torno de 40%, enquanto que na isoforma GS1b este FT
causou o dobro de aumento da expresséo.

Os FT Dof estdo envolvidos em diversas fungdes ligados a diferentes tecidos,
incluindo o desenvolvimento de sementes, cujo processo complexo exige inimeras proteinas
regulatérias. Estudos recentes utilizando analise in silico mostraram que mais de 50% dos
genes Dof presentes no genoma de arroz, trigo e arabidopsis participam no processo de
desenvolvimento de sementes (Gaur et al., 2011). Foram analisados 30 genes Dof, e o0 padréo
de expressdo de 17 revelou o envolvimento destas proteinas em vérias fases do
desenvolvimento desde o florescimento a maturacéo das sementes.

Muitos trabalhos associam os fatores de transcricdo Dof como um ativador
transcricional ou um repressor de diversos processos bioldgicos especificos da planta,
principalmente desempenhando papéis criticos como reguladores de transcricdo no seu
crescimento e desenvolvimento. Estudos apontam seus diversos papéis na expressao génica
associada a fendmenos especificos, incluindo respostas a luz, fitocromos, respostas de defesa
e variacbes ambientais e no controle da germinacdo e desenvolvimento da planta
(Yanagisawa, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tecnologia Gateway® e Clonagem dos Genes Amplificados

A tecnologia Gateway desenvolvida pela Invitrogen® € baseada na reacdo de
recombinacdo sitio-especifica mediada por fago lambda (L), onde fragmentos de DNA
flanqueado por sitios de recombinacgéo (att), podem ser transferidos para vetores que contém
sitios de recombinagdo compativeis (attB x attP ou attL x attR) (Karimi et al., 2002).

O bacteriofago lambda pode crescer como um fago litico, onde a célula do
hospedeiro é lisada com a liberacdo da progénie do virus. Alternativamente, o fago A pode
integrar sitio especificamente dentro do genoma de E. coli por um processo chamado
lisogenizacéo.

No estado lisogénico o genoma do fago pode ser transmitido para as células filhas
em muitas geragdes até que surjam condi¢fes que viabilizam sua excisdo do genoma. Neste
momento, o virus entra na fase litica do seu ciclo de vida. O controle da passagem entre as
rotas liticas e lisogénicas é um dos processos mais bem estudados da biologia molecular.

As reagdes de recombinagdo integrativa e excisiva do fago A sd@o mediadas por
proteinas codificadas pelo proprio fago A e pela E. coli. Estas reaces de recombinagéo, feitas
in vitro, sdo a base da tecnologia de clonagem gateway (Tabela 2).

Tabela 2. Reacdes de recombinacdo entre os sitios att do fago A em E. coli.

Rota Reacéo Catalizada por
Lisogénica attB x attP — attL x attR (Inte IHF) BP Clonase™ II
Litica attL x attR — attB x attP (Int, IHF e Xis) LR Clonase™ II

Nota: Int — Integrase; IHF — Fator de Integragdo do Hospedeiro; Xis — Excisionase.

Os quatro sitios contém locais de ligacdo das proteinas que medeiam a reacdo. Os
sitios attB, attP, attL e attR contém 243, 25, 100 e 168 pares de base respectivamente. A
reacdao attB x attP (Integracdo) é mediada pelas proteinas Int (Integrase) e IHF (Fator de
Integracdo do Hospedeiro). A reacdo attL x attR (excisdo) é mediada pelas proteinas Int, IHF,
e Xis (Excisionase). Int e Xis s@o codificadas pelo genoma do fago A, enquanto IHF ¢ uma
proteina de E. coli.

O Kit para construcdo do vetor contendo trés fragmentos desejados fornecido pela
tecnologia “MultiSite Gateway” usa uma modificacdo da reacdo de recombinacdo sitio
especifica da tecnologia “Gateway” e permite a simultanea clonagem de trés fragmentos
(promotor desejado, gene de interesse e regido terminadora ou proteina de fusdo) numa ordem
e orientacdo definida, para criar o clone de expressdo desejado.

No sistema “MultiSite Gateway® ” os sitios att do A foram modificados e otimizados
para acomodar clonagens recombinacionais simultdneas de maltiplos fragmentos de DNA. As
modificagdes incluem alteracGes de sequéncia e comprimento dos sitios att resultando na
criagdo de “novos” sitios att que exibem aumento de especificidade e promovem a eficiéncia
requerida para a clonagem de multiplos produtos de PCR em uma Unica reagdo. Na tecnologia
“MultiSite Gateway® ™ quatro sitios att sdo utilizados, contra apenas dois da tecnologia
“Gateway® ” padrdo. Isso permite que mais de um produto de PCR possa ser clonado em
apenas uma reacgdo. Os vetores doadores da tecnologia “MultiSite Gateway® ” sdo usados para
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clonar os produtos de PCR flanqueados pelos sitios attB para gerar os clones de entrada.
Portanto, devido a estes fragmentos serem flanqueados por diferentes sitios att, trés diferentes
vetores doadores s@o requeridos para possibilitar a geracdo de trés tipos de clones de entrada
requerido para o “MultiSite Gateway® ".

Gene BP Clonase”™ Il Gene
D@t ma, s ey
5' elament BF Clonase™ Il 5" element ccaB
i
C 3 element
elemen EP Clonase™ Il 1" element

@-@+‘_..+"

Figura 5. Esquema ilustrativo da reacdo de recombinacdo BP para criacdo dos vetores de
entrada, necessarios para construcao do vetor para expressao do OsDof25.

Os vetor de entrada contendo o produto da clonagem do gene OsDof25, o promotor
UBILL1 e o peptideo de fusdo HA foram cedidos por Santos (2009).

Para obtencdo do cassete de expressdo é necessario a aquisicdo de um vetor de
destino, ou seja, aquele que vai permitir a recombinacao coordenada dos trés vetores doadores
na reacdao de recombinacdo mdaltipla, também chamada de reacdo LR, pois envolve a
recombinacdo entre sitios attL e attR dos vetores de entrada e do vetor de destino
respectivamente.
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attB4 atB1 atfB2 attB3
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Figura 6. Reacbes BP e LR triplos para obtengdo do vetor para superexpressdo do gene de
interesse. Promotor referente ao gene UBIL1 (ubiquitina de milho) e HA (Hemaglutinina)
fusionado ao gene OsDof25.

3.2 Reacdo BP — Recombinacdo Entre os Sitios attB do Gene e attP do Vetor
pDONR221 para a Obtencéo do Vetor de Entrada

A reacdo BP foi realizada com o gene amplificado levando os sitios de recombinacao
attB1 e attB2 e o vetor doador pDONR211 para criagdo do vetor de entrada pEN-OsDof25
(Figura 7). Esse vetor participa na reacdo de LR tripla para formacdo da construcdo génica
utilizada na transformacdo das plantas. Nesta mesma reacdo de LR tripla estdo também os
vetores de entrada levando o promotor UBIL, promotor que confere forte expressdo em
monocotileddnias, e 0 "tag" de 3xHA (peptidio de fusdo com o gene).
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Figura 7. Vetor pEN-OsDof25 usado na reacdo de recombinacdo LR tripla para formacéo do
clone de expressdo. Sac I, Pst | e Ase | se referem aos sitios de clivagem das enzimas de
restricdo e Kan(R) gene de resisténcia a Kanamicina.

As reagdes BP foram realizadas utilizando o kit “Gateway® BP Clonase Il Enzyme
Mix” (Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados: 5 pL do produto
amplificado, contendo os sitios attB, 1 pL do vetor pDONR211 e 2 uL do mix de enzimas BP
clonase. A mistura da reacdo foi homogeneizada vagarosamente por pipetagem, e a reagédo
ocorreu a temperatura ambiente durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi paralisada
pelo tratamento com 1pL de Proteinase K a 37 °C durante 10 min.

O volume de 2 L reacéo foi utilizado para transformacao de células competentes de
E. coli (DH5a). Misturou-se 0 produto da reacdo BP (2 pL), com 40 pL do estoque de células
competentes (linhagem DHS5a), 0 mix de transformacdo foi vagarosamente homogeneizado e
deixado em descanso no gelo por 5 min. Apds este periodo o mix foi submetida ao
eletroporador a 1.700V e logo em seguida misturada com 400 puL de meio SOC (20 g.L*
Triptona, 5 g.L Extrato de levedura, 4,8 g.L! MgSQ4, 3,603 g.L* dextrose, 0,5 g.L™ NaCl e
0,186 g.L! KCI). As bactérias, agora transformadas foram cultivadas por 1h a 37 °C em
agitador orbital a 150 rpm. Para selecdo das bactérias transformadas, 100 pL foi riscado em
meio LB contendo 50 pg.mL* de canamicina.

3.3 Amplificacdo da Regido Promotora do Gene OsDof25

Com o objetivo de identificar os locais de atuagdo do gene OsDof25 em plantas de
arroz, um fragmento de DNA de 1607pb correspondentes ao sitio de iniciacdo da traducéo
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(Figura 8) (incluindo a regido 5'-NTR), foi amplificado de plantas de arroz cv. Nipponbare
com os iniciadores fusionados aos sitios de recombinacao attB1 e attB2 em duas reacOes de
PCR subsequentes. A 1% reacdo foi realizada com os iniciadores pOsDof25attB1l e
pOsDof25attB2 (Tabela 3), onde uma aliquota da primeira reacdo foi utilizada na 22 reacdo
(reacéo adpt).

Tabela 3. Sequéncias dos iniciadores para amplificacdo do promotor do fator de transcrigéo
de arroz OsDof25 com os sitios de recombinacdo attB1 e attB2 em duas reaces.

Gene Iniciadores Sequéncia

Promotor pOsDof25B1 5-AAAAAGCAGGCTGCGGAGAGAGATGAGAGGAAC-3

OsDof25 ~153Dof25B2  5-AGAAAGCTGGGTCGTGGCTGCTCTGGTCCCT -3

O fragmento do promotor com os sitios de recombinacdo attB1 e attB2 foi clonado no
vetor pPDONR221 (Invitrogen®) e depois, por meio de uma rea¢do LR o promotor foi clonado
no vetor de destino pHFS7GW para fusdo com a EGFP e GUS, dando origem a construcdo
Pospor2s:EGFP:GUS (Figura 9). Esse vetor foi posteriormente inserido em Agrobacterium
tumefaciens e utilizado para transformacdo em arroz cv. Nipponbare. Foram obtidas 3
linhagens contendo a construcdo génica de interesse. As sementes da 12 geracdo foram
colocadas para germinar para a obtencdo da 22 geracdo que foi utilizada para os experimentos
de localizacdo tecido-especifica da atuacdo do OsDof25 em diferentes estadios de
desenvolvimento.

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCGGAGAGAGATGAGAGGAACCCAATCCGATCCAGTCCAATCGGATCCGGTCACCACTCCCGACG
CGTCGCGTCGCGTCGCTGTCGCCGAGATCGGTGGTGGTCTCCGCGTCGTCTGCGCGCCGAGCCGTTCGCCCGTGTGCGCCGACGCGCAGCGGAC
GCCGCACAGAGTTTACAAAACCGTACGATAATCTTCTCGGTTCTTAAGACCACGATATATCCGTACGATAATCTTCTCGGTTCCTAAGACCACG
ATATATCTCACGGTAACCGCTAAACCGTGAGACGACGGTAAAGCTCGTCCTAAACAATCCGATGGATTGCGTTGCGCGGCGGCGACGCGGGCAG
CATTGGCGCGGCGCGGCGAGAGGCGGGGGGGATTCGTTCGGTTGCGTGATGCGGCGCGGCAGAGGACAGCAGCAAGGGTGGGGTTGGGTGTGGG
GGCCGCGTGCGTGCGGCGACCGAGACCACCGTCCATGGCCCGGGCGGGGGCCATGTGCTCGGCCGGGGAGGGGTTGGCCCACGGGCGTACGGLC
CATCCCGTTCTGATCCAGTGAAATCCAGGCAGCTCGGCCCCACGCGCCGCGGTCTCGCTACTGCGCCAGTGTACTACTACTGTACCACCTTGCC
GGATTCGATTTCGTCGCATGTTTTTTTCATACGAGGTGGTATCCTCTCACTCTCACCCTCATCCACAGCTGGGCCGGTGAAACTTTGAATTTGA
AGTGCACTTGTTGCAACAAAACGTTTAAATTTTTCGTATTATTTCAAACGTTAGGAGGGGCTCAAAGAAGTCTCGGGTGATTTGAACTGCTCGG
CGGCAGCGGGAGCTGATAGGTCGGCGTCGCGTTGAAACGGCTCGTTTGGTTTTTTTATTGGGTTTCGGTGGATTCGCGTCGTTGGGTTTGGCCG
CTGGGAGCGGGCAGGCAGGCGTCAACAGGGGTGGGGCCCGCACACCGGCGTACGAGGTGGACCCCACTGGACAGACAGCTGCTTGCCTCACGAA
GCATGGCTGCCCAACTAATGCCGTCCGCCCACGTGGCCAACCCGCGACCACCCGCGCCGGTGGCCGACACGGCGCATAGTTCCGTGCCCGAGAC
GATAAGTCCATCCGTCCGAACGGCTCCTCACCCGCCGTGAACCCAACCCACATCCGCTGACGCGTGGGCCACCACGGTGGTTGCCGCCGCCCGL
GTCATCGACGCGAGGAGGGGGGGTGGTAAGTGGGTGGTGGGCCCCACAGGTCGGTCGCTGTCGTCCTCCCCCCTTCGCTAGGCGCCACGCCGGL
GTACGGCGGCGCTAATCGCGGTTAACTGTACAAAATCATGGCCGATCTCGCACGGTGGACGTCGCTGACAGGTGGGACCCGTGGACAGGATGAA
CCGACCGCTGACCCGTGGGCCCCTGGGGGGCGGTGGTGGCGGTATGTATAGGAGTGGGGAGAGTGTACCTCGTGTAACCACCTTCGTCGTCACC
GCGACTGCGACCATAAGAGACTCCCGCTTCCGCCAACCGCCCACCACCCGTTCGACCATTTGCTTGCCCCCGCTCCTCGGTTCCTCCCGACTCC
ACCGGCGCGCGCGCGCGGAGGGACCAGAGCAGCCACGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC

Figura 8. Sequéncia da regido promotora do gene OsDof25 LOC_0s08g38220.1.
(http://www.tigr.org /tdb /e2k1/osal/). Sublinhado representa o produto amplificado da regido
promotora contendo 1607pb.
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Figura 9. Vetor de expressdo da constru¢do Pospor2s:EGFP:GUS usado para transformagéo
das plantas de arroz via Agrobacterium tumefaciens. Este vetor leva o gene de resisténcia a
higromicina (hyg) para selecéo das plantas transformadas.

3.4 Localizacdo Tecido-Especifica do Gene OsDof25

Com o objetivo de identificar os locais de atuacdo do produto génico do OsDof25 em
plantas de arroz, plantas da Linhagem 5 (L#5) transformadas com a constru¢ao Pospofes: GFP:
GUS foram colocadas para germinar em placas de Petri contendo dgua. Foram realizados 0s
estudos de localizacdo ao longo do desenvolvimento das plantas.

As plantas foram coletadas e imergidas na solucdo de coloracdo de GUS composta por
0,5 mg.mL* de X-gluc (4cido glucurdnico); 50 mM de tampéo fosfato pH 7,2; 1 mM de
ferrocianeto de potéssio (K4[Fe(CN)s]); 1 mM de ferricianeto de potassio (CsNsFeKz), 0,05%
de Triton X-100.

Apbs infiltrar a solucdo nos tecidos com o auxilio de uma seringa para remocédo do
oxigénio, as plantas foram incubadas no escuro a 37 °C por 3 horas e logo apds, lavados com
agua destilada. As plantas foram separadas em raiz e parte aérea e fragmentos de 30 mm das
regides de interesse foram embebidos em solugdo fixadora de glutaraldeido onde
permaneceram até a realizagdo do emblocamento.

3.5 Preparo de Células Competentes para Eletroporacéo (DH5a)

O estoque de E. coli DH5a foi inoculado em meio LB sdlido (10g.L™ triptona, 5 g.L*
extrato de levedura e 5 g.L™? NaCl) sélido e incubado durante 16 horas a 37 °C. No dia
seguinte, uma coldnia isolada foi selecionada e inoculada em 5 mL de meio LB liquido e
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mantida sob agitacdo constante a 150 rpm durante 16 horas. No dia seguinte pela manh&, 3
mL da cultura fresca foi inoculada em 300 mL de meio LB liquido acondicionado em
Erlenmeyer de 2 L, mantido a 37 °C sob agitacdo constante a 200 rpm até a cultura atingir
uma DOsoo entre 0,5 a 0,8. Depois de atingida a DOeoo, aliquotas de 50 mL da solucéo de
cultura de células foram acondicionadas em seis tubos de fundo conicos com capacidade de
50 mL e mantidas em descanso em banho de gelo por 30 min. Em seguida, as células foram
sedimentadas a 4.000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas, cuidadosamente com 50 mL de agua destilada estéril gelada, para retirada do
excesso de sais. As células foram novamente sedimentadas como descrito acima e
ressuspendidas em 25 mL de &gua destilada estéril gelada. As células foram entéo
acondicionadas em trés tubos de fundo cbnicos com capacidade de 50 mL e novamente
sedimentadas como descrito acima. O sedimento de cada tubo foi cuidadosamente
ressuspendido com 2 mL de solugdo de glicerol a 10% gelado e as células transferidas para
um unico tubo. Finalmente, as células foram sedimentadas como descrito acima e o sedimento
ressolubilizado em 550 pL de solugdo de glicerol a 10% gelado. A suspensao de células foi
dividida em aliquotas de 40 pL, acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e mantidas em
freezer -80 °C por até seis meses para uso.

3.6 Reagdes de LR Triplo para Obtencéo da Construcdo UBIL:0sDof25:3xHA

A reagéo de LR foi realizada utilizando o kit “Gateway LR Clonase Il Plus Enzyme
Mix” (Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados: 12,5 fmoles do pEN-
UBIL, 12,5 fmoles do pEN-3xHA, 12,5 fmoles pEN-OsDof25 e 25 fmoles do vetor de
destino pH7m34GW. O volume foi elevado para 8 uL com TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM) pH 8,0 e adicionado 2 pL da mistura de enzimas. A mistura da reagéo foi
homogeneizada vagarosamente por pipetagem e a reagdo ocorreu a temperatura ambiente
durante a noite. Depois deste periodo a reacao foi encerrada pela adicdo de 1 pL de solucéo de
Proteinase K (Invitrogen) a 37 °C durante 10 min.
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Figura 10. Vetor de expressdo UBIL:0OsDof25:3xHA usado para transformacdo das plantas
de arroz via Agrobacterium tumefaciens. Este vetor leva o gene de resisténcia a higromicina
(hyg) para selecéo das plantas transformadas.

A fim de caracterizar os clones obtidos, foi realizada a transformacéo de E.coli como
descrito anteriormente para a reacdo BP. O sistema em meio SOC, foi inoculado em meio LB
sélido contendo Espectinomicina (Sp) 50 pg.mL™* e Estreptomicina (Sm) 20 pg.mL™* para
selecdo das células transformadas com o vetor levando a construcdo génica. A confirmacdo da
clonagem foi feita por digestdo dos plasmidios com enzimas de restri¢ao.

3.7 Preparo de Agrobacterium tumefaciens Competente

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB
solido (5 g.L ! extrato de carne, 1 g.L* extrato de levedura, 5 g.L peptona, 5 g.L™ sacarose,
0,5 g.L* MgCl; e bacto agar a 1.5%) contendo 100 pg mL™* de rifamicina (Rf) e 40 ug mL™*
de gentamicina (Gm), e incubado a 28 °C por 24 horas. Foi transferida apenas uma colbnia
isolada para um tubo conicos de 50 mL contendo 3 mL de meio YEB (Rf/Gm) que foi
incubado a 28°C com agitacdo de 150 rpm por 48 horas. Pela manha do dia seguinte, 2 mL da
cultura fresca foi inoculada em 50 mL de meio YEB contendo Rf e Gm em Erlenmeyer de
250 mL. A incubacdo foi realizada a 28 °C sob agitacdo constante de 150 rpm até atingir uma
DOsoo de aproximadamente 0,6. A cultura foi entdo dividida em dois tubos cénicos de 50 mL
e incubada no gelo por 20 minutos. Em seguida, as células foram sedimentadas a 1.000g por 5
min. a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 pL de uma
solugdo contendo 20 mM CaClz e p/v de glicerol 10%. As células foram divididas em
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aliquotas de 100 pL acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5 mL e mantidas em freezer
-80 °C por até um ano de uso.

3.8 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Depois de confirmadas as construgdes génicas, estas foram transferidas para células de
A. tumefaciens estirpe LBA4404 como descrito a seguir.

Foi adicionado 1 pg de plasmidio a 100 pL de suspensdo de A. tumefaciens
competente. A mistura foi homogeneizada suavemente e incubada no gelo por 30 min. As
células com o plasmidio foram congeladas em nitrogénio liquido por cinco min. e, em
seguida, incubadas a 37 °C em banho-maria por mais cinco min. ApoGs este tempo, foi
adicionado 1 mL de meio YEB e as células foram mantidas a 28 °C, com agita¢do constante a
150 rpm durante duas horas. O sistema resultante (1 mL) foi inoculado em meio YEB sélido
com os antibidticos correspondentes a construcéo (Sp/Sm) mais Rf (100 pg.mL™) e Gm (40
ug.mL™?). As placas foram incubadas a 28 °C até o aparecimento de colonias (dois a trés dias
depois). A transformacéo foi confirmada por PCR de col6nia.

3.9 Transformacéao de Arroz Mediada por Agrobacterium tumefaciens

Foi utilizado o protocolo descrito por Toki et al. (2006) para o processo de
transformacéo de plantas de arroz cv. Nipponbare com as construgdes desejadas.

O método para transformacéo de arroz se baseia na producédo de calos embriogénicos
provenientes da regido do escutelo de sementes de arroz germinadas em meio nutritivo N6D
contendo acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Figura 11. Processo de indugéo de calos embriogénicos de arroz. a) Sementes de arroz cv.
Nipponbare dispostas em meio inducdo de calos (N6D) contendo auxina (100 mg L* de
2,4D) como regulador para inducdo de calos embriogénicos; b) e c) Calos em estadio de
desenvolvimento apds 14 dias no meio N6D, alguns calos possuem a caracteristica fridvel
desejada. Fotos do autor.

O método de cultura de tecidos facilita 0 processo de transformacéo de plantas via A.
tumefaciens, proporcionando a obtencdo de um grande nimero de eventos de transformacéo.
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A embriogénese somética é um dos métodos de cultivo de tecidos para a obtencdo de
embrides onde se utiliza células somaticas (ndo reprodutivas) obtidas de tecido vegetal que ao
passar por processo de diferenciacdo dao origem a células totipotentes (capazes de sofrer
diferenciacéo). Hiei et al. (1994) foram os primeiros autores a demonstrar a eficiéncia da A.
tumefaciens na transformacgdo de arroz. Esses autores conseguiram um grande nimero de
plantas de arroz transgénicas, morfologicamente normais, férteis por co-cultivo de tecidos de
arroz com A. tumefaciens. Em particular, observaram que os calos induzidos a partir do
escutelo de sementes de frutos maduros obteve-se melhores resultados em comparacdo com
os diferentes tecidos analisados.

Para a transformacdo de plantas de arroz cv. Nipponbare, 300 sementes foram
descascadas e submetidas a desinfestacdo descrita a seguir. Primeiramente, as sementes foram
lavadas com etanol 70%, por inversdo durante um minuto. Em seguida, foram realizadas duas
lavagens de 15 min cada com hipoclorito de sédio a 2,5% p/v, onde a primeira recebeu Tween
20 a 0,05% v/v. Entre as lavagens com hipoclorito de sédio, foram realizadas lavagem com
agua destilada estéril por 5 vezes. Ao final da segunda lavagem com hipoclorito, as sementes
foram lavadas com agua estéril por 6 vezes de um min cada até a eliminacdo de todos e de
qualquer residuo de hipoclorito de sédio.

Foram distribuidas de 25 a 30 sementes por placas de Petri contendo o meio de
cultivo para inducéo de calos embriogénicos N6D (Toki et al., 2006) modificado contendo
2,4D a 100 mg L (Item 7.1). As sementes foram mantidas nesse processo de inducdo de
calos embriogénicos em meio de cultivo N6D durante duas semanas a 32 °C com luz
constante.

A formacdo de calos embriogénicos oriundos da regido do escutelo a partir da
germinacdo de sementes de arroz em meio N6D de indugdo com o regulador 2,4D, teve inicio
entre 3 e 5 dias de cultivo (Figura 11a). Aos quatorzes dias houve a formacdo de uma massa
celular fridvel de coloracdo amarelo claro e estruturas globulares na superficie do calo, neste
momento os calos ja estdo aptos para serem transformados através de A. tumefaciens (Figura
11bec).

Apbs o periodo de inducdo, os calos formados sdo postos em meio liqguido AAM
(Item 7.2) na presenca de A. tumefaciens diluida para a DOgoo de 0,1 e ap0s trés minutos o
excesso de meio foi drenado em papel filtro (Figura 12¢). Foram utilizadas trés coldnias
positivas crescidas em meio YEB para o processo de infecgdo. Apds a remocgao do excesso de
meio AAM, os calos foram dispostos em meio N6D coberto com papel de filtro estéril e
umedecido com meio AAM com adicdo de acetosseringona (19,2 mg L) que atua na
ativagdo dos genes de viruléncia presentes na A. tumefaciens (Figura 13).
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Figura 12. Calos embriogénicos de arroz em contato com a solucdo contendo A. tumefaciens
para que ocorra a transferéncia do gene de interesse. a) Trés diferentes colnias positivas
para construgdo génica de interesse crescidas em meio YEB; b) Calos inoculados com A.
tumefaciens em meio AAM; c) Calos embriogénicos oriundos de semente de arroz,
colocados sobre papel filtro para drenagem do excesso de meio AAM contendo A.
tumefaciens. Fotos do autor.

A transformacdo génica de monocotileddneas e dicotiledoneas mediada por A.
tumefaciens possui inGmeras vantagens sobre outros métodos de transformacdo,
primeiramente pela integracdo do gene no genoma do hospedeiro ser precisa e a possibilidade
de integracdo de segmentos relativamente grandes de T-DNA nos cromossomos da planta
com a ocorréncia de rearranjos minimos, além de proporcionar a inser¢cdo de um pequeno
numero de copias do gene, e uma alta eficiéncia de transformacdo com maior nivel de
expressao do transgene (Hiei et al., 1997; Vega et al., 2008).

Os calos retirados do meio de co-cultivo N6D-As (Item 7.1) e lavados com é&gua
destilada estéril e solucdo contendo carbenicilina (400 mg L™) para eliminagdo da A.
tumefaciens foram transferidos para meio de sele¢do contendo higromicina (50 mg L) para
eliminar os calos que ndo possuiam a construgdo génica (Figura 13b). Dessa forma apenas
calos que receberam a construcdo génica contendo o marcador de selecdo a higromicina
mantiveram o desenvolvimento e a proliferacdo no meio.
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Figura 13. Etapas do processo de transferéncia génica para calos embriogénicos de arroz. a)
Calos embriogénicos dispostos em meio N6D-As com A. tumefaciens contendo a construgao
génica de interesse; b) Calos em meio de selecdo N6D, contendo antibiotico carbenicilina
(400 mg L1), para a completa eliminagdo da A. tumefaciens e higromicina (50 mg L™) para
selecionar os calos que possuiam o0 gene resistente ao antibiotico. Fotos do autor.

Os calos que permaneceram por duas semanas em meio de selecdo contendo agente
seletivo (higromicina 50 mg L™) e apresentaram desenvolvimento e coloragdo mais clara
foram isolados em grupos mantendo os calos selecionados agrupados conforme o seu
desenvolvimento e transferidos para um meio de regeneracdo RE-IIl (Item 7.1) por
aproximadamente duas semanas, onde alguns apresentaram regeneracdo de parte aérea
(Figura 14). Aos cinco a sete dias apds a transferéncia dos calos pode-se observar o
surgimento de pontuacOes de coloragdo verde clara, indicando inicio do processo de
diferencia¢do dos calos denominados “greenspots” (Figura 14a). Na Figura 14b pode ser
observada plantula com parte aérea totalmente regenerada apta para ser transferida para o
meio de inducdo de raizes HF (Item 7.1). As plantas regeneradas foram numeradas conforme
ordem de transferéncia para casa de vegetacdo onde permaneceram até o final do ciclo (Figura
14c).
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Figura 14. Regeneracdo de plantas de arroz a partir de calos embiogénicos transformados
pela insercdo do T-DNA. a) Formagao dos “greenspots” indicando 0 inicio do processo de
diferenciacdo dos calos embriogénicos. Meio de regeneracdo de parte aérea RE-III; b)
Plantulas de arroz expressando o fator de transcricdo OsDof25, regeneradas a partir de calos
embriogénicos cultivados em meio de regeneracdo de parte aérea RE-III; ¢) Planta de arroz
completamente regenerada em meio de inducdo de raizes HF. Fotos do autor.

Todas as linhagens transgénicas obtidas passaram por uma avaliacdo para identificar
aquelas que apresentaram segregacao 3:1 na geracao T2 e possivelmente uma copia do gene.
As sementes das plantas que passaram pelo procedimento de transformacdo foram chamadas
de T1, e as sementes das linhagens T1 deram origem a geracdo T2 onde ja foi possivel
observar a segregacéo e separar as plantas homozigotas. Aproximadamente 20 a 30 plantas de
cada linhagem que apresentaram desenvolvimento satisfatorio foram cultivadas em vasos
contendo 9 L e suas sementes foram coletadas individualmente. Foi realizado novo teste de
segregacdo, onde apenas plantas com 100% de sobrevivéncia, ou seja, em homozigose para a
construcdo de interesse foram selecionadas para obtencdo da geracdo T3, das quais as
sementes foram coletadas para posterior condugdo dos experimentos.

As linhagens obtidas e selecionadas durante o processo de transformacgdo foram
denominadas de L#1 a L#10 para a constru¢cdo UBIL:OSDof25:3xHA e L#1 a L#5 para a
construgdo Pospor2s:GFP:GUS.

3.10 Anadlise do Efeito do Fator de Transcricdo OsDof25 sobre a Expressdao dos
Transportadores de NH4* e Enzimas do Metabolismo de N

Plantas de arroz (Oryza sativa L. cv Nipponbare), transformadas com a construcéo
génica Ubil:0sDof25:3xHA e tipo selvagem, foram cultivadas sob diferentes concentracdes
de N em solucédo. Para avaliacdo da absorcédo e assimilacdo foram utilizadas plantas com 21
DAG, considerando plantas em pleno crescimento vegetativo. As plantas de arroz foram
cultivadas em meio hidropénico com concentragdes constante de N. As plantas foram
cultivadas inicialmente em solugdes contendo 2 mM de N-NH4" com trocas de solugdo sendo
realizadas a cada trés dias. Em ambos os tratamentos plantas foram mantidas nas condi¢cfes de
conducdo do experimento assim como outro grupo de plantas sofreram um periodo de
deplecdo de N e sem seguida a outra parte recebeu ressuprimento simulando alta e baixa
concentracdo de N por duas horas e depois coletadas, como pode ser verificado na Figura 15.
Em ambos os casos, as plantas foram crescidas em solucdo de Hoagland e Arnon (1950)
modificada com %2 da forca i6nica, onde foram coletadas parte aérea e sistema radicular e

29



armazenadas em etanol 80% e nitrogénio liquido para avaliacdo de metabdlitos sollveis,
expressao génica e atividade de enzimas do metabolismo de N e C. Detalhes destas anélises
estéo descritas nos itens seguintes.

18 DAG 21 DAG 2h
2 mM N-NH,*
s/N
s/N 0,2 mM N-NH,*
s/N 2,0 mM N-NH,*

Figura 15. Esquema experimental usando plantas de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare e
linhagens expressando o fator de transcricdo OsDof25 para andlise da expressdo dos
transportadores de NH4" e enzimas do metabolismo de Nitrogénio e de Carbono.

3.11 Anadlise de Metabolitos Sollveis

Amostras de material coletado de partes aérea e raiz de cada planta de arroz, foram
trituradas e homogeneizadas em etanol 80% e, apds filtragem foram submetidas a particdo
com cloroférmio (Fernandes, 1984). A fracdo hidrossoluvel obtida foi utilizada para a
determinacdo dos teores de aminoacidos livres (Yemm & Cocking, 1955), N-NH4" (Felker et
al., 1977) e acucares soltveis (Yemm & Willis, 1957).

3.12 Extracédo de Proteina

As amostras obtidas de tecido vegetal foram maceradas em N liquido e
homogeneizadas em tampéo de extracdo na proporcdo 3:1 (tamp&o:amostra). O tampdo de
extracdo foi composto por 50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 1,0 de mM EDTA, 1,5% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP), 10 mM de dithiothreitol (DTT), 30% de glicerol e 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF). O homogenato foi centrifugado a 14.000g durante 30
min. e o sobrenadante armazenado no freezer — 80 °C para posterior analise. O contetdo de
proteina foi determinado como descrito por Bradford (1976), usando albumina de soro bovino
como padréo.

3.13 Determinacdo da Atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH)-Aminacédo e
Desaminacao

Os ensaios foram realizados como descrito por Turano et al. (1996). Na reacdo de
aminacéo, a atividade da GDH foi determinada em 500 pL de solu¢do contendo 100 mM de
Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de (NH4)2SO4; 13 mM de a-cetoglutarato; 0,25 mM de NADH; 1
mM de CaCl; e 50 pg de proteina. A reagéo foi iniciada com a adigéo do extrato e a cinética
da atividade foi determinada em dois minutos com registro a cada 5 segundos. A atividade foi
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expressa pela taxa de decréscimo da absorbancia com o tempo a 340 nm. Na reacdo de
desaminacdo, a atividade da GDH foi determinada em 500 pyL de uma solucéo contendo 100
mM de Tris-HCI pH 9,3; 35 mM de L-glutamato; 0,25 mM de NAD"; 1 mM de CaCl; e 50 ug
de proteina. A reacao foi iniciada com a adicdo da proteina e a cinética a mesma da reacao de
aminacédo. A atividade foi expressa pela taxa de incremento da absorbancia pelo tempo a 340
nm.

3.14 Determinacdo da Atividade de Glutamina Sintetase (GS)

Os ensaios foram realizados como descrito por Farnden e Robertsen (1980). Os
ensaios foram realizados em 450 pL de uma solucdo contendo 50 mM de imidazol-HCI pH
7,5, 5 mM de hidroxilamina neutralizada com Tris; 20 mM de MgCly; 25 mM de L-
glutamato; 5 mM de B-mercaptoetanol e 5 mM de ATP. O controle da reagéo foi realizado
sem a adicdo de ATP no meio de reacdo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 pg de
proteina totalizando 500 uL de reacdo e conduzida a 30°C durante 30 minutos. A reacdo foi
paralisada pela adicdo de 350 pL de uma solucdo composta por 4% (p/v) de é&cido
tricloroacético (TCA) e 3,2% (p/v) de cloreto férrico anidro (FeCls) preparada em 0,5 N de
HCI. O y-glutamil hidroxamato (GHD) foi colorimetricamente determinado em A=540 nm. A
atividade de GS foi determinada pela concentracdo de GHD por mg de proteina por minuto.

3.15 Determinacdo da Atividade da Isocitrato Desidrogenase NAD*/NADP*-dependente

Os ensaios da isocitrato desidrogenase NADP*-dependente foram realizados como
descrito por Schiavon et al. (2008). A atividade foi determinada em 500 uL de uma solucéo
contendo 88 mM de Imidazol-HCI pH 8,0; 3,5mM de MgClz; 0,41 mM de NADP™; 0,55 mM
de isocitrato de sodio e 50 pg de proteina. A reagdo foi iniciada com a adicdo do extrato
proteico e uma cinética foi realizada a cada 5 segundo durante dois minutos. A atividade da
Isocitrato Desidrogenase NAD*-dependente foi determinada em 500 uL de uma solugdo
contendo 88 mM de Imidazol-HCI pH 8,0; 3,5 mM de MgCly; 0,41 mM de NAD*; 0,55 mM
de isocitrato de sodio e 50 ug de proteina. A atividade foi expressa pela taxa de acréscimo da
densidade dtica a 340 nm pelo tempo.

3.16 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampdo NTES (0,2 M de Tris-Cl pH 8,0; 25 mM
de EDTA pH 8,0; 0,3 M de NaCl; 2% (p/v) de SDS). Amostras de folha e raiz foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em uma mistura contendo 600 pL de
solucéo fenol:cloroformio:alcool isoamilico e 800 pL de tampdo NTES por 10 minutos em
vortéx e posteriormente centrifugacdo a 18.000g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo contendo 500uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e
novamente centrifugado por 20 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo vazio
onde o RNA total foi precipitado pela adi¢do de 1/10 volume de acetato de sodio 3 M pH 4,8
(NaOACcperc) e 1 volume de isopropanol puro. A mistura foi mantida a -80 °C por 1 hora
seguida de centrifugagédo a 18.000g por 20 min. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi
lavado em etanol 70% e centrifugado a 18.000g por 10 min. O precipitado foi solubilizado em
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400 puL H2Operc € novamente precipitado com 400 pL de cloreto de litio 4 M pH 4,8
(LiClpepc) durante 16 horas a 4°C. Decorrido esse periodo a solucdo foi centrifugada a
18.000g por 20 min e o precipitado foi novamente solubilizado em 450 pL H2Opepc. Apos a
completa dissolucdo foram adicionado 50 pL de acetato de sédio 3M pH 4,8 (NaOAC perc) €
1000 pL de etanol absoluto. A mistura foi mantida por 60 minutos a -80 °C e centrifugada a
18.000g por 20 min. O precipitado foi lavado com etanol 70% e, ap0s a secagem, solubilizado
em 30 pL de H2Operc € € 0 sistema foi armazenado a -80 °C.

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop 2000c e apos a
quantificacdo, foram visualizadas amostras de cada extracdo em gel de agarose (1%), para
deteccdo de possiveis sinais de degradacdo e contaminacdo com DNA.

3.17 Tratamento com DNase I, Sintese do cDNA e PCR em Tempo Real

Meio micrograma de RNA total foram tratados com DNase (“DNase | Amplification
Grade — Invitrogen™”) seguindo as instru¢Oes do fabricante. Inicialmente foi preparada uma
solugdo estoque de 10 pLde RNA com concentracdo de 0,5 pg.uL™, para padronizagdo das
amostras. Um microlitro de solugdo contendo 0,5 pg de RNA foi misturado com 0,5 pL do
tampdo de reacdo da DNase | 10X, 0,5 pL da DNase | e avolumado para 5 pL. A incubacéo
da reacdo foi conduzida a 25 °C por 15 min, seguida da adi¢do de 0,5 uL de EDTA 25 mM
(Solucéo de parada) e posterior inativacdo da DNase | a 70 °C por 10 minutos. A reacdo de
sintese do ¢cDNA foi realizada com o kit “TagMan® Reverse Transcription Reagents”
(Applied Biosystem) seguindo as instru¢des do fabricante.

Os genes da Actina (Actin 11) e aEF-1a (Eukaryotic elongation factorl-alpha) foram
utilizados como padrdo interno nas reacfes de PCR devido a sua maior estabilidade em
diferentes tecidos (Jain et al., 2006). As reac6es foram efetuadas no aparelho “StepOne Real-
Time PCR System” (“Applied Biosystems”) utilizando o “kit Power SYBR® Green PCR
Master Mix” (“Applied Biosystems”) seguindo as recomendagfes do fabricante. Todas as
reacfes foram feitas em duplicata referentes a quatro réplicas biol6gicas. A reacdo foi
montada em placas de PCR da seguinte maneira: 4 pL do tampdo “Power SYBR Green PCR
Master Mix”” 2X, 2 uL de uma solucdo de “primers” 3,6 UM cada e 2 puL do cDNA diluido,
com volume final de 8 pL. A placa foi selada com filme 6tico apropriado, agitada por trés
minutos em vortex proprio e centrifugada a 3.000g por 3 min a 25 °C. Cada reacdo foi
conduzida por: dez minutos a 95 °C, quarenta ciclos de amplificacdo com 95 °C por 15
segundos e 60 °C por um minuto. Uma curva de dissocia¢ao (“melting”’) foi adicionada a
programacdo para identificar possiveis amplificacdes inespecificas.

3.18 Desenho dos Iniciadores para os Estudos de Expressdo génica

Foram sintetisados iniciadores para 0s genes que codificam para os transportadores
de membrana de amoénio (OsAMT1.1, OsAMT1.2 e OsAMT1.3) (Duan et al., 2007). Além
disso, foi analisada a expressdo de genes chaves do metabolismo de N (OsGS1,2, OsGS2 e
OsNADHGOGAT1) (Tabela 4).
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Tabela 4. Sequéncias dos inicadores (“forward e reverse”) usados nas reagcdes de PCR em

tempo real e as respectivas referéncias.

Primer Reverse

Referéncia

Gene Primer Forward
OsDof25 5"-ACTCGTTCACGGACCTCCT-3’
OsAMTL.1 5°-GGTCATCTTCGGGTGGGTCA-3’
OsAMTL1.2 5°-GAAGCACATGCCGCAGACA-3’
OsAMTL1.3 5’-GCGAACGCGACGGACTA-3’
0sGS1;2 5-TGATGTGCGACTGCTACACG-3'
OsNADHGOGAT1 5’-GTGCAGCCTGTTGCAGCATAAA-3
0sGs2 5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3'
eEF-la 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT 3'
OsActinll 5'-CAGCCACACTGTCCCCATCTA-3'

5’-CTTGGTGATGGACGGGTAGT-3’

5’-CGTGCCGTGTCAGGTCCAT-3”

5’-GACGCCCGACTTGAACAGC-3’

5’-GACCTGTGGGACCTGCTTG-3

5-TACCATGGCACCTCAGCAAC-3

5’-CGGCATTTCACCATGCAAATC-3’

5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3

5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3

5'-AGCAAGGTCGAGACGAAGGA-3'

Santos (2009)
Duan et al., (2007)
Duan et al., (2007)
Duan et al., (2007)
Zhao et al. (2006).
Zhao et al. (2006).
Zhao et al. (2006).
Jain et al., (2006)

Jain et al., (2006)

A especificidade dos iniciadores foi analisada por alinhamento das sequéncias nos
bancos de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e experimentalmente ao fim da reacédo
de PCR durante a “curva de melting” onde todos os iniciadores apresentaram especificidade

para cada gene analisado.

33



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de Segregacao

As sementes das diferentes linhagens com as construgdes Ubil:OsDof25:3xHA e
Pospof2s:EGFP:GUS foram utilizadas para a realizacdo de testes de segregacdo a fim de
identificar possiveis homozigotas entre as plantas obtidas.

Figura 16. Sequéncia de germinagdo de plantulas de arroz em solugdo contendo antibi6tico
de selecdo das linhagens transformadas. a) Sementes das linhagens transformadas em placa
de Petri germinadas com algoddo embebido em é&gua destilada e Timetim (200 mg L™2); b)
Plantulas nao transformadas com 14 DAG em placa de Petri contendo higromicina (50 pg
mL1) e ¢) Plantulas homozigotas para a construcdo génica de interesse. Fotos do autor.

As sementes de cada linhagem foram previamente descascadas e desinfestadas com
hipoclorito 2,5% e dispostas com aproximadamente 20 sementes por placa. Com cinco DAG,
as plantulas foram transferidas para nova placa contendo Timetim (200 mg L) e higromicina
(50 pg mL™?) para selecdo apenas das plantulas transformadas. As plantas foram mantidas
nessa condicdo durante 14 dias (Figura 16a). A partir dai procedeu-se a contagem das plantas
vivas e plantas mortas. As plantas consideradas mortas apresentam, principalmente, necrose
na regido de emissdo da parte aérea (Figura 16b).

Dentre as 10 linhagens obtidas transformadas com a construcdo Ubil:OsDof25:3xHA,
as linhagens L#2, L#3, L#4 e L#6 foram desconsideradas por apresentarem problemas no seu
desenvolvimento ou baixa producdo de grdos. Sendo previamente selecionadas as linhagens
L#5, L#7, L#8, L#9 e L#10.
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Tabela 5. Segregacdo das linhagens superexpressando o fator de transcricdo OsDof25 na 22
geracdo (UBIL:OsDof25:3xHA).

Linhagens T1  Linhagens T2 Vivas Mortas Segregacao
L#5.1 23 0 0,00
L#5 L#5.2 50 10 5,00
L#5.3 21 9 2,33
L#7.22 47 10 4,70
L#7.36 44 13 3,38
L#7 L#7.37 35 11 3,18
L#7.40 45 0 0,00
L#7.41 48 0 0,00
L#8.4 38 0 0
L#8 L#8.6 32 12 2,67
L#8.20 33 0 0,00
L#9.1 33 0 0,00
L#9.2 27 8 3,38
L#9.3 11 6 1,83
L#9 L#9.4 58 15 3,87
L#9.6 35 0 0,00
L#9.10 27 0 0,00
L#9.12 23 9 2,56
L#10.1 25 8 3,13
L#10 L#10.8 35 0 0,00

Durante a avaliacdo da segregacdo na geracdo T2, foram selecionadas apenas plantas
que apresentaram 100% de sobrevivéncia, ou seja, em homozigose para a constru¢cdo com o
gene de interesse. Dentre elas foram selecionadas as linhagens L#1.1, L#5.1, L#7.40, L#7.41,
L#8.4, L#8.20, L#9.1, L#9.6, L#9.10 e L#10.8 (Tabela 5).

As linhagens selecionadas foram cultivadas em casa de vegetacdo até a obtencdo a
terceira geracdo (T3), cujas sementes foram empregadas nas anéalises posteriores.

Para as plantas que receberam a construcao para os estudos de localizacdo a primeira
geragdo de plantas transformadas com a construgdo Pospor2s:EGFP:GUS foram multiplicadas
em casa de vegetacdo, sendo utilizada a segunda geracao para realizagdo dos experimentos de
localizacdo. As trés linhagens obtidas apds o processo de transformacdo (L#1, L#3 e L#5)
apresentaram uma baixa taxa de segregacdo na segunda geracdo o que pode indicar que estas
plantas receberam mais de uma copia do gene.

4.2 Caracterizacdo Genética e Morfoldgica das Plantas Transformadas

Com a finalidade de verificar o nivel de expressdo do fator de transcricdo OsDof25
nas plantas transformadas, foram coletadas amostras de tecido da parte aérea das plantas
cultivas em casa de vegetacdo ao final do periodo vegetativo da geracdo T2. Considerando
que o promotor da Ubiquitinal de milho utilizado na construcdo génica se caracteriza como
um promotor forte e constitutivo, ou seja, possui alta afinidade de ligacdo dos fatores de
Ttranscricdo gerais a sequéncia promotora e direciona a expressao para todos os tecidos da
planta durante os varios estadios de desenvolvimento.
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As linhagens L#8 e L#5 apresentaram os maiores niveis de expressdo do fator de
transcricdo OsDof25, com valores de 8 e 4 vezes superiores da planta tipo selvagem,
respectivamente, as linhagens L#9, L#10 e L#7 apresentaram aumento de expresséo de 4 a 2
vezes em comparacao com o tipo selvagem (Figura 17).

Além dos niveis de expressdo, foram considerados outros padrdes morfoldgicos na
selecdo das linhagens. As linhagens L#5.1 e L#7.40 apresentaram desenvolvimento inferior a

planta tipo selvagem, tanto para a massa da parte aérea quando para massa de raizes (Figura
18 e Figura 19).
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Figura 17. Expressao relativa do fator de transcricdo OsDof25 na parte aérea de plantas de
arroz cultivadas em casa de vegetacdo da cv. Nipponbare transformadas (L#5.1, L#7.40,
L#8.20, L#9.6 e L#10.8) geracdo T2 e ndo transformada (tipo selvagem, WT). O gene da
Actina (OsAct11-NM_197297) foi utilizado como padrao interno nas reagdes de PCR.

Analisando o efeito do fator de transcrigdo ZmDofl em plantas de arroz, Kurai et al.
(2011) ndo foram capazes de selecionar linhagens homozigotas nas geracdes T1 e T2 devido a
alta instabilidade nos niveis de expressao e a presenca de individuos heterozigotos. Os autores
ainda verificaram que apenas plantas com maultiplas insercdes apresentavam altos niveis de
expressao e que na maioria dos casos geravam linhagens de baixo rendimento produtivo. O
que levou a selecdo de linhagens que apresentavam nivel de expressdo mediano em
comparacdo com as demais linhagens.

Avaliando a segregacgéo entre plantas de arroz geneticamente modificadas e plantas
de arroz vermelho, uma praga comum em regides de cultivo de arroz, Serrat et al. (2013)
verificaram que o0 cruzamento entre ambas as variedades suprimia as caracteristicas
fenotipicas que diferem o arroz vermelho da variedade geneticamente modificada. Dessa
forma somente na segunda geragdo ap0s o cruzamento foi possivel observar as caracteristicas
do arroz vermelho, indicando que individuos heterozigotos podem apresentar uma supressao
de algumas caracteristicas.
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Com base nestes resultados descritos na literatura, no presente trabalho buscou-se
selecionar linhagens transgénicas homozigéticas de arroz de modo a garantir a estabilidade do
transgene e sua expressao.

Y "
WT #1111 L#5.1 L#7 .40 L#8.20 L#9.6

‘\

Figura 18. Comparagéo entre o sistema radicular de plantas de arroz tipo selvagem da cv.
Nipponbare (WT) e linhagens transformadas (L#1.1, L#5.1, L#7.40, L#8.20, L#9.6 e
L#10.8) transformadas com o gene OsDof25.

Neste trabalho, todas as linhagens transformadas apresentam um retardo na
germinacdo, gerando um atraso de dois a trés dias quando comparadas com as plantas WT.
Como esse efeito esteve presente em todas as linhagens, foi considerado como uma
caracteristica da transformacdo com o gene OsDof25 sob o controle do promotor UBI1, e/ou
um efeito do marcador de selecdo presente no cassete de expressdo das linhagens
transformadas.
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Figura 19. Comparacdo entre massa fresca de raiz e da parte aérea de plantas de
arroz tipo selvagem da cv. Nipponbare (WT) e linhagens transformadas com o gene OsDof25
cultivadas por 14 dias em solucdo nutritiva contendo 1mM de NHsNOs. Barras verticais
representam o erro padrdo referentes a média de quatros repeticdes.

Outra caracteristica verificada entre as linhagens transformadas com o gene OsDof25
foi que todas as linhagens apresentaram uma antecipacao do periodo reprodutivo de sete a dez
dias quando comparadas a tipo selvagem. Esse periodo de antecipacdo acompanhou o periodo
de enchimento e maturacdo dos grdos. De forma geral, a L#1.1 teve o inicio do periodo
reprodutivo aos 73 DAG, enquanto as demais linhagens iniciaram o periodo reprodutivo aos
76 DAG. Ja as plantas tipo selvagem atingiram o periodo reprodutivo aos 83 DAG.

Todas as linhagens atingiram a maturacao dos graos aos 109 DAG, ja as plantas tipo
selvagem atingiram a maturagéo dos gréos aos 116 DAG.
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4.3 Efeito Antagonista da Superexpressao do OsDof25 Sobre o OsDof26.

O perfil antagonista de genes da familia Dof tem sido demonstrado em diversos
trabalhos, atuando diretamente em alteracdes no desenvolvimento das plantas e em diferentes
fases do seu ciclo. Os genes da familia Dof DAG1 e DAG2 foram identificados atuando no
controle da germinacdo apresentando caracteristicas antagénicas (Gualberti et al., 2002),
assim como os genes ZmDofl e ZmDof2 no controle de genes envolvidos no metabolismo de
carbono (Yanagisawa, 2000).

75LOC_0s08g38220.1 OsDof25
78 | 0sIBCD044075
ZmbDof1

ZmDof2

G5

[5g]

LOC_0s09929960.1 OsDof26
‘{ OsIBCD044701

—A
0.005

Figura 20. Arvore de similaridade filogenética do gene de arroz OsDof25 (subsp. japonica
(LOC_0s08g38220.1) e subsp. indica (OsIBCD044075) e OsDof26 (subsp. japonica
(LOC_0s09g29960.1) e subsp. indica (OsIBCD044701), respectivamente, comparadas com
0s genes de milho, ZmDofl e ZmDof2. A é&rvore foi construida utilizando a sequéncia
conservada de 50 aminoacidos do dominio de ligacdo da proteina Dof utilizando o método
neighbor-joining com analise de bootstrapping igual a 1000. Valores de bootstraps sao
indicados na arvore de similaridade quando superiores a 50%. Foram utilizadas as
sequéncias de proteinas do site Plant Transcription Factor database (http://pIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v3.0/)

Os genes ZmDofl e ZmDof2 foram identificados atuando de forma antagbnica no
controle das enzimas Fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), Piruvato ortofosfato diquinase
(PPDK) e na piruvato quinase (PK), modificando a atividade da proteina repdrter CAT
(Chloramphenicol Acetyltransferase) em ensaios no sistema de co-transfeccdo utilizando
diferentes plasmidios efetores em protoplastos de milho (Yanagisawa, 2000).

A identificacdo dos provaveis ort6logos dos fatores de transcricdo de milho, ZmDofl
e ZmDof2, em arroz foi proposta por Santos (2009). Quando foram comparadas as sequéncias
das proteinas dos membros da familia Dof em arroz com os genes descritos por Yanagisawa
(2000). O gene OsDof25 foi identificado como provavel ortélogo do gene ZmDofl e o0 gene
OsDof26 do gene ZmDof2 como pode ser verificado na Figura 20.

A expressdo do gene OsDof26, provavel par antagonista do gene OsDof25, foi
verificada em raizes de arroz (Oryza sativa L. cv Nipponbare) e nas linhagens transformadas
L#9.6 e L#10.8. A transformacdo das plantas de arroz com a construgdo génica
UBIL:0sDof25:3xHA levou a uma repressao do gene OsDof26 (Figura 21), indicando um
comportamento semelhante ao perfil de expressdo observado por Yanagisawa (2000) entre 0s
genes ZmDofl e ZmDof2.
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Figura 21. Efeito da superexpressao do gene OsDof25 sobre a expressdo do gene OsDof26
em raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L. cv Nipponbare). Barras verticais representam
o erro padrdo referentes a média de trés repeticoes.

4.4 Padréo de Expressdo do Gene OsDof25 no Desenvolvimento de Plantas de Arroz.

Atualmente existem bancos de dados disponiveis para consulta de grandes
bibliotecas genémicas, que fornecem um elevado nimero de informacdes sobre localizacéo e
niveis de expressdo génica em diversos organismos. Esses bancos de informagdes acumulam
dados de diversos experimentos de expressdo génica em larga escala, fornecendo dados
referentes a regides anatdbmicas de expressao de genes, seu padrdo de expressdo durante o
desenvolvimento do organismo, além de uma gama de experimentos realizados em diferentes
situacoes. Utilizando a base de dados do Genevestigator
(https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp), foi verificado o padrdo de expressdo do gene
OsDof25 em duas situagdes distintas.

Inicialmente foi verificado o ¢ padrdo de expressdo do gene OsDof25 durante o
desenvolvimento da planta de arroz, verificando em que fases do desenvolvimento da planta o
gene apresenta maiores e menores niveis de expressao (Figura 22B). Com isso, foi possivel
observar um aumento progressivo durante a fase de germinacdo e desenvolvimento inicial das
plantulas com uma reducdo acentuada até o inicio do periodo de perfilhamento. Durante o
perfilhamento o niveis de expressdo do gene OsDof25 se encontram altos, atingindo o seu
maximo durante o inicio da fase reprodutiva.
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Figura 22. Padrdo de expressdo do gene OsDof25 durante o desenvolvimento do arroz em
diferentes tecidos (A) Classificacdo quanto ao nivel de expressdo do gene OsDof25 em
diferentes regibes anatdbmicas de plantas de arroz. (B) Grafico representando os diferentes
niveis de expressdo do gene OsDof25 (LOC_0s08g38220) durante o desenvolvimento de
plantas de arroz. Fonte Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp) banco
de dados sobre desenvolvimento.

Outra estratégia adotada foi verificar os distintos niveis de expressdo do gene
OsDof25 em regides anatbmicas distintas, indicando os 6rgaos onde o gene é expresso (Figura
22A).

4.5 Localizacao Tecido-Especifica da Atuagdo da OsDof25 em Arroz

Com o objetivo de identificar os locais de expressao do fator de transcricdo OsDof25,
sementes de arroz das linhagens transformadas L#3 e L#5 para a constru¢do Pospors: EGFP:
GUS foram germinadas em placas de Petri ¢ contendo agua destilada, sendo coletadas durante
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a fase de desenvolvimento inicial. Apos a coleta essas plantas foram infiltradas em solugdo de
coloracdo de GUS.

Apo6s o periodo de incubagdo de trés e seis horas, nota-se 0 aparecimento de um
precipitado azul nos locais de expressdo do gene, devido a atividade da enzima da enzima -
glucuronidade (GUS) nos tecidos sob o controle do promotor do OsDof25.

Foram identificados inicialmente uma forte atividade da enzima nas regides do
cotilédone, regides proximas aos feixes vasculares na parte aérea e nas raizes principalmente
na emissdo de raizes laterais (Figura 23c).

Foi observado que tanto em raizes quando na parte aérea houve o aparecimento da cor
de azul, principalmente na regido de formacdo dos feixes vasculares (Figura 23). Para uma
melhor percepgao dos locais de expressédo do fator de transcricdo OsDof25, foram utilizadas
cortes histolégicos tanto de regifes das raizes quando da parte aérea para visualizacdo em
microscépio 6tico no campo claro e no campo escuro excitando a proteina GFP (Figura 24).

Figura 23. Localizacdo da expresséo do gene OsDof25 em diferente fases de
desenvolvimento de plantas de arroz. a) Plantula de arroz com aproximadamente 4 DAG,
indicando alto nivel de expressdo no cotilédone; b) Parte aérea de plantula de arroz com
aproximadamente 7 DAG apresentando coloracdo azul na regido dos feixes vasculares; c)
Pontuacgdes de cor azul nas regides de emissdo de raizes laterais e zonas de elongamento
radicular e d) regido da proto-bainha.
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Observando os cortes transversais das folhas, verifica-se uma acentuada expressédo do
gene OsDof25 na epiderme superior das folhas (ep), no meséfilo (mo) e na regido do periciclo
(pc) (Figura 24 C e D).

Figura 24. Cortes anatdmicos de raizes e folha em plantas de arroz transformadas com a
construcdo Pospors: EGFP:GUS. (A-B) Corte transversal da raiz no campo claro (A),
indicando a coloragdo azul devido a atividade da B-glucuronidase e campo escuro (B),
excitando a proteina GFP nas regides da exoderme (ex) e endoderme (en). (C-D) Corte
transversal da folha no campo claro (C), indicando a coloragao azul devido a atividade da [3-
glucuronidase e campo escuro (D), excitando a proteina GFP nas regides da epiderme (ep),
mesofilo foliar (mo) e periciclo (pc). Imagens capturadas em microscopio ético. (E) Regido
do primordio radicular e (F-G) indicando a expressdo do gene na emissdo de pelos
radiculares (pr). Barras horizontais refenrete a medida de 100 um.
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Nas raizes, verifica-se uma forte expressao do gene OsDof25 nas regides da exoderme
(ex) e da endoderme (en) (Figura 24F), regides conhecidas por forte atuacdo dos
transportadores de amonio e agdo das enzimas de assimilacdo OsGS1;2 e NADH-GOGAT1
(Tabuchi et al., 2007). Outra regido de expressao € a dos feixes vasculares, identificadas por
Kichey et al., (2005) em plantas de trigo, como regido de acimulo da proteina NADH-
GOGAT.
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4.6 Efeito da Superexpressdo do Gene OsDof25 na Expressdo dos Transportadores de
Amonio e no Metabolismo de N.

Devido a especializacdo das células das raizes em absorver nutrientes e sua
integracdo em corresponder a demanda metabolica de todo o organismo, a coordenacédo entre
0 transporte de nutrientes pelas raizes e os fotoassimilados produzidos pela fotossintese na
parte aérea é a principal caracteristica de integracdo na absorcdo de nutrientes (Lejay et al.,
2003).

Devido as vérias etapas do seu desenvolvimento e as alteragbes ambientais,
contribuindo para um fluxo sazonal de N, as plantas desenvolveram um sistema sofisticado e
complexo de percepcdo que se coordena para regular a assimilagédo, metabolismo e transporte.
Esse sofisticado controle possui diversos niveis de regulacdo, incluindo controle pos-
transcricional por micro-RNA e pds-traducional (Gutiérrez et al., 2007; Vidal et al., 2010). Ja
foi provado o controle coordenado dos niveis de C e N celular alterando a expressdo de genes
envolvidos em diversos processos como fotossintese, respiracdo e assimilacdo de N (Stitt e
Krapp, 1999, Gutiérrez et at., 2007).

Yanagisawa et al (2004) analisando plantas de A. thaliana superexpressando o fator
de transcricdo ZmDofl, apontaram aumento na quantidades de enzimas envolvidas na
producdo de esqueletos de carbono e um aumento acentuado no teor de aminoacidos,
principalmente glutamina. Isto promoveu aumento na EUN das plantas quando cultivadas em
condigdes limitantes de N (Yanagisawa et al., 2004). Santos et al. (2012) verificaram que 0
fornecimento de N afetou positivamente a expressdo do gene OsDof25 nas raizes de plantas
de A. thaliana transformadas, o que indica uma provavel correlacdo da expressdo do gene
OsDof25 com os niveis internos de C e N.
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Figura 25. Teores de N-NHs" em folha e raiz de plantas de arroz (Oryza sativa L. cv
Nipponbare) tipo selvagem (WT) e linhagens superexpressando o fator de transcrigéo
OsDof25 linhagens L#5.1, L#9.6 e L#10.8 submetidas a tratamento constante com 2,0 mM
de N-NH.". Barras verticais representam o erro padréo referentes a média de trés repeticdes.

Os teores de N-NH4" nos tecidos de raizes apresentaram uma pequena reducao nas
linhagens transformadas quando comparadas a tipo selvagem. O que indica que o0 gene
OsDof25 ndo interfere diretamente na permeabilidade do amo6nio nas membranas de raizes de
arroz. Da mesma forma, Silva (2012) comparando duas linhagens de arroz superexpressando
0 gene OsDof25, verificou que ndo houve diferenca de influxo de aménio nas raizes apos o
ressuprimento com 2,0 mM de NH4" , além de repressdo do transportador OsAMT1;2, que é
induzido ao ressuprimento de amdnio, quando comparado com plantas WT.

46



Os teores de N-amino foram superiores nas linhagens transformadas quando
comparadas com a planta tipo selvagem, tanto nas raizes quando nas folhas (Figura 25),
indicando uma maior taxa de assimilagdo de nitrogénio pelas plantas transformadas.
Resultados também encontrados por Santos et al. (2012) em plantas de A. thaliana
superexpressando o gene OsDof25 e por Yanagisawa et al. (2004) com o gene ZmDof1.
Indicando uma possivel ortologia entre os genes de arroz e milho citados.

Plantas cultivadas com alto suprimento de nitrogénio amoniacal tendem a apresentar
uma forte reducdo nos teores de acgucares soluveis, visto que a assimilacdo do aménio na
formacdo de aminoécidos se d& pela incorporacdo desse ion em esqueletos de carbono,
proporcionando forte correlacdo negativa entre esses metabdlitos (Souza e Fernandes, 2006)
levando a um aumento na relacdo de N na forma de amidas em relacdo a N na forma de
aminoacidos, entretanto ndo houve diferenca entre as linhagens transformadas e néo
transformadas.

Os teores de acUcares sollveis foram muito superiores nas raizes das linhagens
transformadas, chegando a duas vezes os teores encontrados em plantas tipo selvagem
(Figura 25). Isto esta associado aos maiores teores de N na forma de aminoacidos encontrado
nas folhas, isto indicam uma maior coordenacdo das enzimas do metabolismo de carbono,
fornecendo um maior aporte de esqueletos de carbono para as raizes, aumentando a
assimilacdo de amonio.

Durante a conducao do experimento esquematizado na Figura 15 foram mensurados
a massa fresca das raizes, colmo e folhas, além de determinado a relagdo entre massa fresca
de raiz e massa fresca da parte aérea (Tabela 6).
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Tabela 6. Massa fresca (g planta) e razdo raiz: parte aérea (R/PA) de plantas de arroz
da cv. Nipponbare superexpressando o fator de transcricdo OsDof25 nas linhagens
L#5.1, L#9.6 e L#10.8 e planta do tipo selvagem (WT) cultivadas com NH4* seguindo o
esquema experimental do item 3.10. Letras maiusculas diferem entre os tratamentos
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minusculas diferem entre as
linhagens pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

WT L#5.1 L#9.6 L#10.8
Tratamento Massa fresca Raiz
(9. planta®)
20mM Const 1583 Aa 1,580 Aa 1,277 Ab 1,330 Ab
0 mM Def. 2,060Ba 1640Ab 1,645Bb 2,060 Ba
WT L#5.1 L#9.6 L#10.8
Tratamento Massa fresca Colmo
(9. planta®)
2,0mM Const 2747 Aa 2,427 Ab 2,347 Ab 2,283 Ab
OmM Def.  2400Ba 2,067Bb 1,925Bb 2,067 Bb
WT L#5.1 L#9.6 L#10.8
Tratamento Massa fresca Folha
(g. planta™®)
20mM Const 1,600 Aa 1440Ab 1,217 Ab 1,287 Ab
OmM Def. 1410Ba 1,113Bb 1,030Bb 1,053 Bb
WT L#5.1 L#9.6 L#10.8
Tratamento Raz&o raiz: parte aérea
(R/PA)
20mM Const 0,364Aa 0,409 Aa 0,358 Aa 0,373 Aa
OmMDef. 0538Ba 0516 Ba 0,557 Ba 0,660 Ba
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Figura 26. Expressdo relativa dos transportadores de amoénio OsAMT1.1, OsAMT1.2 e
OsAMTL1.3 e das enzimas de assimilacdo de nitrogénio OsGS1.2 e OsSNADH-GOGAT1 em
raizes de plantas de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare (WT) e linhagens transformadas
L#9.6 e L#10.8 com o gene OsDof25 submetidas a diferentes tratamentos: suprimento
constante de 2,0 mM de NH*, deficiéncia de N por 74 horas e ressuprimento com 0,2 e 2,0
mM de NH4" por 2 horas. Barras verticais representam o erro padrdo referentes a média de
trés repeticoes.

A expressdao do transportador de NH." de alta afinidade (AMT1) é sensivel a
concentra¢fes muito baixas de amonio, tendo forte inducdo em concentragGes entre 0,2 e 0,3
mM de nitrogénio na forma amoniacal (Sonoda et al., 2003b) tendo sua méxima inducao as
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duas horas ap0s tratamento. De acordo com Kumar et al. (2003) os trés transportadores de alta
afinidade de NH4* em arroz respondem de forma acentuada quando as plantas sdo cultivadas
em concentragdes de 10 uM de N-NH.*, reduzindo os niveis de expressdo quando transferidas
para uma solucdo de 10mM de N-NH".

O transportador OsAMT1;1 foi caracterizado com o padréo constitutivo de expressdo
em variedades de arroz (Sonoda et al., 2003a) além de ser o transportador que mais contribui
para a absorcdo de NH4*, entretanto, nas condi¢cGes experimentais foi possivel verificar
diferencas de expressdo entre as plantas e os tratamentos. No tratamento de deficiéncia de N,
as plantas apresentaram uma pequena repressdo quando compradas com o tratamento
constante. Ja nos tratamentos de ressuprimento com 0,2 mM e 2,0 mM de NH4" foi possivel
verificar inducdo de até duas vezes, tanto para as linhagens quando para as plantas WT.

O transportador OsAMT1;2 foi caracterizado por Tabuchi et al (2007) atuando
coordenadamente com o transportador OSAMT1;1 no processo de absorcdo de NHs" pelas
raizes de arroz sendo induzido quando a concentracdo de NH4™ no meio externo encontra-se
elevada e atuando como transportador, célula a célula. O aumento da expressdo génica do
OsAMT1;2 ocorre aos 30 minutos ap6s o fornecimento de NH4*, sendo essa expressdo
observada em tipos especificos de células como nas pontas das raizes, exoderme,
esclerénquima, endoderme e periciclo (Sonoda et al ., 2003a).

O transportador OsAMT1;2 responde positivamente ao ressuprimento de NH4"; no
entanto, em elevadas doses, apresentam uma repressdo de transcritos (Sonoda et al., 2003a;
Kumar et al. 2003; Sperandio et al., 2011).

As linhagens transformadas apresentaram um aumento de expressdo modesto para o
transportador OSAMT1;2 quando comparadas com a variedade WT, o que pode estar ligado a
uma menor alteracdo nos teores de aminoacidos apos o ressuprimento, que nas linhagens
L#9.6 e L#10.8 sofreriam menor oscila¢cbes. Mantendo niveis de expressdo semelhantes ao
tratamento controle.

Comparando plantas de arroz quanto ao comportamento dos transportadores de
amonio sob diferentes tratamentos, Sperandio et al. (2011) verificaram uma forte repressédo
dos transportadores de amonio quando plantas que ficaram sob a privacdo de N por 72 horas
foram transferidas para solugdo nutritiva contendo 2,0 mM de NH4*, indicando controle
transcricional dos transportadores OSAMT1 no influxo de NHs" das plantas através da
repressdo desses transportadores quando submetidas a doses elevadas de NH4*. Entretanto
essas mesmas plantas apresentaram alta inducdo dos transportadores quando mantidas sob
deficiéncia de N.

Nas raizes, o transportador OSAMTL1;1 desempenha um importante papel na
absorcdo de NH4" na endoderme e exoderme onde a via apoplastica é bloqueada pelas estrias
de Caspary (Ranathunge et al , 2003). Quando a via apoplastica é bloqueada , 0 NH4* para ser
absorvido tem que atravessar essa barreira, unicamente, através da via simplastica para atingir
o xilema da raiz. Por outro lado, a proteina OSAMTL1;2, um outro membro da familia
OsAMT]1, localiza-se preferencialmente no cértex radicular (Sonoda et al., 2003). Isto sugere
que esta proteina desempenha um papel no transporte de NHs" do cértex para o sistema
vascular do cilindro central das raizes proporcionando seu transporte pelo xilema (Tabuchi et
al., 2007).

O aumento da expressdo do transportador OsAMTL1;1 em plantas de arroz
superexpressando esse gene, levou a um aumento nas concentragdes de NH4"™ tanto nas raizes
quanto nas folhas, levando as plantas transformadas a uma estratégia de aumentar a expressao
dos genes envolvidos na via de assimilacdo de NH4* (Ranathunge et al., 2014). Resultados
semelhantes foram observados pelas linhagens transformadas com o gene OsDof25, sendo
observada ndo s6 um aumento na assimilacdo de amoénio em raizes, mas também, na parte
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aérea. Indicando uma coordenagdo no aumento da expressdo do gene OsAMT1;1 e a enzima
de assimilacdo GS para os tratamentos de ressuprimento com 0,2 e 2,0 mM de NH4* como
visto pela linhagens L#9,6.

A expressao das enzimas de assimilacdo OsGS1;2 e OSNADH-GOGAT1 indicam um
perfil semelhante aos observados pelos transportadores de amonio, para os deferentes
tratamentos e linhagens (Figura 26). A expressdo desses genes também é induzida pelo
fornecimento de amonio, atuando de forma coordenada no processo de absorcdo e
assimilacao.

Plantas de arroz possuem trés isoformas de GS1, dentre essas a OsGS1;1 é expressa
em todos os 6rgdos da planta, ou seja, de raiz, lamina foliar, bainha, e espiguetas, com maior
expressdo no limbo durante a fase vegetativa de crescimento das plantas (Tabuchi et al., 2005)
atuando principalmente durante a fase de senescéncia na recuperacdo do aménio produzido na
degradacdo de compostos. A isoforma OsGS1;2 teve transcritos também detectados em todos
o0s 6rgdos, com maior expressao na raiz seguindo do fornecimento de NH4* durante o inicio
do periodo vegetativo, enquanto OsGS1;3 foi especificamente expresso na espigueta (Tabuchi
et al., 2007). Alem disso, Ishiyama et al., (2004) verificaram que os genes OsGS1;1 e
OsGS1;2 apresentaram expressdo reciprocas ao fornecimento de NH4* raizes.

Diferentemente do que ocorre quando ha fornecimento nitrato, quando a fonte de
nitrogénio ¢ a amoniacal a maior parte do NH4" e absorvido pelas raizes é assimilado
rapidamente por acdo das enzimas do ciclo GS/IGOGAT (Funayama et al., 2013). Dessa forma
0 nitrogénio absorvido € transportado para a parte aérea na forma de aminoécidos e amidas, 0
que leva a uma menor influéncia dos transportadores de amoénio na parte aérea.

O transportador OSAMT1;1 apresentou pouca alteragdo no tratamento constante em
comparacdo entre as linhagens, entretanto nos tratamentos onde houve o periodo de
deficiéncia houve um aumento de expressdo. A expressdo de alguns genes da familia AMT
podem aumentar rapidamente no inicio do periodo de deficiéncia de N, enquanto outros
podem aumentar s6 ap6s uma deficiéncia muito prolongada (Loqué & Von Wirén., 2004).

Em estudos com Arabidopsis, Lejay et al. (1999) identificou que dois genes que
codificam para os transportadores de nitrato, AtNRT1.1 e AtNRT2.1, e que apresentaram
regulacdo na presenca de luz, aumentando o nimero de transcritos durante o dia, seguido de
uma reducdo durante o periodo noturno. O Fornecimento de sacarose durante o inicio do
periodo noturno evitou a reducdo dos transcritos para esses transportadores, contribuindo para
um aumento no influxo de nitrato. Indicando que o suprimento de agucares pode afetar a
resposta a fotossintese sobre a expressdo dos transportadores de nitrato. Resultados
semelhantes foram encontrados por Lejay et al. (2003) para os genes que codificam o0s
transportadores de aménio de Arabidopsis AtAMT1.1, AtAMT1.2 e AtAMTL.3, além de
transportadores de alta afinidade de SO?* AtHst1, de fosfato AtPT1 e AtPT2 e de potassio
AtKup2.

Muito autores relatam um controle coordenado do metabolismo de nitrogénio e de
carbono, onde o aumento do suprimento de carbono para as raizes promove uma maior
absorcéo e assimilacdo de nutrientes (Lejay et al., 1999; Lejay et al., 2003; Coruzzi & Bush,
2001).

A localizacdo de uma Pirofosfatase tipo 1, da familia da AVP1 (Arabidopsis
Vacuolar Pyrophosphatase 1) localizada na plasmalema, foi caracterizada atuando no
complexo formado pelas células companheiras e células do elemento de seiva no floema em
folhas de Arabidopsis. (Paez-Valencia et al., 2011) sendo associada com fenoétipos de plantas
com elevado desenvolvimento e alta atividade fotossintética (Gaxiola et al., 2001; Yang et al.,
2007). A maior atividade fotossintética resultou num maior fornecimento de fotoassimilados
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para o sistema radicular, 0 que promoveu um aumento da absor¢do de nitrogénio e maior
EUN.

Comparando plantas superexpressando o fator de transcricdo OsDof25 e plantas tipo
selvagem de arroz, Silva (2012) observou um aumento de duas vezes na expressdo dos
transportadores OsNRT2.1, OsNRT2.2 e da proteina OsNAR2.1, quando ressupridas com 0,2
mM de NOgz. Esse fato pode estar associado as maiores concentragdo de agucares soluveis
presente nas raizes das plantas transformadas (duas vezes maior). Dessa forma o fator de
transcricdo OsDof25 atuaria no maior fornecimento de fotoassimilados para as raizes,
promovendo a expressao de transportadores e o influxo do nutriente.
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Figura 27. Expresséao relativa dos transportadores de amoénio OsAMT1.1 e OsAMTL1.2 e das
enzimas de assimilagdo de nitrogénio OsGS1.2, OsGS2 e OsNADH-GOGAT1 em folhas de
plantas de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare (WT) e linhagens transformadas L#9.6 e
L#10.8 com o gene OsDof25 submetidas a diferentes tratamentos: suprimento constante de
2,0 mM de NH4", deficiéncia de N por 74 horas e ressuprimento com 0,2 e 2,0 mM de NH4*

por 2 horas . Barras verticais representam o erro padrao referentes a média de trés repeticoes.

A isoforma GS1;2 é o mais expressa em folhas, contudo, a sua expressao no sistema
radicular é fortemente induzida pelo suprimento de aménio. Verificando os locais de
expressdao do gene OsGS1;2, Lothier et al. (2011) identificou que o promotor do gene
0OsGS1;2 dirige a expressao para pequenos feixes vasculares em folhar de arabidopsis e em

53



menor intensidade para o parénquima de folhas maduras. Interferindo no acumulo de
biomassa de plantas submetidas a alto fornecimento de nitrogénio.

Os maiores niveis de expressdo do gene OsGS1;2 foram observados no tratamento
constante 2,0 mM de NH4", sendo reprimida nos tratamentos de deficiéncia, isso se deve pelo
fato do pico de expressdo, ocorrer tardiamente em relacdo os transportadores de amonio
ocorrendo entre trés e quatro horas apds o fornecimento de N (Tabuchi et al., 2005).

4.7 Efeito da Superexpresséo do Gene OsDof25 na Atividade de Enzimas do
Metabolismo de N e Carbono.

Organismos fotossintéticos sdo os principais conversores da energia solar em
moléculas organicas, sustentando a vida na Terra. Apesar de sua importancia, pouco se sabe
sobre a capacidade das plantas em perceber e adaptarem-se as alteragdes de dia e noite, ou
como elas se adaptam a estresses ambientais que comprometem a fotossintese e a producdo de
energia (Baena-Gonzélez et al., 2007).

Plantas possuem sistemas distintos de sinalizacdo de carbono e nitrogénio,
aparentemente controlados por diversos metabolitos como glicose, sacarose, NOs,, NH4", 2-
oxoglutarato, glutamina e glutamato (Foyer et al., 2006).

Entre as trés isoformas da glutamina sintetase citosélica (OsGS1;1, OsGS1,2 e
0OsGS1;3) em plantas de arroz (Oryza sativa L.), o gene da OsGS1;2 é conhecido por ser
expresso principalmente em células da superficie das raizes, tendo um aumento réapido, mas
transitorio, ao fornecimento de NH4*, entretanto uma menor expressdo desse gene foi
observada em outros 6rgaos (Tabuchi et al. 2007).

Cultivadas sobre o suprimento constante de 2,0 mM de NH4", as plantas de arroz
transformadas com o gene OsDof25 apresentaram maior atividade da enzima GS, principal
enzima de assimilacdo do metabolismo de nitrogénio, tanto nas raizes quando na parte aérea
(Figura 28), o que contribuiu para os maiores teores de N-amino totais encontrados nas
folhas. Curiosamente os teores de agucares sollveis nas raizes foram maiores entre as
linhagens transformadas, diferentemente do que ocorre com o alto suprimento de aménio,
onde a necessidade de rapida assimilacdo leva ao maior consumo de esqueletos de carbono
pela assimilacdo no ciclo da GS/GOGAT. O que indica uma maior atividade das enzimas do
metabolismo de carbono no fornecimento de esqueletos de carbono, principalmente 2-OG
para a manutencdo da assimilacdo. Sendo sugerido por alguns autores as enzimas isocitrato
desidrogenase NAD™ dependente como um candidato para gerar 2-OG para esta reagdo
(Abiko et al., 2005) e ainda a isocitrato desidrogenase NADPH dependente (Santos et al.,
2012).
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Figura 28. Atividade da enzima Glutamina sintetase (GS) em plantas de arroz tipo selvagem
cv. Nipponbare (WT) e nas linhagens transformadas L#5.1, L#9.6 e L#10.8 superexpressando
o fator de transcricdo OsDof25 cultivadas com 2,0mM de NH4" constante. Barras verticais
representam o erro padrdo referentes a média de trés repeticdes. Tratamentos identificados
com asterisco (*) diferem entre as linhagens pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Outros fatores de transcricdo ja foram identificados com reguladores da GS.
Avaliando a influéncia do gene PpDof5, sobre a expressdo das isoformas de GS1, GSla e
GS1b de pinus, Rueda-Lopez et al. (2008) verificou um perfil antagonista na regulacdo da
expressdo das isoformas de GS1. Identificando o gene PpDof5 como um repressor da
isoforma GS1a e um promotor da isoforma GS1b. Esses resultados fornecem uma nova ideia
de como um componente transcricional pode controlar a distribuicdo espacial de isoformas
diferentes atuando no processo de assimilagdo de amonio (Rueda-L6pez et al., 2008).

Em plantas de A. thaliana, expressdo do gene ZmDof1 induziu um aumento notavel
do teor de glutamina, o que provocou um aumento do teor de aminoéacidos livres (Yanagisawa
et al., 2004). Resultados semelhantes aos encontrados por Santos et al (2012), que verificou
aumento no teor do aminoéacidos livres, aumento na expressdo das isoformas AtGS1;1 e
AtGS1;3 além de maior atividade de GS nos folhas de arabidopsis cultivadas alto suprimento
de N. Gerando um fen6tipo de clorose quando crescidas em meio MS. Contudo quando essas
mesmas plantas foram cultivadas em subtrado pobre em nitrogénio apresentaram maior
acumulo de massa.

O amoénio absorvidos pelas raizes é assimilado pela enzima GS produzindo
glutamina a partir da incorporacdo do NH4" absorvido a molécula de glutamato. Dessa forma
para fornecer glutamato para a reacdo da GS1, é necessario a acdo conjunta da enzima
GOGAT. Além do gene NADH-GOGAT1 do arroz, Outro gene, OsSNADH-GOGAT2, foi
identificado. O gene OsNADH-GOGAT?2 foi expresso, principalmente, na lamina de folhas
maduras e bainha. Enquanto o gene NADH-GOGAT1 foi identificado sendo expresso em
raizes (Ishiyama et al., 2003) e em 6rgaos em desenvolvimento (Hayakawa et al., 1994). Nas
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raizes, a proteina NADH-GOGAT1 foi detectada em platideos (Hayakawa et al., 1999) e na
epiderme e exoderme de células de raiz ap6s o fornecimento de NH4* (Ishiyama et al., 2003).

Dessa forma os genes da familia de transportadores OsAMT1 e as enzimas de
assimilacdo OsGS1;2, e OsNADH-GOGATL1 apresentam rapido e sequencial aumento de
expressdo ap6s o fornecimento de NH4" nas duas camadas de células da superficie da raiz,
epiderme e exoderme. Isto ocorre porque a estrias de caspary estd localizada entre essas
camadas de células e o cortex radicular (Morita et al., 1996), sendo esse provavelmente a
principal regido de assimilacdo de NH.* (Tabuchi et al., 2007). Este fato esta totalmente de
acordo com o perfil apresentado por esses genes em todos os tratamentos. E possivel verificar
uma total coordenacdo entre a expressdo dos transportadores OsAMT1.1, OsAMT1.2 e
OsAMTL1.3; e as enzimas de assimilagcdo OsGS1;2 e OSNADH-GOGATL.

Observando o local da expressao do gene OsDof25 em plantas transformadas com a
construcdo génica Pospors:EGFP:GUS, por meio do gene repérter da EGFP em cortes do
sistema de radicular (Figura 24F), foi verificado que o gene OsDof25 se expressa justamente
nessa regido anatdémica, formando uma conexdo direta entre os genes das enzimas de
assimilacdo e a expressao do OsDof25.

Quando ocorre uma deficiéncia na assimilacdo, principalmente, em situacdo de
fornecimento de NH4* em elevadas concentrages ou quando do acimulo de NH.*
proveniente de outras reacdes, OsGS1;1 associado a OsFd-GOGAT pode ser responsavel pela
assimilacdo de NH4* em outros tecidos (Ishiyama et al., 2003) como ocorre na regidao dos
feixes vasculares, outro local de expressao do gene OsDof25 (Figura 24 F).

A atividade da Glutamato Sintase (NADH-GOGAT) foi superior nas raizes das
linhagens transformadas em comparagdo a WT (Figura 29), indicando uma coordenacéo
entre as atividades das enzimas de assimilacdo de N do ciclo GS/GOGAT. Entretanto nédo foi
possivel verificar atividade da enzima NADH-GOGAT nas folhas (dados ndo apresentados),
Isso ocorre porque a isoforma de GOGAT predominante em tecidos fotossinteticamente ativos
é a Fd-GOGAT.
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Figura 29. Atividade da enzima glutamato sintase NADH"™ dependente (NADH-GOGAT)
em raizes de plantas de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare (WT) e nas linhagens
transformadas L#5.1, L#9.6 e L#10.8 superexpressando o fator de transcricdo OsDof25
cultivadas com suprimento constante de 2,0 mM de NHy4". Barras verticais representam o
erro padrdo referentes a média de trés repeticdes. Tratamentos identificados com asterisco
(*) diferem entre as linhagens pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Folhas de arroz possuem tanto NADH-GOGAT quanto Fd-GOGAT. Entretanto a
diferenca entre a quantidade de cada isoenzima ¢ alterada dependendo do seu
desenvolvimento e apresentam diferencas entre os locais de expressdo (Tobin et al., 2001).
Foi observado que altos niveis de NADH-GOGAT foi encontrando no inicio do
desenvolvimento das folhas, quando estas ainda se encontram sem clorofila e reduzindo sua
expressao com o desenvolvimento da folha (Yamaya et al., 1992). Ja a isoforma Fd-GOGAT
possui comportamento antagonico, tendo maior expressao em folhas verdes e maduras.

Comparando duas variedades de arroz identificadas com alta e baixa eficiéncia no
uso de nitrogénio, Shi et al. (2008) verificou que as enzimas GS e NADH-GOGAT foram
importantes na assimilacdo de N em plantulas de alta eficiéncia no uso de N em condicdes de
baixa disponibilidade de nitrogénio. Sendo que os mecanismos de regulacdo da GS e NADH-
GOGAT né&o ocorrem no nivel de transcrigdo, podendo ocorrer o controle pos-transcricional
ou pos-traducional. J& o transportador OSAMT1;1 desempenhou papel importante na aquisi¢céo
de arroz N em condigdes de baixa disponibilidade de nitrogénio.

Comparando diferentes linhagens de tabaco superexpressando o gene da NADH-
GOGAT denominadas GOS, Chichkova et al. (2001) verificou que as raizes das linhagens de
GOS mostraram uma maior atividade enzimatica (15-40%), em comparacdo com as plantas de
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controle, tendo maior teor de carbono e nitrogénio na parte aérea e maior peso seco. Ele ainda
associa a enzima NADH-GOGAT como uma enzima chave na EUN.
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Figura 30. Atividade de glutamato desidrogenase (GDH) desaminacdo em raizes de plantas
de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare (WT) e nas linhagens transformadas L#5.1, L#9.6 e
L#10.8 superexpressando o fator de transcricdo OsDof25 cultivadas com 2,0 mM de NH4".
Barras verticais representam o erro padrdo referentes a média de trés repeticoes.

Embora a maioria dos estudos indique que 95% do aménio disponivel para as plantas
superiores é assimilado através do ciclo GS/GOGAT (Lea e Miflin, 2011), alguns autores tém
argumentado que NADH-GDH poderiam participar até certo ponto em na assimilacdo de
amonio. Tal reagdo pode ocorrer quando a concentragdo de NHs* na célula é aumentada
consideravelmente, quer ap0s a aplicacdo externa ou como resultado das perturbacdes
metabdlicas causadas, por exemplo, por estresse salino (Skopelitis et al., 2006). Contudo,
grande parte dos trabalhos indicam que a reacdo preferencial ocorra no sentido de
desaminacdo (Stewart et al., 1995; Masclaux-Daubresse et al., 2006).

Nas plantas de arroz transformadas com o gene OsDof25, ndo foram observadas
diferencas na atividade da enzima GDH desaminacéo nas raizes em relacéo a tipo selvagem
para 0 suprimento constante de 2,0 mM de NH4* (Figura 30). Além disso, a atividade da
enzima nao foi detectada nas folhas (dados néo apresentados).

Resultados com um triplo mutante de A. thaliana para os genes gdh1-2-3 submetidos
ao tratamento de auséncia de luz por dias em comparacao a plantas WT, Fontaine et al (2012)
sugere que a principal funcdo da enzima GDH ¢é fornecer 2-OG para alimentar o ciclo de
Krebs, alterando principalmente os teores de aminoé&cidos, reduzindo os teores de glutamato e
glutamina em contra partida aumentando os teores de aspartato, asparagina e alanina,
indicando uma auséncia de esqueletos de carbono para a assimilagdo de N. Resultados
semelhantes foram encontrados por Miyashita et al. (2008).
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Figura 31. Atividade da glutamato desidrogenase (GDH) aminagdo em plantas de arroz tipo
selvagem cv. Nipponbare (WT) e nas linhagens transformadas L#5.1, L#9.6 e L#10.8
superexpressando o fator de transcricdo OsDof25 cultivadas com 2,0 mM de NH4" constante.
Barras verticais representam o erro padrdo referentes a média de trés repeticdes.

A enzima GDH possui uma estrutura hexamérica constituida por duas subunidades
(o e B). Essas duas subunidades pode se associar como homo-hexameros das subunidades a e
B ou hetero-hexdmeros compostos por diferentes propor¢des das subunidades, gerando assim
uma combinacdo de sete enzimas diferentes (Roubelakis-Angelakis, 1992; Fontaine et al.
2006).

Utilizando a técnica de ressonancias magnética nuclear, Labboun et al (2009) pode
verificar em vivo e em tempo real que plantas de tabaco superexpressando as duas
subunidades de GDH néo foram capazes de sintetizar glutamato quando a enzima GS foi
inibida. Dessa forma o autor atribui a acdo de desaminacdo como uma estratégia das plantas
em manter a homeostase de glutamato, que estaria envolvido na sintese de outros
aminoacidos.

Dessa forma pode-se associar a maior atividade da enzima GDH aminagao nas raizes
(Figura 31), atua como uma estratégia das plantas transformadas com o gene OsDof25. Dessa
foram, contribuindo para um maior fornecimento de glutamato, promovendo a atividade da
enzima GS (Figura 28), principal enzima de assimilacdo de N, juntamente com a enzima
NADH-GOGAT (Figura 29).

A via de assimilagdo de nitrogénio via GS/GOGAT, requer 2-OG como substrato
para a producdo de glutamato. Sendo a enzima Isocitrato desidrogenase (IDH) reconhecida
como uma das principais atuantes na producdo de 2-OG (Chen & Gadal, 1990; Galvez &
Gadal, 1995; Galvez et al., 1999; Santos et al., 2012).
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Duas isoformas da isocitrato desidrogenase séo encontradas em plantas, sendo uma
delas é uma enzima do ciclo de Krebs dependente de NAD* (IDH; EC 1.1.1.41), localizada
unicamente nas mitocondrias, e outra que utiliza NADP* (ICDH; EC 1.1.1.42) que existe em
diversos compartimentalizacdes subcelulares, tais como: citosol, cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomas (Lu et al., 2005).

As plantas transformadas com o gene OsDof25 apresentaram menores valores de
atividade da enzima IDH (Isocitrato desidrogenase NAP™ dependente) nas raizes, exceto para
a linhagens L#5.1, comparadas a WT (Figura 32), e ndo foi detectado atividade nas folhas
(dados ndo apresentados). Normalmente, os tecidos apresentam baixa atividade da IDH
(Gallardo et al., 1995).

Em plantas de A. thaliana mutantes para o gene da IDH com reducédo de até 92% na
atividade dessa enzima ndo apresentaram qualquer tipo de alteracdo no crescimento e no
desenvolvimento, nem na composi¢cdo dos metabdlitos como glicose, sacarose, citrato e
aminoacidos quando cultivadas em solo. Esse dados indicam que a enzimas IDH néo foi
limitante para a assimilacéo de nitrogénio (Lemaitre et al., 2007).
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Figura 32. Atividade de isocitrato desidrogenase NADP* (ICDH) e NAD* dependente
(IDH) em plantas de arroz tipo selvagem cv. Nipponbare (WT) e nas linhagens
transformadas L#5.1, L#9.6 e L#10.8 superexpressando o fator de transcricdo OsDof25
cultivadas com 2,0 mM de NH.". Barras verticais representam o erro padrao referentes a
média de trés repeticdes. Tratamentos identificados com asterisco (*) diferem entre as
linhagens pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A enzima IDH é capaz de reduzir NAD* ou NADP?*, sugerindo que a atividade da
IDH atua como mecanismo de protecdo das células contra a formagédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species) e manutencdo da homeostase de glutamato e 2-
OG (Liu et al., 2009).

A atividade da enzima ICDH foi menor nas linhagens transformadas em comparacao
a plantas WT, tanto nas folhas, com excecdo para a L#1.1, quanto nas raizes (Figura 32).
Indicando que a enzima ICDH pode néo estar relacionada com o fornecimento de esqueletos
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de carbono para a assimilacdo de nitrogénio pela via GS/GOGAT, j4 que as linhagens
apresentaram maiores atividades de GS (Figura 28) e GOGAT (Figura 29) nessas condi¢des.

Muitos autores sugerem que a ICDH pode desempenhar um papel na producéo de
antioxidante durante o estresse oxidativo, atuando no fornecimento de NADPH necessario
para as plantas. As plantas expostas a estresses abidticos, metais pesados, como niquel ou
cadmio, mostram maior atividade ICDH (Daniel et al 2007; Galvez et al 2005).

Dessa forma, os menores valores da atividade da isocitrato desidrogenase podem
estar associados a um menor estresse das plantas, principalmente, pela concentracdo de
amonio em solugéo, indicando maior homeostase na assimilagéo desse elemento.
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5 CONCLUSOES

Plantas transformadas com o gene OsDof25 apresentaram maiores atividades das
enzimas de assimilacdo de nitrogénio, GS e NADH-GOGAT, elevando os teores internos de
aminocidos totais.

A localizacdo tecido especifica da proteina OsDof25 em plantas transformadas com
0s genes reporteres GUS e EGFP ligadas ao seu promotor mostraram-se semelhantes aos
encontrados pelas enzimas de assimilacdo de nitrogénio, indicando uma coordenacao entre o
fator de transcrigdo OsDof25 e as enzimas do metabolismo de N.

A maior atividade das enzimas do metabolismo de N mostram maior eficiéncia na
assimilacdo de NH4" das plantas transformadas com o gene OsDof25.
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7 ANEXOS

7.1 Meios Utilizados para a Transformacéo de plantas de Arroz

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

modificado de Toki et al. (2006).

Meio de Inducéo de Calos - N6D -1 L
e 2830 mgL?!KNOs
e 463 mg L (NH4)2S04
e 185mgL* MgSOs-7H,0
e 166 mgL* CaCly-2H.0
e 400 mg L't KH2PO4
e 37,3mgL?!NaEDTA
e 27,8mgL*FeSO4-7H,0
e 4,4 mgL?!MnSO4-4H,0
1,5 mg L ZnSO4- 7H,0
0,8mg LKl
1,6 mg L H3BO3
37,3mg L! Fe-EDTA
0,10 g Mio-inositol
2mgL-124D
300 mg L Casaminoéacidos
2,878 mg L Prolina
30 mg L Sacarose
Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 1 L com H20 destilada
4 g de gelrite
Autoclavar a 121 °C por 15min
bs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

O. e 6 o o o o o o o o o
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Meio de Co- Cultivo de Calos - N6D-As — 500 mL

2,830 mg Lt KNO3

463 mg Lt (NH4)2S04

185 mg L MgSO4- 7H,0

166 mg L CaCl,-2H.0

400 mg Lt KH2PO4

37,3mg L Na,EDTA

27,8 mg Lt FeSO4- 7H,0

4,4 mg L't MnSO4-4H,0

1,5 mg L ZnSO4- 7H,0

0,8 mg LKl

1,6 mg L HsBOs

37,3mg L Fe-EDTA

0,10 g Mio-inositol

2mgL124D

300 mg L Casaminoacidos

2,878 mg L Prolina

30 mg L Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 1 L com H20 destilada
4 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos

Apos autoclavagem, esfriar o0 meio a 60 °C e adicionar acetoseringona (conc. final de 19,2
mg L1).

Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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Meio de Selecédo dos Calos - N6D- 500 mL

e 2,830 mgL?!KNOs

e 463 mg L (NH4)2S04

e 185mgL* MgSOs-7H,0

e 166 mg L™ CaCl,-2H,0

e 400 mg Lt KH2PO4

e 37,3mgL?!NaEDTA

e 27,8 mgL?!FeS0O4:7H.0

e 4,4mgL?!MnSO4-4H,0

1,5 mg L ZnSO4- 7H,0

0,8 mg LKl

1,6 mg L™t HsBO3

37,3mg L Fe-EDTA

0,10 g Mio-inositol

2mgL124D

300 mg L Casaminoacidos

2,878 mg L Prolina

30 mg L Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M

Avolumar para 1 L com H20 destilada

4 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc.
final de 50 mg L), 1mL de carbenicilina 500X (conc. final 400 mg L ™).
Obs.: A estocagem pode ser feira a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.
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Meio de Regeneracdo de parte aérea (RE-111) -1 L

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

1,900 mg Lt KNO3

1,650 mg Lt NH4NOs

370 mg Lt MgSO4- 7H.0
440 mg L CaClz+2H.0

170 mg L't KH2PO4

37,3mg L Na,EDTA

27,8 mg Lt FeSO4- 7H,0
22,3 mg L't MnSO4-4H,0
8,6 mg L ZnS0O4-7H,0
0,025 mg L! CuSO4-5H,0
0,025 mg L CoClz+6H20
0,83mg LKl

6,2 mg L HsBOs

0,25 NazMoO4- 2H.0

2,0 g Casaminoéacidos

30 g Sacarose

30 g Sorbitol

Ajustar pH para 5,8 com KOH
Avolumar para 1 L com H,O destilada
4 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 mim

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

Higromicina 1000X (conc. final de 50ug L™).
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Meio de Regeneracéo de raiz (HF) — 500 mL
e 1,900 mg Lt KNOs

e 1,650 mg L* NHsNO3

e 370 mg L MgSOs4-7H,0

e 440 mg L CaClz+2H20

e 170 mg Lt KH2POs4

e 37,3mgL?!NaEDTA

e 27,8mgL*FeSO4-7H,0

e 223 mgL?!MnSO4-4H,0

e 8,6mgL?!ZnS04-7H,0

e 0,025 mg L CuSO4-5H,0

e 0,025 mg L CoCl,-6H20

e 0,83mgL*KI

e 6,2mgL™H3BOs

0,25 NazMoO4- 2H.0

2,0 g Casaminoéacidos

30 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H20 destilada
29 de gelrite

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc.
final de 50ug Lb).

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

79



7.2 Meios para o Cultivo de Agrobacterium

Meio AAM para Ressuspensao da Agrobacterium —1 L
e 250 mg L MgSO4-7H:20

e 150 mg L CaCl,-2H,0

e 150 mg L! NaH,PO4-2H,0

e 3mgL?!KCI

e 40mgL*Fe-EDTA

e 10 mg L* MnSO4-6H,0

e 2.0mgL?ZnS0O4*7H,0

e 0.025 mg L CuSO4-5H:0

e 0.025mg L CoCl,-6H20

e 0.75mgL*KI

e 3.0mgL?!H3BO;

0.25 mg L™ NazMoO4-2H,0

500 g Casaminoéacidos

7,5 g Glicina

176,7 g L-Arginina

900 g L-Glutamina

300 g L-Acido aspartico

0,10 g Mio-inositol

1 g Acido nicotinico

1 g Piridoxina HCI

10 Tiamina HCI

68,5 g Sacarose

36 g Glicose

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

Apos autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar acetoseringona 19,2 mg L.



Analises de comparacéo filogenéticas dos genes Dof.
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Figura 33. Arvore de similaridade filogenética dos genes Dof de arroz (Oryza sativa sp japonica) com
0s genes ZmDofl, ZmDof2, AtDof6, GmDof4 e GmDofll. A arvore foi construida utilizando a
sequencia conservada de 50 aminoacido do dominio de ligacdo da proteina Dof utilizando o método
neighbor-joining com anélise de bootstrapping igual a 1000. Valores de bootstraps sdo indicados na
arvore de similaridade quando superiores a 50%. Foram utilizadas as sequencias da proteinas do site
Plant Transcription Factor database (http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/)
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Figura 34. Arvore de similaridade
filogenética dos genes Dof de arroz
(Oryza sativa sp japonica e indica)
com o0s genes ZmbDofl, ZmDof2,
AtDof6, GmDof4 e GmDofll. A
arvore foi construida utilizando a
sequencia  conservada de 50
aminoéacido do dominio de ligacdo da
proteina Dof utilizando o método
neighbor-joining com andlise de
bootstrapping igual a 1000. Valores
de bootstraps séo indicados na arvore
de similaridade quando superiores a
50%. Foram utilizadas as sequencias
da proteinas do site  Plant
Transcription Factor database
(http://pIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v3.0/)
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Tabela 7. Sequencia de 50 amino&cidos conservador do dominio de ligacdo da proteina Dof
de arroz (Oryza sativa sp japonica e indica) e dos genes ZmDof1, ZmDof2, AtDof6, GmDof4 e

GmDof11.

>AtDof6

>GmDof11
>GmDof4
>LOC_0s01g09720.1
>LOC_0s01g15900.1
>L.OC_0s01g17000.1
>L.OC_0s01g48290.1
>LOC_0s01g55340.1
>LOC_0s01g64590.1
>LOC_0s02915350.1
>L.OC_0s02g45200.1
>LOC_0s02g45200.2
>L.OC_0s02g45200.3
>L.OC_0s02¢45200.4
>L.OC_0s02g47810.1
>LOC_0s02g49440.1
>L.OC_0s03g07360.1
>LOC_0s03916850.1
>L.OC_0s03g38870.1
>L.OC_0s03g42200.1
>L.OC_0s03g55610.1
>LOC_0s03g60630.1
>L.OC_0s04947990.1
>LOC_0s04g47990.2
>L.OC_0s04¢58190.1
>LOC_0s04¢58190.2
>L.OC_0s04¢58190.3
>L.OC_0s05¢02150.1
> OC_0s05¢36900.1
>LOC_0s06g17410.1
>L.OC_0s07913260.1
>LOC_0s07g32510.1
>L.OC_0s07g48570.1
> OsDof25
>0sDof26
>L.OC_0s10g26620.1
>L.OC_0s10g35300.1
>LOC_0s10g35300.2
>L.OC_0s12¢38200.1
>LOC_0s12g39990.1
>0sIBCD001074
>0sIBCD001161

CPRCDSTNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKSCRRYWTKGGILRNIPIGGAYRK
CPRCDSTNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKSCRRYWTKGGTLRNVPVGGGCRK
CPRCDSLNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKNCRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRK
CPRCESTNTKFCYYNNYNLAQPRHFCKACRRYWTRGGALRNVPVGGGTR-
CPRCNSMDTKFCYYNNYNVNQPRHFCKNCQRYWTAGGTMRNVP-VGAGRR
CPRCNSMETKFCYFNNYNVHQPRHFCRNCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR
CPRCGSRETKFCYFNNYNVRQPRHLCRSCRRYWTAGGALRRVASASPGRR
CPRCRSRDTKFCYFNNYNVNQPRHFCKACHRYWTAGGALRNVP-VGAGRR
CPRCDSPNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCNSIKTKFCYYNNYSMAQPRYFCRECRRYWTQGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCESTHTKFCYYNNYSLSQPRYFCKTCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCESTNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKSCRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRK
CPRCSSMDTKFCYYNNYNINQPRHFCKNCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR
CPRCDSTNTKFCYYNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGSLRNVPVGGGCRR
CPRCDSPNTKFCYYNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPVGGGCRK
CPRCASHDTKFCYYNNYNTSQPRHFCRACRRYWTLGGSLRNVPIGGSTRK
CPRCNSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPIGGGCRK
CPRCESTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGALRNVPVGGGCRR
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCRSTNTKFCYYNNYSTSQPRHFCRACRRYWTHGGTLRDVPVGGASRR
CPRCRSTNTKFCYYNNYSTSQPRHFCRACRRYWTHGGTLRDVPVGGASRR
CPRCRSTNTKFCYYNNYSTSQPRHFCRACRRYWTHGGTLRDVPVGGASRR
CPRCDSTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCRACRRYWTRGGALRNVPVGGGYRR
CPRCESPNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCDSSNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKACRRYWTKGGLLRNVPVGGGCRK
CPRCDSTNTKFCYFNNYSLTQPRHFCKACRRYWTRGGALRNVPVGGGFRR
CPRCDSANTKFCYYNNYSLSQPRHFCKACKRYWTRGGTLRNVPVGGGCRK
CPRCNSMDTKFCYYNNYNINQPRHFCKSCQRYWTAGGSMRNLP-VGAGRR
CPRCESRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKCCRRYWTKGGTLRNVPVGGGTRK
CPRCESRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKSCRRYWTKGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCSSMDTKFCYFNNYNVNQPRHFCKHCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR
CPRCGSANTKFCYYNNYSRTQPRYLCKACRRHWTEGGTLRDVPVGGGRKN
CPRCGSANTKFCYYNNYSRTQPRYLCKACRRHWTEGGTLRDVPVGGGRKN
CPRCDSTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKACRRYWTRGGALRNVPVGGGCRR
CPRCASRDTKFCYYNNYNTAQPRHFCRACRRYWTLGGSLRNVPIGGSTRK
CPRCNSMDTKFCYYNNYNVNQPRHFCKNCQRYWTAGGTMRNVP-VGAGRR
CPRCNSMETKFCYFNNYNVHQPRHFCRNCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR



>0sIBCD005722
>0sIBCD007830
>0sIBCD009003
>0sIBCD009642
>0sIBCD010967
>0sIBCD011199
>0sIBCD012444
>0sIBCD016020
>0sIBCD016217
>0sIBCD023581
>0sIBCD024636
>0sIBCD030524
>0sIBCD035526
>0sIBCD036003
>0sIBCD036857
>0sIBCD037075
>0sIBCD038130
>0sIBCD038179
>0sIBCD039459
>0sIBCD040400
>0sIBCD041244
>0sIBCD044075
>0sIBCD044701
>0sIBCD045435
>0sIBCD045436
>0sIBSD048796
>PpDof5
>7ZmDof1
>ZmDof2

CPRCNSIKTKFCYYNNYSMAQPRYFCRECRRYWTQGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCESTNTKFCYYNNYNLSQPRHFCKSCRRYWTKGGVLRNVPVGGGCRK
CPRCSSMDTKFCYYNNYNINQPRHFCKNCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR
CPRCDSTNTKFCYYNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGSLRNVPVGGGCRR
CPRCDSPNTKFCYYNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPVGGGCRK
CPRCASHDTKFCYYNNYNTSQPRHFCRACRRYWTLGGSLRNVPIGGSTRK
CPRCESTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCKTCRRYWTRGGALRNVPVGGGCRR
CPRCRSTNTKFCYYNNYSTSQPRHFCRACRRYWTHGGTLRDVPVGGASRR
CPRCDSTNTKFCYFNNYSLSQPRHFCRACRRYWTRGGALRNVPVGGGYRR
-------- MARCYHDSTTTPLPRHFCKACKRYWTRGGTLRNVPVGGGCRK
CPRCNSMDTKFCYYNNYNINQPRHFCKSCQRYWTAGGSMRNLP-VGAGRR
CPRCSSMDTKFCYFNNYNVNQPRHFCKHCQRYWTAGGAMRNVP-VGAGRR
CPRCASRDTKFCYYNNYNTAQPRHFCRACRRYWTLGGSLRN---------
CPRCESTNTKFCYYNNYNLAQPRHFCKACRRYWTRGGALRNVPVGGGTR-
CPRCRSRDTKFCYFNNYNVNQPRHFCKACHRYWTAGGALRNVP-VGAGRR
CPRCDSPNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCESTHTKFCYYNNYSLSQPRYFCKTCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCNSSNTKFCYYNNYNLTQPRHFCKTCRRYWTKGGALRNVPIGGGCRK
CPRCNSTNTKFCYYNNYSLQQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCESPNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKGCRRYWTKGGSLRNVPVGGGCRK
CPRCESRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKCCRRYWTKGGTLRNVPVGGGTRK
CPRCESRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKSCRRYWTKGGSLRNVPVGGGSRK
CPRCGSANTKFCYYNNYSRTQPRYLCKACRRHWTEGGTLRDVPVGGGRKN
CPRCGSANTKFCYYNNYSRTQPRYLCKACRRHWTEGGTLRDVPVGGGRKN
CPRCDSTNTKFCYFNNYSLTQPRHFCKACRRYWTRGGALRNVPVGGGFRR
CPRCDSLETKFCYYNNYNINQPRHFCKNCQRYWTAGGTLRNVP-VGAGRR
CPRCASRDTKFCYYNNYNTSQPRHFCKGCRRYWTKGGTLRNVPVGGGTRK
CPRCGSRDTKFCYYNNYNTSQPRHLCKSCRRYWTKGGSLRNVPVGGGTRK
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