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RESUMO

CHAMBA, Juan Sebastian Vera. Caracterizagdo dos transportadores OsSNTR1.1A,
OsNTR1.1B e OsNTR1.1C por meio da reversdao fenotipica do mutante chll-5 de
Arabidopsis thaliana. 2018. 40 f. (Mestrado em Agronomia — Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2018.

A absorcdo de Nitrogénio (N) pelas plantas é uma etapa chave para a eficiéncia de uso de N,
afetando a producdo de massa fresca e rendimento de grdos. O transceptor NRT1.1 de
Arabidopsis thaliana foi identificado como sinalizador da absorcdo de nitrato (NO3). Em
arroz, trés provaveis ortdlogos do transceptor NRT1.1 foram identificados, nomeados de
OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C. O objetivo deste estudo foi avaliar se a
superexpressao dos genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em plantas mutantes chl1-5
de Arabidopsis thaliana (sem o gene NRTL1.1) restabelecem a capacidade de transporte e
sinalizacdo pelo nitrato perdida no mutante nocauteado. O processo de transformacdo de
plantas chl1-5 de A. thaliana foi mediante floral dip com as cepas de Agrobacterium
tumefaciens da linhagem LBA4404 mediante as construgdes obtidas 35S:0sNRT1.1A:HA,
35S:0sNRT1.1B:HA, 35S:0OsNRT1.1C:HA e 35S:0OsNRT1.1sa:HA (promotor:gene:tag de
HA). Posteriormente foi utilizado o antibiético canamicina para obter as linhagens
segregantes produto da transformacgéo, sendo que apenas as plantas com duas cépias do gene
foram selecionadas para testar os diferentes niveis de expressao génica das plantas obtidas.
Para verificar a resisténcia das plantas mutantes ao clorato (NaClO3), foi montado o
experimento com plantas homozigotas, e suas sementes foram germinadas sobre substrato
comercial e vermiculita, aos 23 dias ap6s o plantio foram iniciadas aplica¢cdes com 12 mM de
NaClO3 Para avaliar a expressdo génica alterada pela introducdo de OsNRT1.1A, OsNRT1.1B
ou OsNRT1.1C no mutante chl1-5, foram desenhados iniciadores para analise de expressao
dos transportadores de NOs™ de alta afinidade e baixa afinidade. Foram usadas duas linhagens
de cada transformacdo nos experimentos, além de plantas tipo silvagem (WT) e plantas
mutantes chl1-5. O teste com clorato mostrou a capacidade dos transportadores OsNRT1.1A,
OsNRT1.1B ou OsNRT1.1C de absorver nitrato, evidenciado pelo decréscimo da massa fresca
provocado pela reducdo do clorato a clorito pela nitrato redutase, produto toxico para as
células. A insercdo do transportador OsNRT1.1B causou a maior reducéo de crescimento no
teste do clorato em comparacdo com OsNRT1.1A e OsNRT1.1C, chegando aos mesmos niveis
de reducdo do crescimento da planta tipo silvestre (WT). As analises de expressdao mostraram
que a insercdo dos genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em Arabidopsis thaliana
chl1-5 foi capaz de induzir a expresséo dos genes OsNRT2.1 e OsNAR2.1, sendo que a forma
splicing alternativo de OsNRT1.1A (OsNRT1.1Asa) ndo afetou de maneira significativa a
expressdo de OsNRT2.1 e OsNAR2.1. Os resultados obtidos mostram a capacidade dos
ortdlogos de NRT1.1 em arroz (OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C) em absorver nitrato
e sinalizar para a expressdo de outros transportadores de nitrato (transceptor), podendo afetar
a eficiéncia de absorcdo de nitrogénio.

Palavras-chave: Transceptor. Nitrogénio. Oryza sativa. Arabidopsis thaliana.
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ABSTRACT

CHAMBA, Juan Sebastian Vera. Characterization of the isoforms OsNTR1.1A,
OsNTR1.1B and OsNTR1.1C transporters by phenotypic reversion of the chl1-5 mutant
of Arabidopsis. 2018. 40p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2018.

Nitrogen (N) uptake by plants is a key step for N use efficiency, affecting fresh mass
production and yield of grains. The NRT1.1 transceptor of Arabidopsis thaliana was
identified as a molecular signal of nitrate uptake (NOg3). In rice, three orthologs of the
NRT1.1 named OsNRT1.1A, OsNRTL1.1B and OsNRT1.1C, were identified. The objective of
this work was to evaluate the overexpression of the genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B and
OsNRT1.1C in Arabidopsis thaliana chl1-5 mutant plants to restore the transport and
signaling capacity of the nitrate lost in the knockout mutant. The transformation process of A.
thaliana plants was obtained by floral immersion with strains of Agrobacterium tumefaciens
of lineage LBA4404 by the following constructs 35S: OsNRT1.1A: HA, 35S: OsNRT1.1B:
HA, 35S: OsNRT1. 1C: HA and 35S: OsNRT1.1sa: HA (promoter: gene: HA tag).
Subsequently, the antibiotic kanamycin was used to obtain segregant lineages of the
transformation product, being only plants with two copies of the gene was selected for testing
the differents levels of gene expressing. To verify the resistance of the mutant plants to the
chlorate (NaClO3), the experiment was set up with homozygous plants, and their seeds were
germinated on commercial substrate and vermiculite. At 23 days after planting, applications
with 12 mM NaClO3 were started. To evaluate altered gene expression by introduction of
OsNRTL1.1A, OsNRT1.1B, OsNRT1.1C, primers were designed for expression analysis of the
high and low affinity NO3- transporters. Two lines of each transformation were used in the
experiments, including wild type plants (WT) and chl1-5 mutant plants. The chlorate test
showed the ability of OSNRT1.1A, OsNRT1.1B or OsNRT1.1C to nitrate uptake, evidenced
by the decrease in fresh mass caused by the reduction of chlorate to chlorite by nitrate
reductase, the chlorite a toxic product to cells. The insertion of transporter OSNRT1.1B
caused the largest growth reduction in the chlorate test compared to OsNRT1.1A and
OsNRTL1.1C, aproximating to the same levels of wild-type (WT). Expression analyzes
showed that the insertion of OsNRT1.1A, OsNRT1.1B and OsNRT1.1C genes into
Arabidopsis thaliana chl1-5 was able to induce the expression of OSNRT2.1 and OsNAR2.1
genes, and the alternative splicing form of OsNRT1 .1A (OsNRT1.1Asa) did not significantly
affect the expression of OsNRT2.1 and OsNAR2.1. The results show the ability of orthologs
of NRT1.1 inrice (OsNRTL1.1A, OsNRT1.1B and OsNRT1.1C) to nitrate uptake and signal to
the expression of other nitrate transporters (transceptor), which may affect the nitrogen
efficiency and uptake.

Key-words: Transceptor. Nitrogen. Oryza sativa. Arabidopsis thaliana.
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1 INTRODUCAO

O arroz é alimento fundamental que possui importancia social e econémica para 0
Brasil, dados destacam que o consumo brasileiro de arroz é de 45 kg/pessoa/ano, média que é
superada no continente asiatico onde o consumo é de 100 e 150 kg/pessoa/ano (SOSBAI,
2014). Este cereal consumido mundialmente constitui fonte principal para a manutencdo da
seguridade alimentaria, por este motivo paises como a China tem designado politicas
governamentais que envolvam pesquisas sobre a produgédo deste alimento (JIAO et al., 2016),
para atingir tal objetivo os insumos agricolas tem se mostrado indispensaveis no
restabelecimento da fertilidade do solo, sendo necessario o planejamento da adubagdo em
base a analise quimica do solo e a demanda da planta, no entanto na Unido Europeia e Estados
Unidos, mais da metade do incremento na producéo de culturas agricolas na China tem sido
correlacionado ao maior uso de fertilizantes minerais (LUZ et al., 2002; JIAO et al., 2016).
Atualmente na agricultura de alto rendimento, as plantas removem o N do solo, e aplicagdes
consideraveis de adubos nitrogenados sdo necessarios para a manutencdo da produtividade no
ciclo do cultivo (O’BRIEN et al, 2016). Pesquisas cientificas revelam que a aplicacdo de
fertilizantes € o segundo maior emissor de gases de efeito estufa na agricultura brasileira
(ROQUETTI, 2014).

O nitrogénio é o elemento limitante para o crescimento de vegetais, sendo as formas
inorganicas de NO3 e NH," as formas preferenciais de absor¢io (GLASS, 2003). O NOs é
absorvido por transportadores da familia génica NRT (Nitrate Transporter, transportador de
nitrato), que séo classificados como HATS (High Affinity Transport System, sistema de
transporta de alta afinidade) e LATS (Low Affinity Transport System, sistema de transporta
de baixa afinidade), permitindo a entrada de ions NOs e H*, via simporte (2H*/INO3)
(GLASS, et al., 1992; GLASS, 2003). Em Arabidopsis thaliana existe a familia de genes
NRT1 que codificam para transportadores LATS, que operam sobre concentragdes de nitrato
acima de 1 mM (FERNANDES e SOUZA, 2006). Estudos recentes demonstraram que 0
membro NRT1.1 além de transportar NO3™ também pode atuar no transporte do fito horménio
auxina. A caracterizacdo de diversos transportadores da familia NRT1 mostrou o transporte de
diversas moléculas além do NO3- e auxina, como ABA e peptideos. Desse modo, LERAN et
al. (2004) e von WITTGENSTEIN et al. (2014) realizaram uma nova classificacdo da familia
NRT1 e nomearam de familia NPF (Nitrate Peptide Transporter Family, familia de
transportadores de nitrato e peptideos).

O transportador AtNRT1.1 (AtNPF6.3) é capaz de atuar na absor¢do de NO3™ na faixa
de alta afinidade (<1 mM) e baixa afinidade (>1 mM), ou seja, AtNRT1.1 é um transportador
de dupla afinidade. A dupla afinidade do transportador AtNRT1.1 depende da modificacéo
pos-traducional via fosforilacdo da treonina 101 (T101) que esta localizada entre a terceira e
quarta hélice transmembrana, sendo necessaria a participacdo da quinase CIPK23 (quando o
NO3- estd presente em baixos niveis) (HO et al., 2009; SUN e ZHENG, 2015). Esse
mecanismo de regulacdo descreve como a planta se adapta a concentracBes variaveis de
nitrogénio no meio ambiente (LIU e TSAY, 2003).

As caracteristicas relevantes do transportador NRT1.1 (NPF6.3) de A. thaliana
destacam-se a tolerancia ao baixo pH da planta tipo selvagem (WT) quando crescida com pH
5 ou 4,5 em solugdo nutritiva (FANG et al., 2016). Se o nitrato estiver em baixas
concentracfes no meio o NRT1.1 tem a capacidade de reduzir o acimulo de auxina em raizes
laterais novas, consequentemente, reprimindo sua emergéncia, mesmo assim o NRT1.1 pode
ser estimulado por nitrato e baixos niveis de pH (MOUNIER, et al., 2014). O transportador



também influencia a abertura estomética de células guarda na presenca de luz, por meio de
mecanismo co-transporte de NO3 e K* (GUO et al., 2003).

Se conhece que trés genes ort6logos em plantas de arroz do NRT1.1 sdo potenciais
para 0 mesmo papel funcional de AtNRT1.1, sendo eles OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e
OsNRTL1.1C (PLETT et al., 2010). Pesquisas recentes tém estudado o papel das isoformas do
NRT1.1 em arroz sendo que das variedades indica e japdnica HU et al., (2015) encontraram
que 0 OsNRT1.1B possui atividade de transporte de nitrato sobre alta e baixa disponibilidade,
e a variedade IR-24 tem maior atividade que a Nipponbare.

A remogéo do gene NRT1.1 originou 0 mutante chl1-5 de A. thaliana, caracterizando
tolerdncia ao cddmio em comparacdo com plantas WT, e acumulando menor teor de nitrato
quando exposto a doses de 1 mM de NH4NO3; (MUNOS et al., 2004; MAO et al., 2014), além
disso 0 mutante, apresenta tolerancia ao clorato e sinaliza para a expressdo de diversos genes
responsivos ao NO3z™ (HO et al., 2009). No presente estudo, os mutantes de Arabidopsis
thaliana chl1-5 foram utilizados para caracterizar a fungdo dos transportadores OsSNRT1.1A,
OsNRTL1.1B e OsNRT1.1C de arroz na absor¢cdo de NO3 e na sinalizacdo da expressdo
(expresséo heterdloga).

Desse modo, a hipotese deste trabalho é que a superexpressdo dos transportadores
OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C podem reestabelecer a fungdo de transporte e
sinalizacdo do nitrato no mutante chl1-5 de Arabidopsis.

Os objetivos foram: (i) avaliar a sobrevivéncia em clorato de plantas mutantes de
Arabidopsis thaliana chl1-5 superexpressando os genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e
OsNRT1.1C (chl1-5::35S:0OsNRT1.1A-C) e (ii) avaliar se as plantas chll-
5::35S:0sNRT1.1A-C restabelecem a capacidade de transporte e sinalizacdo pelo nitrato
perdida no mutante chl1-5.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da Cultura do Arroz

O arroz é um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, sendo que o seu
consumo médio mundial é de 60 kg/pessoa/ano, paises asidticos apresentam médias de
consumo de 100 e 150 kg/pessoa/ano, na América Latina destaca-se o Brasil como grande
consumidor com média de 45 kg/pessoa/ano (SOSBAI, 2014). Na Asia mais de 2000 milhdes
de pessoas obtém 60 a 70% de calorias originadas do arroz e seus subprodutos. Este cereal
também exerce importancia no setor de empregaticio, por exemplo, no sistema de producgéo e
operacBes post-colheita, o arroz ocupa aproximadamente 1000 milhdes de pessoas em areas
rurais dos paises em desenvolvimento (FAO, 2004).

No Brasil, os principais Estados produtores de arroz séo Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Mato Grosso, Maranhdo e Para (EMBRAPA, 2008). Em 2016 a producdo de arroz
alcancou 10,6 milhdes de toneladas, fatores que contribuiram ao indice de produtividade é
justificado pela adogdo de variedades de arroz resistentes ao estresse hidrico e a pragas, ja no
ano de 2017 a producao teve valor de 12,5 milhdes de toneladas, atribuido a maior frequéncia
de periodos chuvosos que possibilitaram o enchimento de reservatorios destinados a
tabuleiros de arroz irrigado (IBGE, 2016; IBGE 2017). Dados recentes da CONAB sobre a
safra 2017/2018 relatam que a producdo total de grdos esta estimada em 225,57 milhGes de
toneladas, houve reducdo de 5,1% em relacdo a safra anterior, sendo que a producdo da
cultura do arroz estimada em 11,6 milhdes de toneladas néo sofreu alteracGes significativas
neste levantamento, visto que as condi¢fes climaticas permaneceram favoraveis a cultura
(CONAB, 2018).

2.2 Importancia do Nitrogénio

O nitrogénio é o elemento limitante para o crescimento de vegetais, e a forma de
nitrato é requerida pela maioria das plantas (ARAKI e HASEGAWA, 2006), além de fazer
parte constituinte da molécula de clorofila é fundamental para o processo fotossintético, em
cereais como no arroz o N aumenta teor de proteinas nos graos, porém os solos de terras altas,
geralmente ndo possuem nutrientes necessarios para o pleno desenvolvimento das culturas, é
vital nessas circunstancias fazer uso da adubacdo mineral (EMBRAPA, 2013).

O NH;" e 0 NO3 séo fontes de nitrogénio inorganico. O nitrato pode ser imobilizado
por microrganismos, absorvido pelas plantas, fixado em argilominerais 2:1, volatilizado em
formas gasosas, reduzido a NH;" (BRADY e WEIL, 2013). Em solos alagados 0 NOg,
formado pela nitrificacio de NH,", pode ser perdido na zona andxica, sendo assim as plantas
absorvem menores teores de NO3 ao NH,", e vegetais que se desenvolvem nesses solos
podem absorver mais NOj3 na zona radicular pela presenca do oxigénio (KIRK e
KRONZUCKER, 2005). Quando o NOs™ ¢ absorvido pela planta passa a ser reduzido a NH,",
por meio de enzimas, sendo elas a nitrato redutase e nitrito redutase, posterior acdo da via
enzimatica glutamina sintetase-glutamanto sintase (GS-GOGAT) faz possivel a integracdo do
NH4+ a esqueletos de carbono na forma de aminoacidos (SOUZA e FERNADEZ, 2006). O
pH do meio também influencia na absor¢do de NOs', quando pH é basico ha maior absorcao
de NH;" (SOUZA e FERNADEZ, 2006).

Entre os efeitos do N sobre as plantas pode-se destacar que fonte localizada de NO3’
possui efeito estimulante em raizes laterais de A. thaliana, aumentando a atividade
meristematica celular (ZHANG e FORDE, 2000). O teor de nitrato nas raizes é controlado por
processos integrados como absorc¢do de nutrientes, assimilagdo pela enzima nitrato redutase, e
translocacdo raiz parte aérea (MAO et al, 2014). Experimento com plantas de arroz irrigado
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revela que, o fornecimento equilibrado de NH4* e NO3’, na concentracdo 5 mmol L™, favorece
0 acimulo de biomassa, ja o decréscimo na proporcdo de NOs pode levar a toxidez pelo
amonio e afetar a absorcdo de Ca e Mg (HOLZSCHUH et al., 2011). Dentro das variadas
linhas de pesquisa, a otimizacdo na absorcdo de nutrientes minerais € constante alvo de
pesquisas, nesse intuito tem-se tentado aprimorar técnicas relevantes para conseguir esse
desafio, a primeira estd envolvida na identificacdo de genes de interesse com usos de
marcadores moleculares, a segunda se baseia na construcdo genética (SANTQOS, 2006). Por
exemplo, durante a transformacdo de Arabidopsis thaliana mediada por Agrobacterium, foi
concluido que o uso de marcadores de sele¢do, tais como resisténcia a antibiético canamicina,
dose 50 mg L™, impedem a regeneracdo de raizes ou explantes ndo transformados
(VALVEKENS et al., 1988).

Uso de estratégias tecnoldgicas e inovagdes agropecudrias tem sido importante para
paises como a China, que tem designado desde o ano 2004 politicas governamentais que
priorizem a seguridade alimentaria da nacdo (JIAO et al., 2016), para atingir tal objetivo os
insumos agricolas tem se mostrado indispensaveis no restabelecimento da fertilidade do solo,
sendo necessario o planejamento da adubacdo em base a anélise quimica do solo e a demanda
da planta (LUZ et al., 2002), no entanto se comparado com paises como a Unido Europeia e
Estados Unidos, mais da metade do incremento na producdo de culturas agricolas na China
tem sido correlacionado ao maior uso de fertilizantes minerais (JIAO et al., 2016). Na
agricultura de alto rendimento as plantas removem o N do solo, sendo que grandes aplicag6es
posteriores de adubos nitrogenados sdo necessarias para a manutencao da produtividade no
decorrer do cultivo (O’BRIEN et al, 2016), nesse panorama a aplicagdo de fertilizantes ¢ o
segundo maior emissor de gases de efeito estufa na agricultura brasileira, sendo superado pela
emissdo de gas metano produto da fermentacdo entérica do rebanho bovino. Considerando a
evolucdo da agricultura sustentavel, o balango entre eficiéncia produtiva e balango de carbono
deve ser considerado em todos os aspectos (ROQUETTI, 2014).

2.3 Transportadores de Nitrato

O NOgs ¢ absorvido por transportadores da familia génica NRT (Nitrate Transporter,
transportador de nitrato), jA no NH4+ atua a familia génica AMT (Ammonium Transporter,
transportador de amonio) (MAATHUIS, 2009). Os transportadores de NO3 sdo classificados
como HATS (High Affinity Transport System) e LATS (Low Affinity Transport System)
permitindo a entrada de fons NOs™ e H* via simporte (2H"/INO3") (GLASS, et al., 1992). A
concentracdo de NOj™ influencia na reacdo entre os transportadores de alta e baixa afinidade
(FERNANDES e SOUZA, 2006). Por exemplo, o influxo de nitrato em raizes de cevada
possui comportamento bifasico, tanto pelo sistema de baixa concentracdo (HATS) que é
saturavel, ou pelo sistema de alta concentracdo (LATS) ndo saturavel e constitutivo (SIDDIQI
et al., 1990; ASLAM et al., 1992; ASLAM et al., 1993). Estudos aprofundados nos processos
fisiologicos de transportadores HATS e LATS revelam que as diferentes proteinas
regulatérias encarregadas pelo efluxo e influxo de nitrato possuem diferentes funcdes, entre
elas a direcdo, Km e Vmax, e séo reguladas especificamente pelo nitrato, repressdo feedback
pelo N, e estimulo pelos produtos da fotossintese (O’BRIEN et al, 2016).

Em Arabidopsis thaliana existe a familia de genes NRT1 que codificam para
transportadores LATS, que operam sobre concentracfes de nitrato acima de 1 mM
(FERNANDES e SOUZA, 2006). Dentro desse grupo a denominacao de transceptor é dada
para proteinas de membrana que atuam como transportadores e sinalizadores do nutriente
(GOJON, et al. 2011), cabe destaque aqui a proteina NRT1.1 transceptor, pois possui fungédo
sinalizadora de NO3™ no meio independente da atividade de absor¢do (HO et al., 2009). A
familia de transportadores NRT1 possui ampla variedade de substratos, no entanto com o
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intuito de promover bases moleculares para a compreensao especifica de cada transportador
foi proposta nova terminologia para o transportador NRT1.1, que além de transportar nitrato
também transporta auxina, passando a ser nomeado AtNPF6.3. (LERAN et al., 2014).

A proteina NRT1.1 (NPF6.3) possui 12 segmentos que estdo contidos na membrana
plasmaética, entre as caracteristicas importantes para esta proteina se relata a fosforilagdo da
treonina 101 (T101) para a funcionalidade entre alta e baixa afinidade de transporte (HO et
al., 2009), sendo relevante mencionar que a T101 estd localizada intracelularmente entre a
terceira e quarta hélice transmembrana (TM) do NRT1.1 (SUN e ZHENG., 2015). NRT1.1e
o residuo T101 fosforilado interagem com a proteina quinase CIPK23 (CBL-Interacting
Protein Kinase 23) e induzem a expressdo de genes associados ao metabolismo de nitrato,
quando o ion esta presente em baixos niveis (HO et al., 2009). A proteina que apresentava
conformacdo dupla se separa ganhando flexibilidade estrutural funcionado como
transportador de alta afinidade com Km aproximado de 50 uM, sendo o contrario acontece
quando o nitrato é abundante e 0 NRT1.1 € desfosforilado funcionando como transportador de
baixa afinidade com Km de 4 mM (SUN e ZHENG, 2015). MutacGes da T101, inibindo ou
possibilitando a fosforilagcdo, podem alterar a converséo do transportador de dupla afinidade
(SUN e ZHENG, 2015). LIU e TSAY (2003) expressando a fosforilacdo no sitio TI01A em
Xenopus oocytes, demonstraram que ha 9 e 70% da atividade total do NRT1.1 nas
concentragbes de 150 uM e 10 mM nitrato respectivamente, sendo que a atividade de
absorcdo de alta afinidade foi fortemente reduzida, sugerindo que a fosforilagédo da T101A
converte 0 NRT1.1 exclusivamente em transportador de baixa afinidade, este mecanismo de
regulagcdo descreve como a planta confronta as condi¢fes limitadas de nitrogénio no meio
ambiente (LIU e TSAY, 2003).

A Universidade de Ohio (EUA) possui centro de sementes mutantes (ABRC,
Arabidopsis thaliana Biological Resource Center) que é disponivel para compra por centros
de pesquisa ao redor do mundo. Entre os mutantes disponiveis, diversos possuem o
silenciamento do gene NRT1.1, sendo o mutante chl1-5 o mais usado. A mutacdo do mutante
chl1-5 foi realizada por raios gama, sendo que uma regido gendmica de aproximadamente
18340 pares de bases foi deletada, contendo o0 gene NRT1.1, todos estes eventos acontecem
no Cromossomo 1, segundo analises por PCR e busca de dados no GenBank (MURNOS et al.,
2004), todavia, o mutante do gene NRT1.1 proporciona resisténcia ao clorato e decréscimo na
absorcdo de nitrato, 0 mRNA deste gene se encontra predominantemente em raizes onde
mostra regulacdo dependente de pH e nitrato (TSAY et al., 1993). O mutante chl1l mostra
clorose apds tratamento com clorato, sintoma que é facilmente detectado a diferenca de outros
mutantes chl (TSAY et al., 1993).

Na melhor compreensdo da dindmica e status nutricional na planta € relevante a
realizacdo de pesquisas envolvendo plantas mutantes de Arabidopsis. A diferenca entre o
genotipo de Arabidposis tipo silvestre ecotipo Col e o mutante chll-5 sdo 0s genes
suprimidos, tais como canais e transportadores de aquaporinas, transportadores de metais,
sulfato, potéssio, e 0 NRT1.1, no entanto 0 mutante possui superexpresdo do gene NRT2.1,
segundo trabalho confirmado por anélises de gel de RNA (MUNOS et al., 2004).

Entre os transportadores da familia NRT2, se destacam na absor¢do de NO;” NRT2.1 e
NRT2.2. Mutantes de A. thaliana sem a expressao de NRT2.1 apresentaram menor absorcao
de NO; comparados a plantas tipo silvestre (REMANS et al., 2006). Em arroz, os
transportadores OsNRT2.1 e OsNRT2.2 sdo expressos nas raizes e sdo essenciais para a
absorcdo de NOg’, possuindo regulacdo feedback negativo dos produtos de assimilagdo do N
(ARAKI e HASEGAWA, 2006; FENG et al., 2010). OsNRT2.4 € expresso na deficiéncia de
N, possuindo alta afinidade pelo NO3- (baixo KM) (KIBA et al., 2012). A superexpressdo do
transportador OsNRT2.3a em arroz causa maior acumulo de fosforo, causado pelo aumento
de expressdo de transportadores de Pi (FENG et al.,, 2017). A absorcdo de NOj3 pelos
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transportadores da familia NRT2 dependem da proteina auxiliar NAR2.1, que interagem com
0s transportadores e permitem a entrada de NO3- na célula (ORSEL et al., 2006; YAN et al.,
2011). A expressdo da proteina OsNAR2.1 possui alta correlacdo com a expressao de outros
genes envolvidos na absorcdo de NO3,, como OsNRT2.1, OsNRT2.2 e as isoformas de PM
H+-ATPase OsA2 e OsA7 (SPERANDIO et al., 2014).

2.4 O Transportador de Nitrato NRT1.1

Quando se trata da associacdo entre 0 NRT1.1 e a tolerancia ao cadmio em plantas de
A. thaliana, apdés 7 dias de exposicdo a 10 uM de cddmio, as folhas do ecétipo Col-0
desenvolveram clorose, este efeito foi menos pronunciado no chll-5 e mutantes nrtl.1, ja a
biomassa da raiz e parte aérea do ecotipo Col-0 foram reduzidos a aproximadamente 40 e
30% respectivamente (MAO et al, 2014). A perda do NRT1.1 no mutante chl1-5 diminui o
teor de nitrato em concentragfes de 1 mM de NO3; e NH4NO3; 0 mutante chl1-5 acumula
menor teor de nitrato em comparac&o ao gen6tipo WT Col-0 (MUNOS et al., 2004).

Avaliando o desempenho do NRT1.1 na tolerancia a baixo pH foram utilizados os
mutantes chl1-5 e nrtl-1, plantulas de A. thaliana foram crescidas com diferentes niveis de
pH contendo 6 mM de NOj3’, sendo que sobre baixo pH (5 ou 4,5) o crescimento de todas as
trés linhagens foi reduzido, no entanto a reducdo foi menor no ecotipo Col-0 indicando
importancia que o NRT1.1 apresenta para a baixos niveis de pH (FANG et al., 2016). Quando
a concentracdo de nitrato € baixa préoximo a 0,5 mM o NRT1.1 reduz o acimulo de auxina em
raizes laterais novas 0 que causa repressdo e emergéncia de raizes assim como seu
crescimento, no entanto o decréscimo no pH do meio associado a altas concentracdes de
nitrato promove a atividade do NRT1.1 que aumenta o crescimento de raizes laterais
(MOUNIER et al., 2014). O influxo de nitrato em células guarda é dependente do CHL1 na
presenca de luz, sendo que o NO3™ serve de ion co-transporte do K* durante a abertura dos
estdmatos, no entanto quando o cloreto € absorvido a proteina ndo aporta na sua funcdo de
transporte (GUO et al., 2003).

Pelo menos dois genes do NRT1.1 sdo potenciais para 0 mesmo papel funcional de
AtNRT1.1 em gramineas, sendo assim 0 OsSNRT1.1A e OsNRT1.1B expressos no arroz
(PLETT et al., 2010). Estudando variedades de arroz indica e japonica Hu et al., (2015)
encontraram que 0 NRTL1.1B possui atividade de transporte de nitrato sobre altas e baixas
disponibilidade de nutriente, e a variedade IR-24 tem maior atividade que a Nipponbare. Em
pesquisas recentes sobre plantas mutantes sem o gene OsNRT1.1A, os resultados mostraram
retardo no crescimento significativo quando comparado com plantas WT de arroz, além disso
a expressdo de genes envolvidos com o transporte de absor¢édo de nitrato como 0 OsNRT1.1B,
OsNRT2.1 e OsNRT2.3A, assim como os genes envolvidos com a assimilacdo de amonio sdo
pouco expressos no mutante OSNRT1.1A (WANG et al., 2018).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Construcdo dos Vetores para Superexpressar OsNRT1.1A, OsNRT1.1A splicing,
OsNRT1.1B e OsNRT1.1C

Os genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C possuem introns, sendo necessario o
uso de cDNA feito a partir do mRNA processado (sem introns). Foram obtidos iniciadores
hibridos, ou seja, contendo uma parte que se anela no gene alvo e outra parte contendo os
sitios de recombinacdo Gateway attB (Tabela 1). Como o sitio attB é longo, uma parte do sitio
attB foi colocado no iniciador contendo o sitio de anelamento no gene alvo na primeira reacao
de PCR, sendo o restante do sitio attB colocado em uma segunda reacdo de PCR. As reacdes
de PCR foram feitas usando o kit Phusion (Finnzymes) de acordo com as instru¢Ges do
fabricante. O gene OsNRT1.1A apresenta dois sitios para splicing alternativos, sendo um
chamado de OsNRT1.1A full (ou somente OsNRT1.1A) contendo todos os éxons, enquanto
OsNRT1.1A spl ndo contém o primeiro éxon (splicing alternativo) (Figura 1).

Chra
3183k 3164k 3185k 3186k 3187k 3188k 318% 3190k
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peptide transporter PTRZ, putative, expressed
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Figura 1. Locus do transportador OsSNRT1.1 full (LOC_0s08g05910.1) e OsNRT1.1 splicing
(LOC_0s08g05910.2) sem o primeiro éxon. Fonte: Rice Genome Annotation Project.

Apos o isolamento dos genes com os sitios attB, foi feita a clonagem dos genes no
vetor pPDON221 usando o kit “Gateway BP Clonase™ II Enzyme mix” (Thermo Scientific)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. O produto da reacdo foi eletroporado em
Escherichia coli estirpe DH5a, plagueado em meio LB solido contendo os antibidticos
Sp/Sm. A extracdo do vetor foi feita usando o Kit “PureYield™ Plasmid Miniprep system”
(Promega) de acordo com as recomendac@es do fabricante. Os vetores contendo o promotor
do virus do Mosaico da Couve Flor (35S), terminador Tag de HA e 0 gene OsNRT1.1 foi feito
usando o kit “Gateway™ LR Clonase™ Enzyme mix” (Thermo Scientific) de acordo com as
recomendacgOes do fabrincante. O produto da reacdo foi novamente eletroporado em E. coli
estirpe DH5a, plagueado em meio LB sélido contendo os antibioticos Sp/Sm. O vetor foi
isolado Kit “PureYield™ Plasmid Miniprep system” (Promega). Os vetores foram usados
para transformar Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 por choque térmico para
posterior transformacédo de Arabidopsis thaliana.



Tabela 1. Iniciadores gateway para isolamento das regibes codante (cds) dos
transportadores OsNRT1.1A, OsNRT1.1A splicing, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C contendo
0s sitios de recombinacdo attB Gateway.

Gene Iniciadores Forward/Reverse
5’-AAAAAGCAGGCTTAATGGTGGGGATGTTGCC-3’
57 - AGAAAGCTGGGTAGTGGAGGCATGGCTCG -3”
5’-AAAAAGCAGGCTTAATGGGGGTGCTGTACCTG-3’
5’ - AGAAAGCTGGGTAGTGGAGGCATGGCTCG -3°
5’- AAAAAGCAGGCTTAATGGCGATGGTGTTGC -3°

OsNRT1.1Afull

OsNRT1.1Aspl

OsNRTL.1B 5’- AGAAAGCTGGGTAGTGGCCGACGGCG -3°
OSNRTL.1C 5’- AAAAAGCAGGCTTAATGGCGGTGGCGG -3°

5’- AGAAAGCTGGGTATATATGTATTATTCCGGCGTCG -3°
Adpt-B1F* 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’
Adpt-B2R* 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’

* sequéncia do iniciador contendo todo sitio de recombinagéo attB.

3.2 Transformagdo de Agrobacterium tumefaciens com as Construgdes de Arabidopsis
thaliana

Apols a caracterizacdo das construcfes génicas, as mesmas foram inseridas em
Agrobacterium tumefaciens estirpe LBA4404 com o seguinte protocolo: Foi adicionado 1 pg
de plasmidio a 100 pL de Agrobacterium tumefaciens competente, a mistura foi
homogeneizada e incubada no gelo por 30 minutos. As células com o plasmidio foram
congeladas em nitrogénio liquido por cinco minutos e em seguida incubada a 37° C em
banho-Maria por cinco minutos. A continuacdo, foi adicionado 1 mL de meio YEB, e as
células foram mantidas a 28°C, sob agitacdo a 150 rpm durante duas horas. 1 ml da
transformacdo foi plaqueada em meio YEB solido com os antibidticos correspondentes a
construgcdo Espectinomicina/Estreptomicina (Sp/Sm) mais Rifamicina (Rf) 100 pg/mL, e
Gentamicina (Gm) 40 pg/mL. As placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento de
colbnias (dois a trés dias). A transformacdo foi confirmada por PCR de coldnia.

3.3 Preparacéo de Agrobacterium tumefaciens Competentes

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) foi riscado em meio YEB sdlido
contendo rifamicina (100 pug/mL) e gentamicina (40 pg/mL), e incubado a 28° C por 24 horas.
Com ajuda de al¢ca flambada foi transferida a colonia isolada para tubo falcon de 50 mL,
contendo 3 mL de meio YEB, adicionando previamente Rf/Gm, que foi incubado a 28° C sob
agitacdo (150 rpm) por 48 horas. Pela manhd, 2 mL da cultura fresca foi inoculada em 50 mL
de meio YEB contendo Rf e Gm em erlemayer de 250 mL. A inoculacéo foi realizada a 28°C
sob agitacdo de 150 rpm, até atingir uma DOgqo de aproximadamente 0,6. A cultura foi
dividida em dois tubos falcon de 50 mL e incubada no gelo por 20 min. Em seguida, as
células foram precipitadas a 1.000 g por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet resuspendido em 500 pL de uma solugdo contendo CaCl, 20 mM e glicerol 10%. As
células foram divididas em aliquotas de 100 pL acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5
mL e mantidas em freezer -80° C por até seis meses.



Para o cultivo de Agrobacterium tumefaciens, foi utilizado o meio YEB contendo 5
g/L de extrato de carne, 1 g/L de extrato de levedura, 1 g/L de peptona, 5 g/L de sacarose,
0,002 g/L de MgSQ,, sobre pH 7,4. Para meios sélidos, foi adicionado 1,5% de agar ao meio
de cultura, segundo a recomendacéo do Cold Spring Harbor Protocols.

3.4 Expressdo dos Genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em Raiz e Parte Aérea
de Arroz Cultivado com NO3 e NH,"

Para conhecer o padrdo de expressdo do OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em
arroz, cultivar Nipponbare, foi realizado analise de expressao por PCR em tempo real usando
cDNA do banco de RNA total e cDNA do Laboratério de Nutricdo de Plantas. As plantas de
arroz foram cultivadas por 21 dias em camara de crescimento e os tratamentos foram: (i)
suprimento constante com 2,0 mM de N-NOgs’; (ii) ressuprimento com 2,0 mM de N-NOj’
apos 72 horas sem NOs’; (iii) deficiéncia de NO3™ por 72 horas; (iv) suprimento constante com
2,0 mM de N-NH,"; (v) ressuprimento com 2,0 mM de N-NH,4" ap6s 72 horas sem NH,"; (vi)
deficiéncia de NH;" por 72 horas. Os iniciadores para OsSNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C
usados foram os mesmos usados por SPERANDIO et al. (2015).

3.5 Propagacéo de Arabidopsis thaliana

Foi conduzido o experimento com sementes de A. thaliana Ecotipo Columbia (Col1-
tipo selvagem), e o mutante chl1-5. Informag6es necessérias as condi¢bes de crescimento para
Arabidopsis thaliana estdo contidas no Arabidopsis thaliana “Protocols-third edition”. As
sementes foram desinfestadas por imersédo em alcool 75%, e numa solucéo de hipoclorito de
sodio 2,5%, o excesso foi retirado posteriormente com trés lavagens de &gua destilada, as
sementes imediatamente foram semeadas em recipientes plasticos com capacidade de 150 ml
contendo substrato comercial e vermiculita, na proporcdo 2:1, previamente autoclavados,
durante 1 hora a 120° C. Foram utilizados quinze recipientes, dos quais cinco sdo para o
Ecotipo Columbia 1, e dez para o mutante chll-5, todos posicionados sobre uma bandeja
plastica contendo &gua destilada, necessaria para humedecer por capilaridade o substrato
misturado. Sobre a bandeja foi colocado filme plastico para manter imido o substrato. Aos
trés dias apds o semeio o plastico foi furado, data que coincide com a germinacdo das
sementes. Aos treze dias apds o semeio as plantas completardo o segundo par de folhas
verdadeiras, assim os recipientes foram retirados da bandeja contendo agua, sendo que cada
ciclo de irrigagdo foi feito visando o umedecimento do susbtrato. Aos quatorze dias foi
realizado o desbaste das plantas, deixando trés mudas por recipiente. Posteriormente, foi
realizado o teste de resisténcia ao clorato do mutante chl1-5.

No caso da transformacdo do mutante chll-5 via Agrobacterium tumefaciens cepa
LBA4404, foi utilizado o método floral dip. E os passos para o cultivo de A. thaliana foram
semelhantes ao anterior.



3.6 Transformacao de Arabidopsis thaliana Mediada por Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo de Arabidopsis thaliana foi realizada com o método floral-dip
(CLOUGHT e BENT, 1998; MARA et al., 2010) Agrobacterium tumefaciens da linhagem
LBA4404 foram transformados com as constru¢cdes obtidas 35S:0OsNRT1.1A:HA,
35S:0sNRT1.1B:HA, 35S:0sNRT1.1C:HA e 35S:0sNRT1.1SA:HA. Apos a transformacao e
confirmacdo da mesma por PCR de col6nia foi feito, pré-indculo em 1 mL de meio YEB com
0s antibidticos Sm/Sp, posteriormente o volume foi elevado para 10 mL com meio YEB sem
antibiotico, este cultivo foi per-noite, e na manha do dia seguinte foi quantificada a DO que
deveria estar por volta de 2. Aos 10 mL de cultura foram adicionados 40 mL de uma solugéo
contendo sacarose 10% e silwet 0,05%, e usado imediatamente. A inflorescéncia das plantas
mutantes de Arabidopsis, na fase fenoldgica de prefloracdo foi mergulhada nesta solugédo por
2 a 3 segundos e levemente agitadas. Oito plantas foram utilizadas para cada constru¢do. Um
dia prévio a transformacdo as plantas foram irrigadas abundantemente para ficarem com o0s
estdmatos bem abertos, e apds a transformacdo as mesmas foram mantidas deitadas em
bandejas cobertas com filme plastico por 24 horas, sendo que depois da transformacéo as
plantas ndo foram irrigadas nos dois dias seguintes, apds esse periodo inicia-se a irrigacao
novamente. As sementes obtidas foram depositadas em microtubos, secas em estufa a 30°C
durante dois dias e depois armazenadas em geladeira a aproximadamente 10°C para uso
posterior.

3.7 Selecao de Plantas da Transformacéo de Arabidopsis thaliana

As sementes de Arabidopsis thaliana submetidas ao processo de transformacao floral-
dip foram lavadas em 1 mL de etanol 70% durante 30 segundos, seguido de lavagem com
hipoclorito de sodio 2,5%, o hipoclorito foi imediatamente retirado e as sementes lavadas por
mais seis vezes consecutivas com agua destilada autoclavada. O meio de cultivo das plantas
de A. thaliana em placa foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962) a %2 da for¢a idnica com 1% de
sacarose, 0,5 gL™ de MES, e solidificado com 0,7% de bacto agar, o pH da solucéo foi
calibrado para 5,7. Dentro de fluxo laminar, as sementes limpas foram colocadas sobre papel
de filtro estéril dentro de placas de Petri e transferidas para a superficie do meio de cultivo
com palitos de dente autoclavados, aproximadamente 100 plantas por placa de 12 mm de
diametro. As placas foram fechadas e a seguir vedadas com fita microporosa e deixadas
invertidas em geladeira a 4°C por dois dias para homogeneizar a germinagéo. As placas foram
entdo transferidas para camara de crescimento a 25°C com aproximadamente 200 umol de
fotons m? s™ e fotoperiodo de 14 horas.

As plantas que sofreram o procedimento de transformacéo via floral dip, sdo chamadas
de TO, suas sementes plantadas sobre as placas de Petri contendo canamicina deram origem a
plantas resistentes ao antibidtico, sendo selecionadas as diferentes linhagens chamadas de T1,
esses gendtipos resistentes foram plantados no substrato comercial com vermiculita (2:1),
enguanto que as sementes das linhagens T1 deram origem a geracdo T2 onde foi possivel
observar a segregacgédo 3:1 (Tabela 3), para confirmar este parametro estatistico foi realizado o
teste de qui-quadrado, sendo que foram selecionadas dez plantas por cada linhagem obtendo-
se o total de duas linhagens por cada construgdo. As plantas selecionadas ou genétipos foram
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plantados no substrato para obter as sementes T3 as quais seriam plantadas em Placas de Petri
adicionado do antibidtico canamicina para visualizar a homozigose, na geracdo T3 foi
possivel identificar qual genoétipo é homozigoto ou heterozigoto. Para posteriores etapas
analiticas foram escolhidas apenas 0s genotipos com uma copia do gene ou plantas
homozigotas, porém com diferentes niveis de expressdo dos genes em estudo.

3.8 Teste com Clorato

Sementes de linhagens WT, chl1-5 e plantas transformadas sobre a expressdo dos
genes OsNRT1.1 A, B, C, em homozigose foram semeadas sobre substrato comercial
(Susbtrato Mudas e Plantio Organico BIOMIX®) misturado com vermiculita, proporcao 2:1,
em recipientes plasticos de 150 mL, que foram colocados em bandejas plasticas cobertas com
papel filme de PVC, as bandejas foram colocadas em camara de crescimento de plantas com
fluxo luminoso médio de 137 pmol de fétons m? s*, temperatura média de 23°C e
percentagem de umidade 65% de. Aos 23 dias apds o plantio foram iniciadas 8 aplicacdes,
passando um dia, de clorato de so6dio na concentracdo de 12 mM (WANG et al., 1998) no
volume de 15 mL por cada recipiente plastico, aos 39 dias apos o plantio foram fotografadas e
coletadas as plantas para se obter pardmetros comparativos do efeito do clorato no seu
metabolismo.

3.9. Experimento com Plantas Transformadas de Arabidopsis thaliana Superexpresando
os Ortologos de Arroz OsNRT1.1A, B, C em Substrato e Solugdo Nutritiva

Sementes de linhagens WT, chl1-5 e plantas transformadas foram cultivadas conforme
o0 item anterior (3.8) e adubadas com uma solugdo contendo 8,25 mM de N-NOj3 e 3,75 mM
de N-NH," com os mesmos tempos do item anterior (WANG et al., 1998). Aos 39 dias ap6s 0
plantio, as plantas foram pesadas, das quais 1,0 gr foi acondicionado em etanol 80% e 1,0 gr
foi congelada em nitrogénio liquido estocado em freezer -80 °C para posterior extracao de
RNA total.

Para conhecer o padrdo de expressdo de OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C
experimento hidrop6nico foi montado. Para a germinacdo individual de sementes de A.
thaliana, foram utilizadas sementes de cada linhagem transformadas, semeadas sobre tampas
separadas de tubos Eppendorf®, com um pequeno orificio no meio, as mesmas foram
colocadas sobre estantes de tubos contendo &gar na concentracdo de 10%, solidificado
posteriormente. As estantes foram depositadas sobre bandejas plasticas com uma leve lamina
de agua destilada para evitar o ressecamento excessivo do agar, finalmente foram cobertas
com filme plastico e colocadas em cimara de crescimento de plantas a 25°C com
aproximadamente 200 umol de fétons m? s* e fotoperiodo de 14 horas, nesse bercario
hidropdnico as mudas germinadas com nove dias de idade foram imediatamente transferidas
para o sistema hidropénico, composto de recipientes com capacidade de cinco litros, contendo
solug@o nutritiva com 14, 12 e 1 forga idnica (Tabela 2), com quatro dias de intervalo de
troca na primeira e trés na segunda, e 6 dias na Ultima. Logo apds, as plantas foram
transferidas para os tratamentos sem N, 50 uM de, 1 mM e 10 mM de NOg’, as quantidades de

nutrientes estdo listadas na Tabela 3, a coleta foi realizada apds 12 dias. O delineamento
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experimental foi composto de quatro doses, seis plantas de cada linhagem por dose, com
quatro repeticBes por linhagem, distribuidas em vinte recipientes, sendo assim cada recipiente
foi dividido em duas partes, tracando-se uma divisoria imaginaria entre a superficie do
sistema hidroponico de tal forma que cada planta de linhagem transformada tenha a metade
do espaco, para o caso de plantas wild type e chl1-5 as plantas de cada uma foram colocadas
no mesmo recipiente separadas entre si.

Tabela 2. Concentracdo balanceada de nutrientes para a quantidade de vinte litros, até os
vinte e um dias de idade das plantas.

Solucio 14 FI Quantidade (gr)
MgS0O,.7H,0 2,44
Ca(NO3)2.4H,0 4,72
(NH4)2S0, 0,66
KH,PO, 0,34
K HPO, 0,44
K>SO, 1,92
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque de micronutrientes 20 mL
Solucio 12 FI Quantidade (gr)
KNO; 4,04
MgS0O,.7H,0 4,86
Ca(NO3)2.4H,0 4,72
Solucgio 12 FI Quantidade (gr)
(NH4),SO, 0,66
KH,PO, 0,62
K,HPO, 0,96
K>SO, 0,32
CaS0,.2H,0 2,0
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque micronutrientes 20 mL
Solucgéo 1 FlI Quantidade (gr)
KNO3 4,04
MgS0O,.7H,0 9,74
Ca(NOs3),.4H,0 4,72
(NH4),SO, 0,66
KH,PO, 1,14
K2HPO, 2,02
K2SO, 4,06
CaS0,.2H,0 3,34
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque de micronutrientes 20 mL
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Tabela 3. Concentracdo balanceada de nutrientes para a quantidade de vinte litros, aos

vinte e dois dias de idade das plantas.

Solugéo em nitrato Quantidade (gr)
(NH,),SO, 0,066
MgS0O,.7H,0 9,74
KH,PO, 1,14
K,HPO, 2,02
K,SO, 7,54
CaS0,.2H,0 13,34
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque de micronutrientes 20 mL
Solucéo 50 uM Quantidade (gr)
(NH,4),SO4 0,066
KNO; 0,108
MgSO,.7H,0 9,74
KH,PO, 1,14
K,HPO, 2,02
K,SO, 7,54
CaS0,.2H,0 13,34
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque de micronutrientes 20 mL
Solucdo 1 mM Quantidade (gr)
(NH,),SO, 0,066
KNO; 2,02
MgSO,.7H,0 9,74
KH,PO, 1,14
K,HPO, 2,02
K,SO, 5,8
CaS0,.2H,0 13,34
Estoque de micronutrientes 20 mL
Solugdo 10 mM Quantidade (gr)
(NH,4),SO4 0,066
Mg(NOs),.6H,0 5,14
MgSO,.7H,0 4,8
Ca(NO3),.4H,0 18,88
KH,PO, 1,14
K,HPO, 2,02
K,SO, 7,14
Fe-EDDHMA 1,66
Estoque de micronutrientes 20 mL

3.9.1 Analises de fraces solUveis e mensuracdo da massa fresca

Uma grama de material coletado foi estocado em etanol 80%, para depois realizar as
andlises de fragdo soluvel (FERNANDES, 1984) compostas de N-NO3; (CATALDO et al.,
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1975), N-NH," (FELKER, 1977), N-amino livre (YEMM e WILLIS, 1957). Para analises de
massa fresca uma aliquota do material vegetal foi coletada e imediatamente mensurada.
3.9.2 Extracdo alcoodlica

Esta etapa foi realizada segundo a metodologia proposta por Fernandes, (1984). Uma
grama de material fresco foi depositada em 20 ml de etanol (80%) para seu posterior
armazenamento dentro de frascos plasticos mantidos em geladeira. Para a extracdo cada
amostra foi triturada e filtrada sobre camadas de gazes e papel filtro, consecutivamente as
amostras foram transferidas para funil de separa¢do no qual se adicionara igual volume de
cloroférmio. Apés suave agitacdo, foi deixado em repouso por 40 minutos, assim foi
descartada a fracdo apolar. A fracdo polar (sobrenadante) foi recolhida e avolumada a 25 mL
com etanol (80%), o liquido resultante foi armazenado em frascos que foram colocados na
geladeira.

3.9.3 Determinac&o das concentracdes de N-NO3', N-NH,*, N-amino

Para a determinacdo de N-NOs, uma aliquota de 0,1 mL do extrato alcodlico foi
depositada em tubo de ensaio, foi adicionada vagarosamente 0,4 mL de solucdo de &cido
salicilico (5%) em H,SO,4 concentrado. A mistura foi deixada em repouso durante 20 minutos
sobre temperatura ambiente, durante esta etapa foi acrescentado lentamente 9,5 mL de NaOH
2N. Apos o resfriamento da amostra foi realizada a leitura em espectofotdmetro de chama a
410 nm, sendo utilizado 0 KNO3 como padréo.

Para determinagio do N da forma de NH," a solugéo de hipoclorito de sodio proposta
por Mitchell (1972) foi substituida por dicloroisocianurato de sédio (FELKER, 1977), pelo
motivo de que o hipoclorito perde sua atividade oxidante sobre influéncia de climas tropicais.
Assim foram usadas duas solucdes, a primeira composta de 5 g de fenol e 0,025 g de
nitroprussiato de sddio em 500 mL de 4gua deionizada, e a segunda solugdo composta de 15 g
de NaOH e 0,31 g de dicloroisocianurato de sddio em 500 mL de agua deionizada. Uma
aliquota de 0,5 mL da solucdo obtida de extrato foi acrescentada a 2,5 mL de cada solucéo,
ap6s a homogeneizacdo e descanso por 30 minutos, as amostras foram lidas em
espectrofotometro a 630 nm, o NH,ClI (5 mM) foi utilizado como padréo.

A determinagdo do N-amino foi realizada em tubo pyrex com 0,5 mL de tampéo
citrato (0,2 M; pH 5), 1 mL da solugdo obtida anteriormente do extrato alcoolico (diluida
guando necessario), 1,2 mL do reagente metil celessolve (100%) + KCN (0,01 M) + ninidrina
(5%). A mistura foi agitada e todos os tubos foram fechados com papel aluminio para serem
aquecidos em banho-maria a 100°C durante 15 minutos, apds esse tempo os tubos foram
resfriados em &gua por 5 minutos, durante esse tempo etanol (60%) foi acrescentado. A
mistura foi homogeneizada e levada para a leitura em espectrofotbmetro a 570 nm, a leitura
de leucina foi utilizada para elaborar a curva padréo.

3.9.4 Extracao de RNA total

O procedimento para extracdo do RNA total foi realizado segundo GAO et al., (2001)

com modificagBes. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, e aproximadamente
14



100 mg de tecido transferidos para microtubos contendo 500 pL de tampéo de extracéo,
composto de 200 mM de Tris-HCI pH 7,5, 100 mM de LiCl, 5 mM de EDTA e 1% de SDS.
Apo0s as misturas das amostras e o tampao de extracdo, foram adicionados 250 uL de fenol e
250 pL de cloroformio, este conjunto foi entdo agitada em vortex durante um minuto e em
seguida centrifugado por 10 min a 20.000 x g. A fase aquosa foi depositada para novos tubos
ja contendo 250 pL de fenol e 250 uL de cloroférmio. Esta mistura foi novamente agitada em
vortex por um minuto, centrifugada por 10 min a 20.000 x g, e a fase aquosa transferida para
novo tubo. Sendo assim o RNA foi precipitado com um volume de LiCl 6 M durante 16 horas
a 4°C.

A continuagdo as amostras foram centrifugadas por 10 min a 20.000 x g, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso com 1mL de LiCl 3 M para uma segunda
precipitacdo por 10 min a 20.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso com 250 pL de H,O ultrapura tratada com dietil pirocarbonato (milli-Q-DEPC).
Apobs completa dissolucdo do precipitado foram adicionados 0,1 volume de acetato de sdio a
3M (25 uL) e 2 volumes de etanol absoluto (550 uL). Esta mistura foi mantida no freezer -80°
C por 2h, e posteriormente centrifugada por 15 min a 20.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 300 pL de etanol 70%. Apos a secagem do precipitado
0 RNA foi ressuspenso em 50 pL de agua milliQ-DEPC e armazenado em freezer -80°C.

3.9.5 Tratamento com DNase e sintese de cDNA

Apos quantificacdo do RNA total usando Nanodrop 2000C (Thermo Scientific), foi
usado 500 ng de RNA total para tratamento com DNase | usando kit Thermo Scientific de
acordo com as instrucdes do fabricante. A sintese de cDNA foi feita usando o kit GoScript™
Reverse Transcription System (Thermo Scientific).

3.9.6 PCR em tempo real

Para as reacdes de PCR foram feitas no aparelho Step One Plus (Applied Biosystems)
usando cDNA, iniciadores (Tabela 4) e EvaGreen (Solis Biodyne) de acordo com as
especificacbes do fabricante. As sequéncias dos genes estudados foram obtidos no sitio TAIR
(https://www.arabidopsis.org/) e os iniciadores feitos usando a ferramenta primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A especificidade das reacdes foi feita
apos a reacdo de PCR na curva de dissocia¢do. Todos os iniciadores usados apresentaram alta
especificidade para o gene alvo. O calculo de expressdo foi feito de acordo com LIVAK e
SCHMITTGEN (2001) usando plantas chl1-5 como controle (valor 1), a partir dos valores de
Ct (Cicle Threshold, ciclo limite) obtidas apds as reacdes de PCR em tempo real. Foi usado o
gene da Ubiquitina 14 (Ubil4) como gene normalizador (Santos, 2009; Santos et al., 2012).
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Tabela 4. Sequéncias dos iniciadores usados nas rea¢es de PCR em tempo real.

Gene Iniciadores Forward/Reverse
UBIL4 5’ -TCACTGGAAAGACCATTACTCTTGAA-3’
5’ -AGCTGTTTTCCAGCGAAGATG -3’
NRTL1* 5°- CGTCCACGCTCAATTAACGA -3°
5°- CGATGGAACGGTCCAATGTC -3°
NRT2.1 5- CTTGCGGAGCCACCTTTG -3'
5- TTAAACCCGAGATGATGCCTAGA -3'
NRT2.2 5- CTTGCGGAGCCACCTTTG -3'
5- GTTGCGTTCCCTTTGTGGAC -3'
NAR2.1 5- CTTGCGGAGCCACCTTTG -3'
5'- AGAAGACGACAAGAGCCACG -3
NRTL2 5- TTCCTAGGGTCAGCCGATCT -3'

5'- ACCCCATAGCCAAAGAAGCC -3

OsNRTL.1Afull*

5'- CTGATCCCGCAGTTCCTGTT -3
5'- ACCCCATAGCCAAAGAAGCC -3

OsNRT1.1Aspl*

5'- AACTTCATGGGCACCTCCTT -3'
5'- AGATGGCGATGGTGAGGTAG -3'

OsNRT1.1B*

5-TACTTCTACTGGCTGCTCGC -3'
5'- CGAGGCGCTTCTCCTTGTAG -3'

OsNRT1.1C*

5'- GACAACCTGGACGAGGGAAG -3'
5'- GAACACCGCTAGGTTCACCA -3'

* somente analisados nas plantas transformadas contendo o respectivo gene. Para as plantas
transformadas, a expressdo do gene de arroz foi feito para comparar as duas linhagens de cada gene

usadas no estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressdo dos Genes OSNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em Arroz

Para verificar o padrdo de expressdo dos trés provaveis ortélogos do NRT1.1 de
Arabidopsis thaliana em arroz, foi avaliada a expressdo do OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e
OsNRT1.1C em raizes e parte aérea da variedade de arroz Nipponbare cultivada com NO3
e NH;". A anélise de expressio por RTqPCR dos genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e
OsNRT1.1C mostrou variagdo entre os genes, fonte de N e parte da planta (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo dos genes OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C nas raizes (A e B) e
parte aérea (C e D) de arroz cultivados com NOs (A e C) e com NH;" (B e D). Os
tratamentos usados foram suprimento constante com 2 mM de N-NOs ou N-NH,;",
ressuprimento com 2 mM de N-NOs;™ ou N-NH," apds 72 horas de privacdo de N e
deficiéncia de NOz* ou NH,;" 72 horas. * representa diferenca com OsNRT1.1A no
tratamento constante com NOg3 na raiz.

A expressdo de OsNRT1.1A ocorreu principalmente nas raizes, com maior expressao
no suprimento constante com NOs; e NH,', enquanto na parte aérea OsNRT1.1A foi mais
expresso nas plantas cultivadas com NOj;. A expressio de OsNRT1.1B ocorreu
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principalmente nas raizes das plantas cultivadas com suprimento constante de NO3’, enquanto
na parte aérea e no cultivo com NH," apresentou baixa expressdo. A expressio de
OsNRT1.1C foi muito baixo em todos os tratamentos e doses usadas.

Os resultados de expressdo mostram a complexa regulacdo dos genes OsNRTL1.1A,
OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em arroz. Enquanto OsNRT1.1A apresentou expressao menos
variavel e foi mais constitutivo, OSNRT1.1B parece ser expresso principalmente nas raizes e
com suprimento constante com NO3z e OsNRT1.1C com menor relevancia entre as ort6logos
de OsNRT1.1. PLETT et al. (2010) também verificaram menor expressdo do OsNRT1.1C em
arroz. Os resultados de expressdo sugerem a maior participacdo das ortdlogos OsNRT1.1A e
OsNRT1.1B em arroz, sendo que OsNRT1.1A pode atuar no fluxo de NO3™ na parte aérea. O
NH;" e seus produtos de assimilacdo, principalmente glutamina, é forte inibidor de varios
transportadores de NO3;  (GLASS et al., 2003) e foi usado como fonte de N na solucédo
nutritiva para verificar a expressdo de OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C em condicdes
repressivas (SPERANDIO, 2015). A expressdo de OsNRT1.1A apresentou pouco efeito
inibitério nas raizes das plantas cultivadas com NH;*, mostrando ser pouco sensivel as
variagOes do status de N na planta. Por outro lado, a expressdo de OsNRT1.1B foi induzida
somente por NO3™ nas raizes de arroz, sugerindo que pode atuar na absor¢cdo de NOj3 nas
raizes e com menor participacdo no fluxo de NO3™ na parte aérea.

Experimento hidroponico com plantas de arroz superexpressando o OsNRT1.1A revela
forte inducdo pelo aménio, sugerindo que esse ortdlogo possui importdncia em areas de
producédo de arroz alagado (WANG et al., 2018). Esses dados mostram similaridade com
nossos resultados obtidos na Figura 2, em raiz onde o NH," é responséavel por induzir a
expressdo de OsNRT1.1A. WANG et al., (2018) demonstraram que em condicdes de campo o
mutante OsNRT1.1A mostra decréscimo no tamanho da planta, tamanho de panicula, e massa
de 1000 sementes, em contrapartida a superexpressdo de OsNRT1.1A em Arabidopsis
thaliana resultou em incremento do tamanho da planta e menor tempo de florescimento com
reducdo de 6 a 15 dias (WANG et al., 2018).

4.2 Analise da superexpressdo dos genes OSNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C no
mutante chl1-5 de Arabidopsis thaliana

Com relagéo ao cultivo da Arabidopsis thaliana RIVERO et al., (2014) relatam que,
para 0 bom crescimento das plantas de Arabidopsis thaliana a irradiancia deve estar da faixa
de 120 a 150 umol m™s, além de temperaturas entre 22 e 23 © C. Na camara de crescimento
o valor mensurado pelo radidmetro foi de 79 pumol m™ s?, ndo sendo observado nenhum
sintoma tipico de estresse luminoso para todas as plantas, resultado contrastante com a
literatura. Fotoperiodo longo, acima de 12 horas pode diminuir o ciclo vegetativo de
Arabidopsis, neste caso plantas WT apresentaram estadio reprodutivo a partir das 3 semanas,
ja as plantas chl1-5 a partir de 4 semanas. O ciclo reprodutivo de plantas WT foi reduzido em
2 semanas, para chl1l-5 o ciclo se manteve conforme relatado pela literatura. Conforme a
metodologia do item 3.7, o resultado da segregacgdo 3:1 € apresentado na Tabela 5. Se verifica
que todas as linhagens utilizadas para as analises posteriores podem ser utilizadas.
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Tabela 5. Resultado da segregacgéo nas plantas selecionadas ao antibidtico canamicina.

Linhagem Numero de Pla_ntas Plantas Qui quadrado Qui quadrado Segregaco 3:1 Percentagem
plantas Vivas Mortas calculado tabelado (0,05%) plantas mortas
OsNRT1.1Aspl L1 742 324 418 6,42 16,91 Sim 56,33%
OsNRT1.1Aspl L2 845 654 191 3,43 16,91 Sim 22,60%
OsNRT1.1Aspl L3 408 317 91 2,13 9,49 Sim 22,30%
OsNRTL1.1A L1 715 537 178 10,06 18,31 Sim 24,89%
OsNRT1.1A L2 313 243 70 4,63 9,49 Sim 22,36%
OsNRT1.1A L3 290 223 67 3,73 7,81 Sim 23,10%
OsNRT1.1B L1 661 487 174 1,85 16,91 Sim 26,32%
OsNRT1.1B L2 552 480 72 11,64 16,91 Sim 13,04%
OsNRT1.1C L1 828 675 153 9,67 16,91 Sim 18,48%
OsNRT1.1C L2 856 682 174 7,76 14,06 Sim 20,33%
OsNRT1.1C L3 335 251 84 2,91 7,81 Sim 25,07%
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Nos relatos de artigos cientificos o protocolo de resisténcia ao clorato é avaliado no
substrato, como no caso de WANG et al. (1998) que aplicaram em plantas de A. thaliana com
doze dias de idade a concentracdo de 12 mM de clorato de sodio, 3,75 mM de sulfato de
amoénio e 8,25 mM de nitrato de potassio. Sendo assim este experimento foi realizado
conforme WANG et al. (1998), no entanto, com plantas homozigotas de 21 dias ap0ds
germinacdo que receberam sete aplicagcfes de clorato de sodio na concentragdo de 12 mM, o
tratamento controle recebeu a mesma concentragdo de nutrientes sem clorato.

O resultado de resposta de absorcdo ao clorato nas plantas WT € visivel (Figura 3),
mostrando também o fendtipo das linhagens transformadas. O mutante chl1-5 ndo mostra
alteracdo nenhuma a aplicacdo com clorato conforme dados de literatura de LIU et al. (1999).
Para o ortélogo OsNRT1.1As 2.2 e 1.1 (Figura 3) ndo h& variacdo de fendtipo. Ja para o
ortdlogo Al.2 e A3.1 existe variacdo, no entanto, para linhagem A3.1 o efeito toxico do
clorato € mais evidente, mas ndo tdo evidente como na planta WT. Na Figura 4 o fendtipo de
sensibilidade ao clorato pela superexpressdo do transportador OsNRT1.1B foi mais
caracteristico e aproximou-se da planta WT, indicando que possivelmente este seja o ortélogo
predominante na absorc¢do de nitrato em arroz. A superexpressdo do OsNRT1.1C L1.1e 2.1
ndo mostrou evidéncias de danos criticos para o tratamento com clorato (Figura 4).
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WT (-clorato) WT (+clorato) NRT1.1AS 2.2 (-clorato) NRT1.1AS 2.2 NRT1.1A 1.2 (-clorato) NRT1.1A 1.2 (+clorato)
(+clorato)

chl1-5 (-clorato) chl1-5 (+clorato) NRT1.1AS 1.1 (-clorato) NRT1.1AS 1.1 NRTL1.1A 3.1 (-clorato) NRT1.1A 3.1 (+clorato)
(+clorato)

Figura 3. Plantas de Arabidopsis thaliana Wild type (WT) com clorato de sodio (NaClO3) e sem clorato de sédio, mutante chll1-5, e linhagens
transformadas OsNRT1.1AS gendtipos 2.2 e 1.1, OsNRT1.1A gendtipos 1.2 e 3.1.
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WT (-clorato) WT (+clorato) NRT1.1B 1.8 (-clorato) NRT1.1B 1.8 (+clorato) NRT1.1C 1.1 (-clorato) NRT1.1C 1.1 (+clorato)

chl1-5 (-clorato) chl1-5 (+clorato) NRT1.1B 2.2 (-clorato) NRT1.1B 2.2 (+clorato) NRT1.1C 2.1 (-clorato) NRT1.1C 2.1 (+clorato)

Figura 4. Plantas de Arabidopsis thaliana Wild type (WT) com clorato de sddio (NaClOs3) e sem clorato de sédio, mutante chll1-5, e linhagens
transformadas OsNRT1.1B gendtipos 1.8 e 2.2, OsNRT1.1C gendtipos 1.1 e 2.1.
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E possivel observar na Figura 5 que quando foi aplicado 12 mM de clorato ndo houve
reducdo de massa fresca no mutante chll-5, o0 mesmo acontece no tratamento controle,
demonstrando que a auséncia do gene NRT1.1, também impede a absorcdo de clorato. No
caso da planta WT observa-se diferenca significativa de reducdo de massa fresca com o
clorato, resultados semelhantes séo visiveis para todas as linhagens transformadas. O clorato é
molécula andloga ao nitrato, sendo que depois de ser absorvido o clorato é reduzido no
interior das células a clorito, pela atividade da enzima nitrato redutase, assim, o clorito é
toxico para a planta resultando na diminuicdo de massa fresca para as todas as isoformas
transformadas.
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Figura 5. Massa fresca planta’ com e sem clorato no mutante chl1l-5, WT e chl1-5
transformado com superexpressdao dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl),
OsNRT1.1A (1.1A), OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas
linhagens para cada mutante superexpressando OsNRT1.1.

Na massa fresca (Figura 6) de plantas que receberam dosagens de amdnio e nitrato na
concentracdo de 3,75 mM e 8,25 mM respectivamente, ha diferenca significativa entre WT e
linhagens homozigotas transformadas comparadas ao mutante chl1-5, no entanto as linhagens
B2.2 e C1.1 ndo mostram diferenca em relacdo ao mutante, valores que ndo sdo conclusivos
em relacdo a absorcdo de nitrato pela planta. Para caracterizar a importancia do teste com
clorato e a funcdo do NRT1.1, a Figura 7 mostra a diminuicdo do efeito do clorato em
porcentagem, sendo assim as linhagens transformadas e WT mostram efeitos de diminuicdo
acima de 40%, sendo que a linhagem WT e isoformas NRT1.1 B1.8 e NRT1.1 B2.1 tem
reducdo significativa acima de 80%, argumentando a funcdo transportadora de nitrato dessas
linhagens transformadas e sua proximidade com a planta WT, pode-se concluir que as
linhagens transformadas dessa isoforma possuem a funcédo de transporte de nitrato semelhante
a planta WT.
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Figura 6. Massa fresca planta sem clorato no mutante chl1-5, WT e chl1-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),
OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1. * Representa diferenga significativa das linhagens
transformadas e WT comparadas com plantas chl1-5 (P<0,05).
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Figura 7. Efeito do clorato (%) no mutante chl1-5, WT e chl1l-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),
OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1.
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O teor de nitrato (Figura 8) teve diferenga significativa entre as linhagens
transformadas e o mutante chl1-5, a excecdo da planta WT, as duas isoformas de Aspl, 1.1B
L1.8, além do mutante 1.1C L2.1. LIU et al., (1999) conferiram que ha reducdo no teor de
nitrato do mutante chl1-5 quando comparado a WT sobre doses de 250 uM KNOg, sendo que
0 mutante chl1-5 tem falha na absor¢do de nitrato do sistema de alta e baixa afinidade. No
nosso experimento a concentracdo de nitrato foi 8.25 mM sobre a forma de KNO3, mesmo
assim ndo houve reducdo no teor de nitrato com entre a planta WT e chl1-5, possivelmente as
doses aplicadas de nutrientes que receberam todas as plantas permitiu menor diferenca entre
as linhagens. LIU et al., (1999) demonstraram que embora possam existir diferencas entre o
pH citoplasmético de WT e chl1-5, a reducdo na absor¢do de nitrato é devida principalmente a
auséncia do NRT1.1.
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Figura 8. Teores de N-NO3" no mutante chll-5, WT e chll-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),

OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1.

Para o teor de N-NH," (Figura 9) as linhagens que se diferenciam do mutante chl1-5
sd0 1.1A L1.2 e 1.1B L1.8 tendo os menores teores de N-NH4", as mesmas linhagens também
apresentam maior massa fresca com relacdo ao chll-5 (Figura 5), j4 as linhagens que
apresentam maior teor de amonio sdo 1.1A L3.1, 1.1BL 2.2 apresentaram menor massa fresca
(Figura 6), possivelmente devido ao efeito txico do aménio nas plantas.
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Figura 9. Teores de N-NH," no mutante chll-5, WT e chl1-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),

OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1.

N&o houve variagdo nos teores de N-amino livre entre as linhagens analisadas, com
excecdo de 1.1A spl L1.2, 1.1A L1.2 e 1.1B L1.8, que apresentaram menor teor de N-amino
quando comparado com chl1-5. O teor de aminodcidos livres (principalmente glutamina) pode
regular a expressdo de diversos genes, como NRT2.1. No entanto, a variagdo nos teores de N-
amino livre ndo é suficiente para explicar as diferencas na expressao de NRT2.1 e NAR2.1
entre as linhagens superexpressando isoformas de OsNRT1.1 (Figura 10).
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Figura 10. Teores de N-amino no mutante chll-5, WT e chl1-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),
OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1.

A superexpressdo de OsNRT1.1A e OsNRT1.1B apresentaram efeito de indugéo no
NRT2.1. Os resultados com clorato mostraram a capacidade de transporte de NO3 desses
transportadores, principalmente OsNRT1.1B que apresentou niveis de reducéo de crescimento
semelhantes ao WT com aproximadamente 90% de reducdo pelo efeito do clorato (Figura7).
A linhagem OsNRT1.1A L3.1 mostrou indugdo de NRT2.1 120 vezes maior quando
comparado com WT (Figura 11).

A superexpressao de OsNRT1.1C ndo afetou a expressdo de NRT2.1. Curiosamente, a
expressdo de OsNRT1.1C em arroz € muito baixa quando comparada com OsNRT1.1A e
OsNRT1.1B. O teste com clorato mostrou sua capacidade de transportar NO3’, no entanto, sua
baixa expressdo em arroz indica que OsNRT1.1A e OsNRT1.1B sejam os ortologos de
NRT1.1 mais importantes em arroz (Figura 11).
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Figura 11. Expressdao do transportador de NO3” NRT2.1 no mutante chl1-5, WT e chl1-5
transformado com superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl),
OsNRT1.1A (1.1A), OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas
linhagens para cada mutante superexpressando OsNRT1.1. A expressdo no mutante chl1-
5 foi colocado valor 1.

Tanto o sistema de transporte de alta afinidade induzido pelo nitrato ou ndo induzido
(constitutivo) requerem da proteina NAR2 para sua funcionalidade (Okamoto et al., 2006),
apesar da proteina NAR2.1 ndo transportar NO3. A proteina NAR2.1 é essencial para o
enderecamento de NRT2.1 para a membrana plasmatica e também forma complexos com
NRT2.1 na membrana plasmatica (2 NRT2.1/2 NAR2.1) (Orsel et al., 2006). Sem a proteina
NAR2.1, o transportador NRT2.1 perde sua funcéo de transportar NO3'.

Plantas WT apresentaram maior expressdo de NAR2.1 comparado com chl1-5 (Figura
12), apesar de pequena inducdo de expressdo. A superexpressdo de OsNRT1.1A splicing ndo
afetou a expressdo de NAR2.1. No entanto, a superexpressdo de OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e
OsNRT1.1C mostrou forte aumento da expressdo de NAR2.1 em Arabidopsis, principalmente
1.1A L1.2 e 1.1B L1.8. E conhecido a participacdo de NRT1.1 na expressdo de NRT2.1, no
entanto, nossos resultados mostram claramente que os transportadores de arroz ort6logos ao
NRT1.1 de Arabidopsis thaliana OsNRT1.1A, OsNRT1.1B e OsNRT1.1C induzem a expressao
de NAR2.1 em Arabidopsis thaliana. Em arroz, os transportadores OSNRT1.1A e OsNRT1.1B
S80 0S mais expressos e podem atuar na sinalizacdo para expressdo de OsNAR2.1, visto que
OsNRT2.1 depende também de OsNAR2.1 para transportar NO3™ (Yan et al., 2011). A falha
da superexpressdo do OsNRT1.1A splicing em induzir a expressdo de NAR2.1, assim como
NRT2.1, mostra a importancia do primeiro éxon para a sinalizagdo mediada pelo OsNRT1.1A.
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Figura 12. Expressdo da proteina NAR2.1 no mutante chl1-5, WT e chl1-5 transformado com
superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A (1.1A),
OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada mutante
superexpressando OsNRT1.1. A expressao no mutante chl1-5 foi colocado valor 1.

O transportador NRT1.2 pertence a familia dos transportadores de NOj3 de baixa
afinidade (NRT1), sendo expresso na raiz e atuando na absor¢do de NOjs principalmente com
altas doses de NOgs. As plantas WT ndo apresentaram diferenga de expressdo de NRT1.2 em
comparacdo a chl1-5 (Figura 13), no entanto, com excecdo de duas linhagens (1.1A L3.1 e
1.1C L1.1) a superexpressdo de OsNRT1.1 reduziu a expressao de NRT1.2 em Arabidopsis.
Curiosamente, a superexpressao de OsNRT1.1A splicing também mostrou reducdo de NRT1.2
(baixa afinidade), enquanto ndo afetou o sistema de alta afinidade (NRT2.1/NAR2.1). Podem
existir outra regides em OsNRTL1.1 que sdo importantes na sinalizagdo além do primeiro éxon,
podendo atuar na regulacao de outros componentes envolvidos na absorcdo e metabolismo de
nitrogénio em Arabidopsis. A superexpressdo de OsNRTL1.1 sugere que esses transportadores
também podem regular o sistema de baixa afinidade, modulando a expressdo dos sistemas de
baixa e alta afinidade da absor¢do de NOs'.
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Figura 13. Expressdo do transportador NRT1.2 no mutante chl1-5, WT e chl1-5 transformado
com superexpressdo dos genes de arroz OsNRT1.1A splicing (1.1Aspl), OsNRT1.1A
(1.1A), OsNRT1.1B (1.1B) e OsNRT1.1C (1.1C). Foram usadas duas linhagens para cada
mutante superexpressando OsNRT1.1. A expressdao no mutante chl1-5 foi colocado valor
1.

A andlise de expressdao de OsNRT1.1 mostra diferencas de expressdo entre as
linhagens de chl1-5 transformadas com as isoformas de OsNRT1.1 (Figura 14). As linhagens
1.1A splicing L1.1 e L2.2 apresentaram expressdo de OsNRTL1.1A splicing similar, enquanto
1.1A L3.1 apresentou expressdo de OsNRT1.1A 168 vezes maior quando comparada com 1.1A
L1.2, a linhagem 1.1A L3.1 também apresenta maior teor de N-NOj3” (Figura 8). A linhagem
1.1B L2.2 apresentou expressdo de OsNRT1.1B 11 vezes maior que a linhagem 1.1B L1.8,
enquanto 1.1C L2.1 apresentou expressdo de OsNRT1.1C 13 vezes maior expressdo quando
comparada com 1.1C L1.1. As diferencas de expressdo entre as linhagens podem explicar
algumas diferencas analisadas, como a linhagem 1.1A L3.1 apresentar indugéo de NRT2.1 120
vezes maior que chll1-5, enquanto 1.1A L1.2 somente 3 vezes, visto que 1.1A L3.1 expressou
OsNRT1.1A 168 vezes mais que 1.1A L1.2 (Figura 14).
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Figura 14. Comparacdo da expressdo do NRT1.1 ou isoformas de OsNRT1.1 nas linhagens
transformadas. Para comparar a expressao entre as linhagens transformadas com o mesmo
gene, foi atribuido valor 1 para 1.1A spl L1.1,1.1AL1.2,1.1BL1.8e 1.1C L1.1.

Os resultados apresentados desde a Figura 3 até a 14 foram feitos a partir do item 3.9,
com a coleta de plantas cultivadas a partir de substrato. No entanto com o intuito de conhecer
padrdes de expressdo génica mais apurados, os resultados das Figuras 15 a 18 s&o
apresentados a continuacdo, os mesmos foram obtidos a partir de plantas cultivadas em
solugdo nutritiva com quatro doses, conforme a metodologia descrita no item 3.9.

O gene NRT2.1 é utilizado para estudar sua influéncia na resposta primaria ao nitrato
dependente do NRT1.1 (NPF6.3), em plantas WT a expressdo génica do NRT2.1 mostra
padrdo bifasico sobre exposi¢do ao nitrato em alta e baixa afinidade, j& a expressdo de mesmo
gene no mutante chll-5 mostra curva basal, demonstrando que o sistema transceptor do
NRT1.1 além da presenca ou auséncia do nitrato no meio pode mostrar a concentracdo do
nitrato (Ho et al., 2009). Na Figura 15 observa-se o aumento de expressdo do NRT2.1 na dose
de 10 mM de KNOjs e sua diferencga significativa com a dose 50 uM e sem N. Nao foi possivel
observar a variacdo bifasica para este gene devido a quantidade de doses usadas para este
experimento, sendo que Ho et al. (2009), usaram dez doses de KNOj3 fazendo mais evidente
sua resposta bifésica.
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Figura 15. Expressao génica do NRT2.1 da planta WT de A. thaliana.

A transformacéo de Arabidopsis thaliana com OsNRT1.1A splicing ndo mostrou efeito
na sinalizacdo de NRT2.1. OsNRT1.1A splicing ndo possui o primeiro éxon do OsSNRT1.1A,
possivelmente afetando sua capacidade de interagir com a maquinaria celular envolvida na
sinalizacdo pelo NOs, como a quinase CIPK23. A treonina 101 (T101) que supostamente
seria responsavel pela interacdo com CIPK23 ndo estd presente nessa forma do splicing
alternativo, evidenciando que o primeiro éxon é importante para a sinalizacdo pelo NO3". Os
dados do tratamento com clorato mostram que esses mutantes tiveram reducdo de
crescimento, sendo que esse gene ainda pode atuar no transporte de NO3, mesmo que com
menor eficiéncia quando comparado aos outros OsNRT1.1 (Figura 16).

A superexpressdo de OsNRT1.1A mostrou diferencas significativas para o gene
NRT2.1, na dose de 50 uM ha expresséo acima de 250 vezes, no entanto na dose de 1 mM e
10 mM ha reducdo da expressdo. Neste caso aqui se verifica comportamento bifasico
contrério ao que acontece com a planta WT (Figura 16), mostrando reducdo da expressao
relativa conforme aumenta a doses de KNOjs, sendo que existe similaridade com plantas
mutantes onde se verifica 0 comportamento similar entre 0 mecanismo de a¢do de fosforilacédo
e defosforilacdo da treonina no sitio ativo. O aumento da expressdao do NRT2.1 para 0 gene
ortélogo OsNRTL1.1A full na dose de 50 uM pode estar relacionada ao sistema de indugéo
primaria ao nitrato, relatado no trabalho de Ho et al., (2009).
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Figura 16. Expressdo do transportador NRT2.1 nas isoformas de OsNRT1.1 A full e Aspl nas
linhagens transformadas.

Os resultados do grafico mostram que o OsNRT1.1B ndo é regulado pelo gene
NRT2.1 sobre altas e baixas concentragcdes de nitrato no meio. Hu et al., (2015) demonstraram
que OsNRT1.1B é responsavel pela absorcao de nitrato em arroz, também estudou a variacao
de amino&cidos entre as variedades Japonica e Indica, sendo que Treonina é substituida pela
Metionina, respectivamente. O gene OsNRT1.1B da cultivar indica mostra interessante
desempenho quanto a conteddo de clorofila, taxa fotossintética, producdo de biomassa, se
comparado a alelo OsNRTL1.1B da cultivar japonica, especialmente sobre baixos niveis de
nitrogénio (Duan e Zhang, 2015).

A superexpressdo de OsNRT1.1A e OsNRT1.1B apresentaram efeito de indugéo no
NRT2.1. Os resultados com clorato mostraram a capacidade de transporte de NO3 desses
transportadores, principalmente OSNRTL1.1B que apresentou niveis de redugdo de crescimento
semelhantes ao WT com aproximadamente 90% de reducéo pelo efeito do clorato (Figura7).
A diferenca da resposta a cada gene Devido a sitios de insercao génica alternativos.
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Figura 17. Expressao do transportador NRT2.1 na isoformas de OsNRT1.1 B.

A superexpressdo de OsNRT1.1C ndo afetou a expressdo de NRT2.1. Curiosamente, a
expressdo de OsNRT1.1C em arroz é muito baixa quando comparada com OsSNRTL1.1A e
OsNRT1.1B (Figura 18). O teste com clorato mostrou sua capacidade de transportar NO3', no
entanto, sua baixa expressdo em arroz indica que OsNRT1.1A e OsNRT1.1B sejam os
ortologos de NRT1.1 mais importantes em arroz.
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Figura 18. Expressédo do transportador NRT2.1 na isoforma de OsNRT1.1 C.
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5. CONCLUSOES

Os resultados de superexpressdo dos genes OsNRT1.1 e OsNRT1.1B no mutante de
Arabidopsis thaliana chl1-5 mostraram a funcdo de transporte e sinalizacdo desses
transportadores no sistema de expressdo heteréloga.

As analises com splicing alternativo do gene OsNRT1.1A mostraram a importancia do
primeiro éxon na estrutura do transportador para absorcao e sinalizacéo.

O transportador OsNRT1.1A apresentou forte efeito de sinalizagdo e OsNRT1.1B
apresentou forte efeito do clorato, mostrando sua provavel funcdo na absorcdo de NOs'.

O gene OsNRT1.1C apresentou baixa expressao nos estudos de expressdo em arroz e
0s resultados da superexpressdo no mutante chl1-5 mostraram sua menor participagdo na
absorcéo e sinalizacdo promovido pelo NOs'.
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