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RESUMO

Arruda, Leilson Novaes. Metilacao diferencial do DNA e metabolismo do nitrogénio em
variedades de arroz submetidas a alto e baixo suprimento de nitrato. 2014. 67f.
Dissertacio (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O nitrogénio (N) € um dos elementos mais requeridos pelas plantas, sendo constituinte das
principais moléculas dos sistemas biolégicos. Portanto, grandes quantidades sdo aplicadas no
solo com o intuito de maximizar a produtividade. Entretanto até 70% do N aplicado pode ser
perdido por diferentes processos. Assim, identificar mecanismos bioquimicos e moleculares
que possam aumentar a eficiéncia no uso do nitrogénio (EUN) pelas plantas é atualmente um
dos principais desafios da nutricio mineral de plantas. Diversas técnicas moleculares tém sido
usadas para estudar genétipos contrastantes quanto a EUN e identificar possiveis alvos
biotecnoldgicos para essa caracteristica. Ultimamente, tem sido observado que aspectos
relacionados ao controle da expressao génica, ou mais precisamente a epigenética, explica
grande parte da adaptacdo das plantas frente a uma situagdo de estresse. Deste modo, esse
trabalho teve como objetivo identificar as alteragdes no padrao de metilacio do DNA em
variedades de arroz contrastantes quanto ao teor de proteina nos graos quando submetidas a
alta e baixa dose de nitrato (N-NO3'). A expressio genica dos transportadores de NO; € os
metabdlitos nitrogenados foram também avaliados. A disponibilidade de N durante o cultivo
influenciou os padrdoes de metilagio do DNA, que apresentou polimorfismo entre as
variedades nas duas doses de N-NO;™ estudadas. As plantas de arroz sob baixa disponibilidade
de N (0,2 mM constante) apresentaram predominio de metilacdo do tipo CHG, enquanto que
sob alta disponibilidade (2 mM constante) houve predominio de metilagdo do tipo CG. A
maior expressdo de transportadores de NO; de alta afinidade HATS ocorreu na variedade
local Piaui. As variedades Piaui e Manteiga apresentaram aumento na relacao raiz parte aérea,
maior acimulo de NO3 na bainha e raiz, maiores teores de N- amino, NH4+ e N total quando
submetidas a baixa disponibilidade de N. As variedades Piaui e Manteiga sdo oriundas de
cultivos com baixo uso de insumos por agricultores de subsisténcia do estado do Maranhao, e
possivelmente os resultados encontrados aqui sdo reflexos da adaptacdo dessas variedades a
condic¢des de solo limitantes de N.

Palavras chave: Expressao génica. Metabdlitos nitrogenados. Metilac@o da citosina.
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ABSTRACT

Arruda, Leilson Novaes. Differential DNA methylation and nitrogen metabolism in rice
plants submitted to high and low nitrate availability. 2014. 67p. Dissertation (Master
Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Nitrogen (N) is one of the elements most required by plants, and it constitutes the structure of
the main macromolecules of the biological systems. In order to increase the grain yield, large
amounts are applied in the soil. However, up to 50 to 70% of N applied maybe lost by several
processes. To identify biochemistry and molecular mechanisms that might to increase
nitrogen use efficiency (NUE) by plants is one of greatest challenges in plant mineral
nutrition nowadays. Several molecular techniques have been used in order to study different
genotypes related to NUE and to identify potential biotechnological targets for this
characterisitic. Lately, it has been noted that aspects related to the control of gene expression,
more precise the epigenetic, explains great part of the plant adaptation to stress. This study
had as objective to identify the changes of the DNA methylation pattern in four rice varieties
with different protein content in the grains, when submitted to high and low nitrate
availability conditions. The gene expression of nitrate transporters and the nitrogen
metabolites were also evaluated. During the experiment period, the N availability influenced
in the DNA methylation pattern, and it showed polymorphism among the rice varieties in the
two dosages of nitrate. The rice plants under low nitrogen availability (0.2 mM) showed
predominance of the CHG type methylation, whereas when submitted to high availability (2
mM) they showed predominance of CG methylation. The higher expression of high affinity
nitrate transporters was observed in the Piaui variety. The Piaui and Manteiga varieties
showed an increase in the root shoot ratio, the highest nitrate amount in the sheath and root,
the highest amino N, ammonium and total N amount, when submitted to low nitrate
availability. The Piaui and Manteiga varieties originated from Maranhao State, where they are
grown with low usage of fertilizers by subsistence crop farmers. This way, it is possible that
this study results reflect the adaptation of this rice plants to limiting N soil conditions.

Key words: Gene expression. Nitrogen metabolites. Citosine methylation.

XV



SUMARIO

LINTRODUGAO ......oooooooooooiooeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeee oo eeeeeeeeeee e eeeeeeee e 1
2REVISAO DE LITERATURA ..........coooooiiimmmmmommmeooeeeeoeeeeeeeoeeooeeoeeee oo seseeeoseeeee e 3
2.1 Absorcao e MetaboliSmo dO N........ooiiiiiiiiiiiiie e 3
2.2 Metilag@o dO DINA ...ttt ettt e st e st e st e s e 6
2.3 Andlise de Polimorfismo Amplificado Sensivel a Metilagdo (MSAP)........ccccevveveennnnnns 8
3MATERIAL E METODOS .......ooooccooooooieooeoeoeseossoeosoessoessses oo sosessoes oo 11
3.1 Selec@o das Variedades .......eeeueeeeiiieeiiieeiieeiee ettt et s s 11
3.1.1 Cinética de absOrCa0 de N .......co.coooiiiiiiiieee s 11
3.1.2 Determinag¢do do teor de N-NO3; em solugdo nutritiva (modifica¢do do protocolo de
Miranda et al., 2001) ...ttt 12

3.2 Andlises de MSAP, Expressao dos Transportadores e Fracdes Soliveis ........c.c.een.ee. 13

3.2.1 Cultivo das variedades selecionadas de arroz para andlises de polimorfismo
amplificado sensivel a metilagcdo, expressdo génica dos transportadores de nitrato e

FTACOES SOITVEIS ...ttt 13
3.2.2 Extracao de DINA € RINA ..ot 13
3.2.3 Analise de polimorfismo amplificado sensivel a metilacdio (MSAP).......ccccocevvrrnne 14
3.2.4 SIntese de CDINA ...t 15
3.2.5 Reacdes de PCR em tempo Ieal.........ccocuiiiiiiiiiiiiccceeeieeecee e 15
3.2.6 Andlises das fragdes nitrogenadas e aclicares SOIUVEIS ........cccooevevriveiirieieeeieieieieieens 17
3.2.77 ANAIISE ESTAISTICA......euveieieiceici ettt 17

4 RESULTADOS E DISCUSSAO........oocccomriiirioiriirniirssissosssissssesssesssssssisssess s 18
4.1 Cinética de AbSOr¢ao de N-NO3 .....ocoovvviuieiieieieeeeceeeeeeeeeeese et es e seseesesenes 18
4.2 Andlises de MSAP, Expressao dos Transportadores e Fragdes Soluveis ..........ccc.ue....... 22
4.2.1 Selec@0 das Variedades ..o 22
4.2.2 Parametros MOTTOIOZICOS .........ouviuiiuiiiieeiiieieieeieie ettt 22
4.2.3 Andlises das fracdes nitrogenadas e agicares SOIUVEILS ..........ccevrurieeiierieinieniereieeeee 23
4.2.4 Analise da expressio génica dos transportadores de NO; e da proteina NAR ......... 28
4.2.5 Ajuste do protocolo para a andlise de polimorfismo amplificado sensivel a metilacao
(IMESAAP) .t 31
4.2.6 Andlise da altera¢do no padrao de metilacao da CitOSING ..........cccovevrveieereieieireieieienns 32
4.2.7 Analise da similaridade epigenética das variedades de arroz por meio da distancia de
JACCATA ... s 36

S CONCLUSOES ........oooociirriirittie s sess s s st s 39
6 CONSIDERACOES FINAIS ..o 40
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ccccccocoeeoeeeeeceeseeeseeeeeseeeeeeeesesseeeeesssseeees s 41
T ANEXO......oiiie ettt ettt h bt et sh ettt h et et h et et nae s 46

XVi



1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um dos mais importantes nutrientes para as plantas por sua
participacdo em quase todos os processos bioldgicos (Kong et al., 2013). Devido a grande
influencia do N no crescimento vegetal grandes quantidades de N sao aplicadas no solo com o
intuito de maximizar a producdo, porém as plantas geralmente consomem menos da metade
do N aplicado no solo, e portanto, a maioria (50 a 70%) do N aplicado € perdido para a
atmosfera ou por lixiviagdo para o lengol fredtico, lagos e rios, causando sérios problemas
ambientais (Shi et al., 2010; Masclaux-Daubresse et al., 2010). A propor¢ao do N aplicado na
forma de fertilizante nas culturas de arroz € superior a dos outros cereais, pois had rapida
volatilizagdo e desnitrificacdio do N em sistemas de cultivo inundado (Shi et al., 2010).
Reduzir as quantidades de fertilizantes aplicados e encontrar plantas com maior eficiéncia no
uso de nitrogénio (EUN) é um do principais objetivos atualmente da nutricio de plantas
(Masclaux-Daubresse et al., 2010).

O arroz (Oryza sativa L.) € uma planta modelo para diversos estudos (Shi et al., 2010) e
um dos cereais de maior importdncia no mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento devido ao fornecimento de carboidratos e proteinas importantes na dieta
alimentar da populag@o, constituindo o alimento bdsico para aproximadamente 2,4 bilhdes de
pessoas(Cancellier et al., 2011; Fidelis et al., 2011). Por apresentar um consumo crescente nos
ultimos anos, técnicas mais adequadas devem ser empregadas no seu cultivo com o intuito de
melhorar a qualidade e aumentar a sua producao de forma sustentavel (Cancellier et al., 2011;
Fidelis et al., 2011).

Uma boa disponibilidade de N para plantas de arroz aumenta a &area foliar, com
consequente aumento na interceptacdo da radiac@o solar, aumentando a taxa fotossintética,
influenciando diretamente no ndmero de perfilhos, nimero de paniculas, enchimento dos
graos, e produtividade (Cancellier et al., 2011; Fidelis et al., 2011).

O N pode ser absorvido tanto na forma organica (aminoécidos, pepitideos e proteinas)
como inorganica (nitrato, amonio e uréia), e suas concentracdes podem variar dependendo do
tipo de solo, temperatura e atividade de microorganismos (Wang et al., 2012).

Uma planta ideal é aquela que possui uma boa capacidade de absor¢do, e um bom
desempenho em assimilar, reciclar e remobilizar o N organico, e com isso se desenvolver e
produzir utilizando a menor quantidade de fertilizante nitrogenado possivel (Chardon et al.,
2012). Assim, o N tem sido cada vez mais estudado a fim de melhorar a eficiéncia na sua
absor¢do e minimizar sua perda nos solos (Fidelis et al., 2011; Cancellier et al., 2011). Sendo
assim, tem se intensificado a busca por variedades mais adaptadas ao estresse nitrogenado, ou
seja, gendtipos com maior efici€éncia no uso do N, para aumentar ndo sé a produtividade, mas
também diminuir os custos de produgao e as perdas de N nos solos.

Diversas ferramentas sdo utilizadas com o intuito de melhorar a EUN, porém ainda
faltam conhecimentos sobre a expressdo de genes e regulacdo de compostos e processos em
arroz sob baixa disponibilidade de N, o qual é essencial para o desenvolvimento de cultivares
de arroz com uma alta eficiéncia no uso do N (Shi et al., 2010).

Estudos recentes demonstraram que mecanismos epigenéticos estdo envolvidos na
resposta das plantas a estresses ambientais, assim como a baixa disponibilidade de N (Kou et
al,, 2011; Yu et al., 2013; Cao et al., 2012). Segundo Avramova (2011), mecanismos
epigenéticos regulam respostas a estresse e adaptacao, senescéncia, doenca e varios modelos
da heranca ndo Mendeliana e a plasticidade gendmica € determinada pelo Epigenoma que €
definido pelos perfis das modificacdes nas histonas e na metilacio do DNA, tanto em plantas
como animais.



A modificacdo dos nucleotideos no DNA por ligagdes covalentes de grupos metil
comegou a ser descrita no final dos anos 40 e nos inicio dos anos 50. Nos anos 60 foi proposto
que a metilacdo do DNA poderia estar envolvida em mecanismos de protecdo contra a
integracdo de DNAs invasores ou no processamento do DNA hospedeiro contra DNAs
invasores a partir de DNAses. A ideia mais recente veio lado a lado com a descoberta das
enzimas de restri¢cdo bacterianas, que protegem o DNA do hospedeiro bacteriano metilado de
um DNA invasor bacteriano ou viral pela digestdo especifica do DNA parasita nao
modificado. Por volta de 1975 foi proposto que a metilacio do DNA estd conectada com a
regulagdo transcricional, ou seja, alterando a expressao de genes (Brero et al. 2006).

A metilacdo do DNA € um dos principais componentes quando se trata de silenciamento
dos genes em plantas. Estudos recentes t€ém demonstrado que a resisténcia de plantas a
estresses bidticos e abidticos podem estar relacionados a alteracdes no padrdao de metilagdo do
DNA (Sha et al., 2005; Kou et al., 2011). Porém pouco se conhece sobre os efeitos da
disponibilidade diferencial de N sob as alteragdes no padrao de metilacio do DNA.

O estudo tem por objetivo identificar as alteracdes no padrao de metilacio do DNA,
analisar a expressdo génica e os metabdlitos nitrato, amonio, N-amino, N-total e N-total
reduzido em variedades de arroz em cultivos com disponibilidade diferencial de nitrato, bem
como a sua influencia no metabolismo e adaptacdo dessas plantas a condi¢des de estresse
nitrogenado, tendo por hipétese que a disponibilidade diferencial de nitrato durante o cultivo
influencia os padroes de metilacdo do DNA em variedades de arroz, com implicagdes sobre o
metabolismo de nitrogénio e a expressao génica durante a absorcdo desse nutriente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Absorcao e Metabolismo do N

Aproximadamente 80% da atmosfera e constituida de N, porém esse N se encontra em
forma muito estdvel (N,) e indisponivel para as plantas. Alguns microorganismos sao capazes

de fixar esse N atmosférico na forma de NH, que podem ser absorvidos pelas plantas
(Maathuis, 2009). No solo a maior parte do N total (acima de 98%) se encontra na matéria
organica, a qual estd indisponivel para as plantas. Apenas uma pequena fracdo se encontra na
forma inorganica, disponivel para as plantas (Dechorgnat et al., 2011). A forma inorganica em
que o N se encontra no solo depende das condi¢des ambientais. Em condi¢des aeradas, o
nitrato é a maior fonte de N, porém em sistema de arroz inundado a difusao de oxigénio pelas
raizes, devido a tecidos especializados denominados aerénquimas que facilitam essa difusao,
promove o processo de nitrificacdo em sua rizosfera e com isso ocorre a absor¢do de N-NOj5
pelas plantas de arroz mesmo nestas condi¢des, tendo um significativo efeito positivo no
desenvolvimento de plantas de arroz (Kirk & Kronzucker, 2005).

A maioria das plantas usa o N mineral dos solos, com excecdo de algumas leguminosas
que podem fixar o N atmosférico por meio da simbiose com bactérias. A absorcao do N

mineral (NO; na maioria dos casos) € realizada através do sistema radicular, e apés absorvido
o NO; ¢ enviado para a parte aérea, onde é reduzido a amdnio e em seguida incorporado a
aminodcidos. A absor¢io de NO; pelas raizes é realizada por proteinas pertencentes a familia

multigénica NRTI e NRT2, e a redugio do NO; e sintese de glutamina sdo realizadas por trés
principais enzimas: nitrato redutase (NR), nitrito redutase (NIR) e glutamina sintetase (GS)
(Castaings et al., 2011).

Os transportadores de NO3; podem ser constitutivos ou induzidos pela presenca de

NOs, e sdo classificados em dois sistemas de transporte de acordo com a sua afinidade pelo
substrato: sistema de transporte de alta afinidade (HATS — High Affinity Transport System) e
sistema de transporte de baixa afinidade (LATS - Low Affinity Transport System). O LATS

atua em concentragdes externas superiores a ImM de NO3 e o HATS atua em concentragdes
externas inferiores a ImM (Cerezo et al., 2001).

O CHLI e os demais membros da familia NRT1 participam do sistema de baixa
afinidade (LATS), e os membros da familia NRT2 participam do sistema de alta afinidade,
sendo os transportadores AtNRT2.1 e AtNRT2.2 induzidos pela presenca de nitrato (iIHATS) e
os transportadores AftNRT2.3, AtNRT2.4, AtNRT2.5, AtNRT2.6 e AtNRT2.7 constitutivos

(cHATS), ou seja, expressos independente da presenca do NO; (Figura 1) (Fernandes e
Souza, 2006; Wang et al., 2012)

Estudos com plantas de plantas de plantas de Arabidopsis demonstraram que o NRT1.1
(CHLI) é um transportador de nitrato de dupla afinidade expresso no coértex, epiderme e
endoderme da raiz, e esta envolvido ndo sO no sistema de alta como baixa afinidade. A
regulacdo da atividade de transporte do NRT1.1 é efetuada pela fosforilacdo no seu residuo de
aminodcido Thr101, fosforilagdo essa regulada pela calcineurin B-like-interacting protein
kinase CIPK23 (Wang et al., 2012). Quando o residuo se encontra fosforilado o NRTI.1
funciona como um transportador de alta afinidade (HATS), e quando o seu residuo se
encontra desfosforilado o NRTI.1 funciona como um transportador de baixa afinidade
(LATS) (Kraiser et al., 2010).



NRT2.3
NRT2 NRT2.4
NRT2.5
| CHATS | NRT2.6
AL < NRT2.7
[NO;] < 1 mmol L
NRT2 NRT2.1
IHATS NRT2.2
NRT
TEJ; —> NRT1.1
[NO;1 > 1 mmol L NRT1.2

Figura 1. Sistemas de absorcdo de NO; (NRT: Nitrate transporter) de alta (NRT2) e baixa
afinidade (NRT1). cHATS (constitutivos); e iHATS (induziveis). Fonte: Fernandes e
Souza (2006).

O NRTI.1 também estd envolvido nos processos de sinalizagdo os quais conduzem a
mudancas no desenvolvimento das raizes, funciona com um sensor de nitrato para ativar a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo de nitrato, mudanca na germinacdo de
sementes, facilita o transporte de auxina em uma via reprimida pelo nitrato, e também reprime
o crescimento de raizes laterais em baixa disponibilidade de nitrato (Dechorgnat et al., 2011).

Outro membro do sistema de baixa afinidade (LATS) com um distinto modelo de
expressdo é o NRT1.2, que ndo é expresso em todas as regides da célula, tecidos ou 6rgaos,
sendo apenas expresso especificamente nas células epidérmicas da raiz com um K, para o

NO; por volta de 6 mM em ovdcitos (Guo et al., 2011). E ao contrdrio da expressdo induzida
pelo nitrato do NRT1.I, o RNA mensageiro do NRT1.2 acumula mesmo na auséncia de
nitrato, demonstrando ser um componente constitutivo do LATS (Dechorgnat et al., 2011).

Expresso na epiderme, cértex e endoderme das células das partes maduras da raiz, o
NRT2.1 tem sua proteina localizada na membrana plasmdtica € € um dos principais
componentes do sistema HATS, principalmente em baixas concentragdes de nitrato. Um
segundo gene da familia NRT2, o NRT2.2 tem sua localizacdo no cromossomo I préximo ao
NRT2.1 em Arabidopsis, porém tem apenas uma pequena participacao no HATS , exceto na
perda do NRT2.1 (Dechorgnat et al., 2011).

A absorc¢ao do nitrato é regulada tanto em nivel transcricional como pds transcricional.
Os transportadores CHLI (NRT1.1), NRT1.2, NRT2.1, NRT2.2 e NRT2.4 tem suas expressoes
reguladas a niveis transcricionais pelo nitrato, nitrito, amonio, glutamina, fonte de N, luz,
sacarose, ritmo circadiano e pH. E a existéncia de uma forte correlagdo entre a abundancia de
transcritos desses genes e a atividade de absor¢do de nitrato sugere que a regulacdo
transcricional representa um papel importante na modulacdo da atividade de absorcdo desse
ion (Wang et al., 2012). Como exemplo, o transportador NRT2.] tem sua expressdo induzida
pela baixa disponibilidade ou pela auséncia de N, e é reprimido em altas concentragdes de N
em uma via envolvendo o transportador NRT'1.1 (Kraiser et al., 2010).

Alguns transportadores da familia NRT2 requerem uma associacdo com a proteina
NAR2 para o transporte de nitrato em faixas de concentragdo relativamente baixas. Essa
proteina interage com trés transportadores NRT (NRT2.1, NRT2.2 e NRT2.3a), nao sé com a
proteina como também com o RNA mensageiro (mRNA), e representa um papel importante
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na absor¢iio de NO; a baixas e altas concentracdes (Xu et al., 2012). Andlise de expressio
identificou que os transcritos de AtNAR2.1 sdo modulados principalmente pela quantidade de
N na planta (Guo et al., 2011). Em raizes de Arabidopsis os polipeptidios de NRT2.1 e
NAR2.] interagem diretamente na membrana plasmdtica para constituir um oligdbmero que

pode ser uma unidade funcional para um influxo de alta afinidade de NO; (Yan et al., 2011).
Entretanto AtNAR2.1 nao exerce papel na regulacdo da expressao de AtNRT2.1. Em

Arabidopsis o transportador de NO3 AtNRT2.1 ndo é corretamente enderecado a membrana
plasmdtica, sendo as AtNAR2s indispenséveis para o enderecamento dos NRT2s a membrana
plasmaética, indicando que as proteinas NAR2 ndo funcionam como transportadores, mas sim
representando um papel facilitador para o enderecamento de alguns NRT2 a membrana
plasmaética (Guo et al., 2011).

Ap6s absorvido pelo sistema radicular o nitrato pode ser armazenado no vacuolo das
células radiculares, reduzido e assimilado nas raizes, ou enviado para a parte aérea, onde
podera ser reduzido e assimilado ou acumulado no vactolo (Souza e Fernades, 2006).

A reducdo do nitrato ocorre em duas etapas, inicialmente o NO3 € reduzido a nitrito, no
citosol, pela acdo da enzima NR (Xu et al., 2012). Para isso sdo utilizados dois elétrons
provenientes do NADH ou NADPH, sendo que em plantas o NADH € o principal doador de
elétrons para a NR, porém algumas plantas superiores como arroz, milho, cevada e soja,
podem utilizar tanto o NADH quanto NADPH como doadores de elétrons para a NR (Souza
et al., 2002). A atividade da NR pode ocorrer no citoplasma tanto das raizes como das folhas,

z

sendo de uma forma geral mais alta nas folhas (Souza e Fernandes, 2006), e é regulada

principalmente pelo NO3 , luz e CO,. Quando em condigdes de escuro ou baixa concentragio
de CO, a NR se torna inativa, isso se dd devido a uma fosforilacio realizada por proteinas
quinases em um residuo de serina localizado entre as subunidades prostéticas MoCo e FAD
(Souza et al., 2002).

O NO; produzido pela NR € entdo reduzido a amonio (NH4+), pela acdo da enzima NiR
(Tobin & Bowsher, 2005). A reacdo ocorre por meio da transferéncia de seis eletros da

molécula de Ferredoxina reduzida (Fd,q) para o NO;. A NiR € encontrada nos cloroplastos
na parte aérea ou nos plastidios das células radiculares (Souza e Fernandes, 2006).

O amonio proveniente da reducdo do nitrato pela acdo sequencial das enzimas nitrato
redutase e nitrito redutase, ou diretamente absorvido por transportadores especificos (AMTs)
¢ assimilado em aminodcidos por meio da via GS/GOGAT (Xu et al., 2012). A primeira etapa
na assimilacdo do amodnio € realizada por meio de uma reacdo dependente de adenosina
trifosfato (ATP), catalisado pela enzima glutamina sintetase (GS) (Lea & Miflin, 2011). A

enzima GS incorpora o NH,", produzindo glutamina, isso se da pela ligacdo do NH," ao grupo
carboxilico de uma molécula de glutamato, usando a energia fornecida pelo ATP (Souza e
Fernandes, 2006). Existem duas isoformas de GS: uma citossélica (GS1) e uma localizada no
cloroplasto (GS2) (Chardon et al., 2012). Nas folhas a principal isoforma € a GS2 que ¢
essencial para reassimilar o amonio liberado pela fotorrespiracdo, ja a isoforma GS1 € pouco
abundante, sendo mais expressa nos tecidos vasculares, no caso do arroz nas células
companheiras do floema, e € importe para a sintese de glutamina, a qual € a principal forma
de nitrogénio transportada pelo floema (Ishiyama et al., 2004). Nas raizes a GS1 facilita a
assimilagdo do amonio absorvido do solo ou origindrio da fixa¢do bioldgica (Ishiyama et al.,
2004). A proporcao relativa em que as isoformas GS1 e GS2 sdo encontradas no tecido
vegetal € influenciada por diversos fatores, dentre eles estdgio de desenvolvimento e
condi¢des ambientais, tal como a luz (Souza e Fernades, 2006).

A segunda etapa da assimilagdo do amoénio € realizada pela enzima GOGAT, a qual
transfere o grupo amino da glutamina para o 2-oxoglutarato (o-cetoglutarato), formando duas
moléculas de glutamato (Ishiyama et al., 2004), uma ird regenerar o ciclo (via GS/GOGAT) e

5



a outra pode ser usada nas reagdes biossintéticas (Souza e Fernades, 2006). Existem duas
isoformas da enzima GOGAT: uma dependente de NADH (NADH-GOGAT) e outra
dependente de FADH (FADH-GOGAT) (Xu et al., 2012). A NADH-GOGAT ¢ encontrada
principalmente em tecidos ndo verdes, como por exemplo raizes, nédulos e cotilédones em
desenvolvimento. Ja a isoforma FADH-GOGAT ¢é predominantemente encontrada nos
cloroplastos, sendo a principal forma de glutamato sintase encontrada nas folhas verdes de
arroz (Souza et al., 2002)

2.2 Metilacao do DNA

A metilacdo do DNA e as modificagdes nas histonas se configuram nas denominadas
alteracOes epigenéticas. Esse termo: epigenética tem sua origem no prefixo grego epi que
significa “acima ou sobre algo”, e € um ramo da ciéncia que estuda as mudancas herdadas nas
funcdes dos genes, as quais sdo observadas na genética, porém ndo alteram as sequéncias das
bases nucleotidicas da molécula de DNA (Muller & Prado, 2008).

As modificagdes das histonas incluem a acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo,
ubiquitinacdo e outras. Uma forte acetilagdo das lisinas das histonas induz alteracdes na
estrutura da cromatina ativando genes, assim como a deacetilacdo das histonas conduz a uma
compactagdo das histonas e a repressao génica (Zhao & Zhou, 2012). Entre as modificacdes
que ocorrem nas histonas, a metilacio é a que parece ter o papel mais importante na
transmissao hereditdria de informacao epigenética durante a divisdo celular (Qin et al., 2010).

A metilagdo do DNA ocorre preferencialmente nas citosinas (C), na posicao 5 do anel
(Figura 2). Em plantas a metilagdio do DNA pode chegar a mais de 50% das citosinas do
genoma.

Cytosine 5-methylcytosine
H. _H H. _H
N N
Z m““'i‘-:;.g HBC -
5 4 3N ' N
[
-6 1 20 methylation - N0
ol ‘N

Figura 2. Metilacdo da citosina na posi¢ao 5 formando 5-metil citosina (Devlin, 2011)

A metilagdo da citosina em DNA de plantas é encontrada em trés tipos de sequéncias:
CG, CHG e CHH, em que H pode ser A, C ou T. Em funcdo da natureza simétrica das
metilacdes CG e CHG, elas podem ser simplesmente copiadas a cada replicacdo, o mesmo
nao acontece para CHH que precisa ser estabelecida de novo a cada replicacdo em func¢ao de
sua natureza assimétrica (Mirouze & Paszkowski, 2011). A metilacdo do DNA pode ocorrer
em elementos de transposicdo (transposons), no corpo ou na regido promotora dos genes. A
metilacdo no corpo do gene ou na regido promotora ocorre principalmente nos dinucletideos
CG, enquanto que a metilacdo nos tranposons ocorre principalmente nas sequencias CHG ou
CHH, como citado acima (Zhao & Zhou, 2012).

A metilacio do DNA ¢é feita por um grupo de enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs), as quais podem se dividir em trés grupos: DNMT1, DNMT3a e
DNMT?3b. Elas catalisam a transferéncia do grupamento metil da S-adenosyl-L-metionina
(doador de metil) para as bases de citosina ou adenina na molécula de DNA (Muller & Prado,
2008). O grupamento metil € transferido para o carbono 5 do residuo de citosina originado 5-
metilcitosina ou para o nitrogénio 6 da adenina, dando origem a N°- metiladenina. Em células
eucaridticas a maioria das bases metiladas s3o citosinas, apenas algumas células,
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principalmente de organismos unicelulares, apresentam baixos niveis de adenina metilada
(Brero et al. 2006). Essas alteracdes no DNA (metilacdo e demetilacdo) sd@o conhecidas como
alteracdes epigenéticas, e a metilacdo do carbono 5 do residuo de citosina € a principal
alteracdo epigenética estudada em plantas e animais (Saze et al., 2012).

Em plantas, a enzima que catalisa a metilacdo nos dinucleotideos CG ¢é a
Metiltransferase 1 (MET1), uma enzima homoéloga da metiltransferase DNMT1 encontrada
em mamiferos, enquanto a enzima Cromometilase 3 (CMT3), uma metiltransferase de DNA
especifica para plantas, catalisa a metilacdo dos sitios CHG (Saze et al., 2012; Mirouze &
Paszkowski, 2011).

No que se trata de metilacdo CHH (ndo simétrica) € guiada por pequeno interferentes
RNAs (siRNAs) em um processo de metilagdo direcionada por RNA (RADM) (Mirouze &
Paszkowski, 2011). O mecanismo molecular para RADM envolve dois passos: o primeiro € a
biogénese de siRNAs de 24 nucleotideos e o segundo é a conversao dos sinais do siRNA em
uma metilcao de novo do DNA nas regides alvo, e cada passo requer uma RNA polimerase
dependente de DNA, abreviadas com Pol IV e Pol V, respectivamente (Saze et al., 2012).

Para a desmetilacido do DNA ha dois processos que podem ocorrer nas células: a
demetilacdo passiva e a demetilacdo ativa. A demetilacdo passiva ocorre quando ha uma
inibicdo da atividade de manutencdo durante a replicacgdo do DNA ou quando a
metiltransferase € impedida de interagir com seu substrato durante a divisao celular. Ja na
demetilacdo ativa ocorre uma perda de metilacio do DNA por atividade enzimética na
auséncia de replicacdo do DNA. Ha duas formas hipotéticas de como a metilagdo ativa pode
ocorrer: uma que envolve a clivagem da ligacdo entre o residuo metil e o anel da citosina,
liberando o metil como um composto de monocarbono e regenerando a citosina com a adi¢cao
de um hidrogénio na posi¢do onde estava o grupamento metil, e a outra propde um modelo
que explicaria a perda da metilagcao pela retirada da citosina metilada por uma glicosilase, que
pode também estar envolvida no reparo por excisio de bases do DNA (BER), a qual
reconhece o residuo de 5-metilcitosina e ataca a ligacdo glicosidica, removendo a base 5-
metilcitosina. O sitio sem a base seria reparado por um mecanismo de reparo de bases do
DNA, que é mediado por uma DNA polimerase desconhecida e uma DNA ligase (Gouveia,
2007; Saze et al. 2012).

As demetilases sdo enzimas que estdo envolvidas em um dos processos de demetilacao
ativa, sendo as principais responsdveis pelo mesmo. A hipermetilacio de um gene estd
relacionada com uma inibicao regional de demetilases por proteinas que alteram a estrutura da
cromatina, ou seja, a modificacdo na estrutura da cromatina pode definir os padrdes de
metilacdo do DNA, pela permissdo do acesso de demetilases ao DNA metilado. Cromatina
ativa recruta demetilases, enquanto cromatina inativa recruta DNMTs. Por isso mesmo na
presenca de demetilases ativas pode haver hipermetilacio, pois na cromatina inativa, onde os
genes estdo hipermetilados, as demetilases ndo conseguem atuar (Gouveia, 2007).

Mecanismos epigenéticos podem influenciar na regulagdo transcricional e assim na
expressdo de genes, como, por exemplo, a metilagdo da citosina (C™), trimetilagdo da lisina 27
(H3K27me3) e trimetilacdo da lisina 9 (H3K9me3) na histona 3 podem reprimir a expressao
de genes, e ao contrario mono, di ou trimetilacdo da lisina 4 (H3K4mel/2/3), acetilagdo da
lisina 27 (H3K27ac) e trimetilagdo na lisina 36 (H3K36me3) na histona 3 estdo possivelmente
associadas a transcri¢do dos genes (Xiao et al, 2012).

A metilacio do DNA (Figura 1) é um tipo de marcagdo epigenética que influencia
fortemente a estrutura da cromatina e expressao génica em plantas e mamiferos, tendo uma
funcdo repressiva na atividade do promotor, podendo conduzir ao silenciamento da cromatina
por duas maneiras: fisiologicamente impedindo a ligacdo dos fatores de transcri¢do ao
promotor, ou recrutando proteinas as quais modificam as histonas ou remodelam a cromatina
conduzindo a compactacdo da heterocromatina (Zhao e Zhou, 2012). A metilacio do DNA
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apresenta um importante papel na resposta da planta a estresses ambientais, como por
exemplo, sob estresse hidrico ou por salinidade, regides codificantes de certos genes podem
ser demetiladas, fazendo com que esses genes sejam expressos (Wang et al., 2010).

Kou et al. (2011) constataram que quando sob estresse de N as plantas de arroz sofrem
alteracdes nos seus padroes de metilagdo das citosinas, e que essas alteracdes sdao herdaveis.
Wang et al. (2010), analisando plantas de arroz sob trés condic¢des (estresse hidrico, irrigadas
e plantas que passaram por um periodo de estresse hidrico e tiveram um posterior suprimento
de 4gua), constataram que as condi¢cdes de estresse alteraram os padrdes de
metilagdo/demetilacdo no genoma das plantas, sugerindo que este processo pode ser um
mecanismo genético de adaptacao das plantas ao estresse hidrico.

Analisando plantas de Arabidopsis thaliana sob tratamento com &cido jasmonico e
salicilico, Latzel et al. (2012) constataram que as alteracOes epigenéticas por si s6 podem
causar variagdes hereditdveis nas taxas de crescimento e na resposta das plantas aos
hormoénios de defesa e aos patégenos herbivoros.

Segundo Zhao & Zhou (2012), as modificacdes epigenéticas representam um papel
importante na expressao de genes em arroz, por exemplo, a demetilacdo do DNA que é um
dos principais mecanismos para a biogénese do endosperma de arroz.

A metilacdo do DNA ocorre normalmente em todos os organismos. Sob condi¢des
normais, em plantas, a taxa de citosinas metiladas em relacdo ao total de citosinas do genoma
varia de 20 a 30 % (Wang et al., 2010). Andlise de mapeamento do genoma de arroz para
metilagdo da citosina mostrou que 31,2% dos genes ativos e 30,2% para genes preditos sao
metilados na regido transcrita, 8,1% dos genes ativos sdo metilados na regido promotora, €
que ha um aumento de metilacdo pericentromérica dos cromossomos (Yan et al., 2010).

2.3 Analise de Polimorfismo Amplificado Sensivel a Metilacao (MSAP)

Até os dias atuais foram desenvolvidas vdérias técnicas para estudar variaches na
metilacdo do DNA nuclear. Algumas técnicas se baseiam no uso de enzimas de restricao
denominadas isoesquisdmeros, que reconhecem o mesmo sitio de restricdo, mas diferem
quanto a sensibilidade a citosina metilada. Como exemplo de enzimas nessas técnicas a Hpall
e a Mspl, em que ambas reconhecem o sitio de restricdo 5'-CCGG, porém a Hpall se torna
inativa se uma das citosinas estiver metilada em ambas as fitas, enquanto que a Mspl se torna
inativa em sequéncias 5'-"CCGG (Figura 3) (Garcia et al, 2010).

A técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism, polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificados) é baseada na detec¢io de fragmentos gendmicos de
restricdo por meio de amplificacdes por PCR e que pode ser usada para DNA de qualquer
origem ou complexidade (Vos et al., 1995). Esta técnica permite a deteccao de diversidade
genOmica sem qualquer conhecimento inicial da sequencia de nucleotideos por meio do uso
de um par de enzimas de restricdo (uma de corte frequente e outra de corte raro) com seus
adaptadores correspondentes e combinados com seletivas rea¢des de PCR (Xu et al., 2000).

A técnica de AFLP pode ser adaptada ao estudo de metilagdo do DNA, usando as
enzimas denominadas isoesquisdmero no lugar das enzimas de corte frequente, a essa técnica
da-se o nome de MSAP (Methylation-sensitive amplication polymorphism, Anélise de
Polimorfismo Amplificado Sensivel a Metilagdo) (Xiong et al., 1998). Para isso duas PCRs
sequenciais (uma de pré amplificagdo e outra seletiva) sdo realizadas apds a restricdo e
ligacdo dos adaptadores para EcoRI e Mspl/Hpall (Figura 4). Sao feitas duas andlises, por
exemplo, uma para EcoRI e Mspl e outra para EcoRI e Hpall (Garcia et al., 2010).
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Figura 3. Esquema representando a agdo das enzimas Mspl e Hpall. Ambas as enzimas
reconhecem o sitio de restricdo 5'-CCGG, porém a Hpall se torna inativa se uma das
citosinas estiver metilada em ambas as fitas, enquanto que a Mspl se torna inativa em
sequéncias 5'-"CCGG. Adaptado de: Garcia et al, 2010.

O primeiro passo da técnica MSAP € a digestio do DNA por meio da restri¢do com a
dupla de enzimas EcoRI e Mspl/Hpall gerando fragmentos de extremidade coesiva que serdao
ligados, em um segundo passo, a adaptadores de dupla fita, um para EcoRI e outro para
Mspl/Hpall, que servirdo de moldes para as sucessivas PCRs. Em seguida sdo realizadas duas
PCRs, uma PCR de pré-amplificagdo que pode conter uma ou nenhuma base seletiva e outra
PCR seletiva que pode conter uma, duas ou trés bases seletivas, utilizando primers
correspondentes a sequéncia dos adaptadores, essas bases seletivas sdo para garantir que
apenas uma subconjunto de fragmentos serdo amplificados em um nivel detectdvel. E por
ultimo € feita a separacdo dos fragmentos gerados por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante (Vuylsteke et al., 2007; Vos et al., 1995).



DNA genémico total

(1) Reagéo de restricdo

(2) Ligacdo dos adaptadores

(3) Pré-amplificacao

(4) Amplificacio seletiva

(5) Eletroforese em gel

Figura 4. Esboco do procedimento da técnica de "Methylation-sensitive amplified
polymorphisms" (MSAPs). (1) Fragmentos de DNA sdo gerados apds a restricdo com
a dupla de enzimas EcoRI e Mspl/Hpall (as setas em azul representam os sitios de

reconhecimento para a enzima EcoRI e em vermelho para as enzimas Mspl ou Hpall);
(2) ligacao dos adaptadores para EcoRI (em azul) e Mspl ou Hpall (em vermelho) aos

fragmentos de extremidade coesiva gerados apds a restricdo; (3) PCR de pré

amplificacdo utilizando primers correspondentes a sequéncia dos adaptadores,
podendo conter uma ou nenhuma base seletiva (N); (4) PCR seletiva utilizando os
mesmos primers da PCR de pré amplificacdo, porém com uma, duas ou trés bases

seletivas (N) e (5) separacdo dos fragmentos gerados por eletroforese em gel de

poliacrilamida desnaturante. Adaptado de: Vuylsteke et al., (2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, no qual o primeiro teve o intuito de dentre sete
variedades de arroz, escolher quatro para as andlises de MSAP, expressdao dos transportadores
e fragdes soldveis, que foram feitas no segundo experimento.

3.1 Selecao das Variedades
3.1.1 Cinética de absorcao de N

Foram determinados os parametros cinéticos de absorc¢do de nitrogénio nas variedades
de arroz Cana roxa, IAC 47, Piaui, Trés meses, Mira, Caiap6 e Manteiga, escolhidas em
funcao do teor de proteina no grdo (com base em resultados obtidos em trabalhos realizados
no Laboratério de Nutricdo de Plantas da UFRRJ), do maior teor para o menor teor
respectivamente, visando selecionar variedades a serem utilizadas nos experimentos para
avaliacdo da metilacio do DNA, expressao dos transportadores de N e fracdes soliveis
descritos nos itens 3.5, 3.7 e 3.8. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticoes.

As sementes de arroz foram desinfestadas em uma soluc¢do de hipoclorito a 2% por 20
minutos sob agitacdo e em seguida foram lavadas dez vezes com dgua destilada. Depois de
desinfestadas, as sementes foram colocadas para germinar na superficie de uma lamina d'dgua
de um vaso de 700 mL, sustentadas por gaze. As plantas foram cultivadas em camara de
crescimento, com fotoperiodo de 12horas/12horas (luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos
de 400 pmol m? s, umidade relativa do ar de 70% e temperatura de 28°C/24°C
(diurna/noturna).

As plantas foram cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnom (1950) com 1/8
de forca idnica contendo 0,5 mM de N-NOs e 0,1 mM de N-NH," até o sexto dia apds a
germinagdo (DAG). Entre o sexto e o nono DAG foi fornecido uma solugdo de 1/4 de forga
ionica e 2 mM de N-NO; e 0,1 mM de N-NH;". Ap6s o nono DAG as plantas foram
separadas em dois grupos em que 1/3 das plantas receberam uma solucdo a 1/2 de for¢a i6nica
contendo 2 mM de N-NOj™ até os 16 DAG, e ap6s o 16 DAG receberam uma solugao de 1/2
de forca i6nica e 0,2 mM de N-NO;3™ até o 25 DAG (tratamento 0,2 mmol L! constante), o
outro grupo composto por 2/3 das plantas receberam uma solucao a 1/2 forga idnica contendo
2 mM de N-NOj até os 22 DAG, apds o 22 DAG as plantas passaram por um periodo de 72
horas sem N (receberam solug¢do de 1/2 de forca idnica sem N) e em seguida divididas em
dois grupos: um grupo recebeu ressuprimento com uma solucdo a 1/2 de forca idnica
contendo 0,2 mM de N-NOjs" (tratamento 0,2 mM resuprimento), outro grupo recebeu uma
solugdo a 1/2 forca ib6nica contendo 2mM de N-NO;  (tratamento 2 mM resuprimento)
(Figura 5). Todas as plantas a partir dos 15 DAG ndo receberam mais N-NH,".
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Figura 5. Esquema experimental utilizando plantas das variedades arroz IAC 47, Piaui,
Caiap6, Trés meses,Mira, Manteiga e Cana roxa. As coletas foram realizadas no 22°
DAG para determinacdo dos pardmetros cinéticos de absor¢dao (Vméax e Km).

No 25° DAG ap6s a troca de solugdo (as 6 horas da manha) foram coletadas amostras de
solucdo a cada meia hora, durante as cinco primeiras horas e depois a cada uma hora até a
coleta para o grupo com 0,2 mmol L' de N — NO; e a cada uma hora até a coleta para o
grupo com 2 mM de N-NOs". As amostras de solucdo nutritiva foram coletadas das 7 as 20
horas durante dois dias consecutivos. As amostras foram utilizadas para a determinagdo
colorimétrica de nitrato de acordo com Cataldo et al. (1975) (para 2 mM de N — NO3) e
Miranda et al. (2001) (para 0,2 mM de N — NOs', modificado de acordo com o item 6.2). O
método de Miranda et al. (2001) foi empregado por apresentar uma maior eficiéncia de

quantificacio quando o NO;3 se encontra em baixas concentragdes, porém 0 mesmo nio
quantifica em concentra¢des superiores a 0,250 mM, por isso para a concentracdo de 2 mM
foi empregado o método proposto por Cataldo et al. (1975). Empregou-se o processo gréfico-
matematico proposto por Ruiz (1985) para calcular os valores de Vi € Ky, baseado no
programa “Cinética” (Ruiz e Fernandes Filho, 1992), de acordo com o método de Claassen e
Barber (1974). Ap6s o término das coletas de solucdo nutritiva as plantas foram coletadas,
secas em estufa de circulacdo forcada a 72 °C por dois dias e determinada a massa seca de
raiz, parte aérea e relacao raiz/parte aérea.

3.1.2 Determinacio do teor de N-NO; em solucdo nutritiva (modificacdo do protocolo de
Miranda et al., 2001)

Para uma maior precisdo na determinagdo de nitrato a partir de solu¢des com baixas
concentracoes foi utilizado o protocolo proposto por Miranda et al. (2001), sendo necessarios
ajustes pois o protocolo foi inicialmente proposto para a determinagdo simultanea de nitrato e
nitrito em plasma sanguineo. A técnica € baseada na reducdo de nitrato a nitrito pelo cloreto
de vanadio III (VCL3), combinado com a deteccdo por meio da reagdo de Griess.

Foram realizados vdérios testes (dentre eles testes alterando a concentracdo dos
reagentes, das amostras, etc) até que os devidos ajustes foram feitos para uma melhor
eficiéncia na determinacdo de nitrato em solucdo nutritiva. Em uma microplaca de 96 pogos,
sdo pipetados 30uL da amostra de solug¢do nutritiva e 60 uL. de uma solucdo resultante da
mistura de VCL3 0,5% (m/v) em HCI 1M + sulfanilamida 0,4% (m/v) em HCI 1M + N-(1-
naftil) etilenodiamnino dihidroclorido (0,02% (m/v) em H,O ultrapura), na propor¢do de
2:1:1. Em seguida as amostras foram colocadas em estufa a 40°C por 50 minutos para acelerar
desenvolvimento da cor, e apds o aquecimento foram adicionados 110 uL de H,O ultrapura e
procedendo a leitura a 540nm.
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3.2 Analises de MSAP, Expressao dos Transportadores e Fragoes Soliveis

3.2.1 Cultivo das variedades selecionadas de arroz para analises de polimorfismo
amplificado sensivel a metilacdo, expressao génica dos transportadores de nitrato e
fracoes soliveis

As variedades utilizadas nesse experimento IAC 47, Piaui, Caiapé e Manteiga, foram
escolhidas com base no experimento de cinética de absor¢cdo de N-NOj;™ (ver item 6.1). As
plantas foram submetidas a dois tratamentos: suprimento normal de nitrogénio (2 mM de N-

NO3) e baixo suprimento (0,2 mM de N-NOs) (Figura 6). As plantas foram cultivadas em
camara de crescimento, com fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) radiacao aproximada de 400
pmol m?2s?! (fluxo de fétons fotossintéticos), umidade relativa do ar de 70% e temperatura de
28°C/24°C (diurna/noturna). Todas as plantas foram colhidas, metade das amostras de raizes
foram utilizadas para as andlises de polimorfismo amplificado sensivel a metilagdo de acordo
com o protocolo de Garcia et al. (2010), expressao génica dos transportadores de nitrato, e
outra metade para as andlises das fracdes soliveis. Na parte aérea todas as amostras foram
utilizadas apenas para as andlises das fracdes soliiveis. As amostras vegetais foram congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas a — 80°C até a extracdo de DNA e RNA total.

COLETA
9DAG 12 DAG 15 DAG 18 DAG 21 DAG  6horas
1/2 F1
0,2 mM N-NOj
1/4 FI 1/2 FI
2 mM N-NO;- 2 mMN-NO5-
1/2 FI
2 mM N-NOy-

Figura 6. Esquema do experimento para avaliacdo do perfil de metilacdo em plantas de arroz
cultivadas sob dois niveis de N-NOs". DAG: dias apds germinacao, FI: forca idnica.
Baixo suprimento de N (0,2 mM N-NOs"), Suprimento normal de N (2 mM N-NO3).

3.2.2 Extracao de DNA e RNA

A extracdo de DNA para a andlise de polimorfismo amplificado sensivel a metilagdo
(MSAP) e de RNA para a andlise da expressao de transportadores foi realizada
simultaneamente utilizando a metodologia proposta por Gao et al. (2001) com modificacdes.
Amostras de raizes foram maceradas em N, liquido e homogeneizadas em uma mistura
contendo 800 pL de tampao NTES (0,2 M Tris-Cl pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,3 M NaCl;2%
SDS), 600 uL de solucdo fenol:cloroférmio (1:1) e agitadas por 5-10 minutos. Apds
centrifugacdo a 18.000xg por 20 minutos a 4°C o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. O DNA e RNA foram precipitados pela adi¢ao de 1/10 volume de acetato de s6dio 2 M
pH 4,8 (NaOAcpgpc) € 1 volume de isopropanol puro gelado. A seguir a mistura foi mantida a
-80°C por 1 hora seguida de centrifugacdo a 18.000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanolpgpc 70% gelado seguido de
centrifugacdo a 18000xg por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
solubilizado em 500 pL. de H,Opgpc € 0 RNA foi precipitado de forma seletiva pela adi¢ao de
500 uL de cloreto de litio 4 M pH 4,8 (LiClpgpc). As amostras foram mantidas em gelo e na
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geladeira por uma noite e a seguir centrifugadas a 18.000xg por 20 minutos. O sobrenadante,
contendo DNA, foi transferido para um novo tubo de 2 mL para a precipitacio do DNA pela
adicao de 1/10 volume de acetato de sdédio 2 M pH 4,8 (NaOAcpgpc) € 1 volume de
isopropanol puro gelado, armazenado a -80°C por uma noite, em seguida centrifugado a
18000xg por 20 minutos, e o precipitado foi dissolvido em 450 uL de H,O pgpc, 50 pL de
NaOAc pgpc € 800 uL de etanol absoluto gelado, precipitado a -80 °C por 30 minutos e em
seguida centrifugado a 18.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante (apds precipitacdo do
DNA e RNA) foi descartado e o precipitado lavado com 500 uL etanol 70% gelado e em
seguida centrifugados a 18000xg por 10 minutos. O etanol foi retirado com o auxilio de uma
pipeta semi-automdtica para ndo desfazer o precipitado e os tubos mantidos abertos no gelo
para a evaporacdo total de etanol por aproximadamente 10 minutos. O precipitado foi
dissolvido em 40 uL de H,O DEPC e armazenados a — 80° C. A qualidade do DNA extraido
foi verificada em espectrofotometro por meio das relagdes Arqo/Azzoe Azeo/Argo € visualizagdo
em gel de agarose (1%) com GelRed ™ (Biotium).

3.2.3 Analise de polimorfismo amplificado sensivel a metilacao (MSAP)

O DNA gendmico das amostras coletadas foi digerido em dois passos usando a dupla de
enzimas EcoRI/ Mspl e EcoRI/ Hpall de acordo com o protocolo de Garcia et al. (2010) com
algumas alteracdes. Inicialmente 500 ng de DNA foi incubado em um volume final de 35 pL,
com 6U de Mspl, 10U EcoRI, 1x tampao B (Promega) e 1x BSA a 37°C por uma noite. Pelo
fato da enzima Hpall ter uma baixa eficiéncia de restricdo com o tampao B, a digestdo com
EcoRI/ Hpall foi feita separada da seguinte forma: 500 ng de DNA foi incubado em um
volume final de 25 pL com 6U de Hpall, 1x tampdao A (Promega), 1x BSA a 37°C por 3
horas. Ap6s a digestdo com Hpall a DNA foi precipitado por meio da adicdo de 0,1 volume
de acetato de sédio (NaOAc 3 M, pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol puro e incubado a -20°C
por 1 hora. Apds a precipitacdo a amostra foi centrifugada a 18000g por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos por 3 minutos a temperatura
ambiente para a completa eliminacdo do etanol, e o pellet ressuspendido em 24 uL de
H>Opgpc. O DNA ressuspendido foi digerido com 10U EcoRI em um volume final de 35 pL
com 1x tampdo H (Promega) e 1x BSA a 37°C por 3 horas. Foi retirada uma aliquota de 4 uLL
para verificar a eficiéncia da restri¢do por meio de um gel de agarose 1,5%. O DNA digerido
foi ligado a dois diferentes adaptadores, um para a extremidade coesiva formada pela restri¢ao
com EcoRI e outro formado pela restricio com Mspl/Hpall. Os adaptadores foram ligados aos
fragmentos de DNA por meio da adi¢do aos 31 puL de reac@o de restri¢ao restante, 9 uL. de um
mix contendo 5 pmol de adaptador EcoRI, 50 pmol de adaptador Mspl/Hpall, 1x tampao T4
ligase e 1,2U de T4 DNA ligase. A reagdo foi incubada a 4°C por uma noite. O produto
resultante foi diluido 20 vezes (reacdo com EcoRI/ Hpall) ou 30 vezes (reacdo com EcoRI/
Mspl) e usado para pré-amplificacdo. O volume total utilizado na pré-amplificacio foi de
20 pL, contendo 3 puL da mistura diluida mencionada acima, 1x tampao PCR, 0,4 uL de
dNTP 10mM, 0,6 uLL de MgCl, 50 mM, 30 ng de primer EcoRI, 30 ng primer H/M, 0,4U de
taq DNA polimerase. A reagdo de PCR foi realizada em 20 ciclos consistindo de 30 segundos
a 94°C, 1minuto de anelamento a 56°C e Iminuto de extensdo a 72°C. Os produtos pré-
amplificados foram visualizados por meio de um gel de agarose 0,8%. Os produtos
amplificados foram diluidos 20 vezes (reacdo com EcoRI/ Hpall) ou 10 vezes (reacdo com
EcoRI/ Mspl) e usados para uma segunda amplificagcdo seletiva com os mesmos primers, mas
contendo dois nucleotideos seletivos na extremidade 3’. A amplificacdo seletiva foi realizada
em um volume total de 20 uL, contendo 5 uL. da mistura diluida mencionada acima, 1x
tampao PCR, 0,2 uL de dNTP 10 mM, 0,6 uL. de MgCl, 50 mM, 12 ng de primer EcoRI, 30
ng primer H/M, 0,4U de taq DNA polimerase. A PCR foi realizada usando parametros
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classicos de AFLP: 12 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento a 65°C -
56°C (touch-down, ou seja, a temperatura decresce 0,7°C a cada ciclo) e Iminuto de extensido
a 72°C, seguido de 32 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento a 56°C e
Iminuto de extensdo a 72°C. O produto final da amplificagio foi desnaturado e separado em
gel de poliacrilamida a 6% e visualizado por colora¢do com prata.

3.2.4 Sintese de cDNA

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

3.2.5 Reacoes de PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata, de acordo com as
recomendacdes do fabricante: 2 uL. da mistura de primers forward + reverse (3,6 uM cada); 4
u L de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 2 u L da reacdo de sintese de
cDNA diluida 1:10. A mistura foi agitada por 2 minutos em agitador de placas, centrifugada a
4000 rpm por 4 minutos e levada para o aparelho de PCR em tempo real “Step One Plus Real
Time PCR System” (Applied Biosystems). Os primers para os genes estudados que codificam
os transportadores de nitrato foram desenhados utilizando-se o programa Primer Express 2.0
(Applied Biosystems) (Tabela 1).

Os genes da Actina 2 e Ubquitina 5 de arroz foram utilizados como de referencia para
normalizacio da expressio génica. A expressio génica foi calculada pelo método 274;
(Livak e Schmittgen, 2001). Como controle foi utilizada a variedade IAC 47 no tratamento de
2 mM, a qual recebeu o valor de expressado igual a 1.
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Tabela 1: Sequéncias dos primers (iniciadores) forward e reverse usados nas reacdes de PCR em tempo real para os genes de trés
transportadores de nitrato de alta afinidade (OsNRT2.1 a 2.3), trés transportadores de nitrato de baixa afinidade (OsNRT1.1, 1.2 e 1.4),
proteina NAR (OsNAR2.1 e 2.2) e os genes de referencia Actina (OsAct2) e Ubquitina 5(UBQY5) de arroz e nimeros de acesso no banco

de dados do NCBIL.

Gene N° acesso Primer Forward Primer Reverse
OsNRT2.1 NM_001052193.1 | 5’-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5’-GCGTGTTATCATCGAGTCGAACT-3’
OsNRT2.2 NM_001052194.1 | 5>-CGCCGCAACGTCATCAA-3’ 5'-AAACGGTAACAAAACGTTCAACAG-3’
OsNRT2.3 NM_001050538.1 | 5-ACGGAGACCGGGATCAAGTA-3’ 5’-CCCACTGCGGGAAGTAGATG-3’
OsNRTI.1 NM_001067555.1 | 5-CGAGGTTGGTGCATTTTGTG-3’ 5’-GCCGTGGTGTTCTCTTTTTTTT-3’
OsNRTI1.2 NM_001064472.1 | 5-CAATCTGTAATGCAGGGTTAACTGTT-3’ | 5'-AGCATCCTCAAGACCACCAAA-3’
OsNRTI1.4 NM_001074096.1 | 5’-AATGATCCCTGATTAGGTCAAGTCA-3’ 5’-CCAAATACCACTACTCTTGCATCCT-3’
OsNAR2.1 NM_001053852.2 | 5~ AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3’ 5’-ACTTCACCGTGCTTGGGC-3'
OSNAR?2.2 NM_001059634.1 | 5°-ACGATCATGGCTCGGTTTG-3’ 5"-CAAGCACCGAGAACTACAAGGA-3’

OsACT2 NM_001057621.1 | 5-CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA-3" | 5-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA-3"
OsUBC5 AK061988 5'-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3' 5'-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3'
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3.2.6 Analises das fracoes nitrogenadas e aciicares solaveis

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

(Yemm & Cocking, 1955), N-NO; (Cataldo et al., 1975), N-NH," (Felker, 1977) e acticares
soliveis (Yemm & Willis, 1957). Também foi realizada a anélise de N total (Tedesco, 1983) a
partir de material seco em estufa até obten¢do do peso constante. Para a obtencdo dos valores

de N total reduzido foi realizada a soma dos valores de N- NH4+, N- amino e N total.
3.2.7 Analise estatistica

A presenca e auséncia das bandas no gel foram determinadas por meio de inspecao
visual e foram marcadas como O (auséncia) e 1 (presenca), tanto para EcoR-I/Msp-I como
para EcoR-1/Hpa-II. As mudangas de metilacdo na citosina foram divididas em dois grupos,
CG e CHG como descrito por Yu et al. (2013). Hpa-II e Msp-I sao dois isoesquisdmeros que
reconhecem 0 mesmo sitio de restricdo (5'-CCGG) mas diferem quanto a sensibilidade em
relacdo a quais citosinas foram metiladas. A Hpall ndo consegue clivar se qualquer uma das
citosinas estiver metilada em ambas as fitas, enquanto que a Mspl ndo cliva se a citosina
externa estiver metilada. Assim, os tipos de metilagdo na citosina podem ser distinguidos nos
perfis de EcoRI+Hpall/Mspl por meio da técnica de MSAP. Dessa forma, a metilacdo é
definida como CG se a banda estiver presente na digestdo com Mspl e ausente na digestao
com Hpall, e metilacio CHG quando a banda estiver presente na digestio com Hpall e
ausente na digestdlo com Mspl. As bandas que aparecem em ambas as digestdes sao
consideradas provenientes de regides ndo metiladas.

As porcentagens de metilacdo para os dois grupos de metilacdo foram calculadas e as

associacdes entre os tipos de metilacdo a as doses de N-NOs foram verificadas pelo teste do
qui-quadrado (x%) ao nivel de 0,5% de significancia. Foi construida uma matriz bindria para
cada tratamento e a similaridade genética foi estimada por meio do coeficiente de similaridade
de Jaccard (Jaccard, 1908), e para a geracdo dos dendrogramas foram testados quatro métodos
de agrupamento: Vizinho mais préximo, Vizinho mais distante, UPGMA e Ward, sendo
escolhido em fun¢do do maior valor de coeficiente de correlacdo cofenética (Sokal & Rohlf,
1962), utilizando o programa estatistico R (R Development Core Team, 2011).

Os dados obtidos das fragdes nitrogenadas, agucares soliveis e cinética de absor¢do de

N-NOs foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias analisadas pelo teste
de Tukey (p<0,05), utilizando o programa computacional Sistema para Andlise de Variancia -
SISVAR (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cinética de Absorcio de N- NO;3

As plantas cultivadas constantemente com 0,2 mM de N-NOs', esgotaram o nitrato da
solucdo nutritiva apds 6h, uma hora a mais que as plantas submetidas ao ressuprimento com
0,2 mM apds permaneceram 72 horas sem N. Quando submetidas ao ressuprimento com 2
mM, o N-NOs™ em solucdo esgotou 30 horas apds o inicio do experimento.

Observa-se que no tratamento com 0,2 mM constante as variedades Piaui e a IAC 47
apresentaram maior massa seca de raiz (Tabela 2). O mesmo acontece para 0s ressuprimentos
com 0,2 e 2 mM constante. J4 a variedade Trés Meses apresentou a menor massa seca de raiz
nos tratamentos sob ressuprimento com 0,2 mM e cultivo com 2 mM constante. As variedades
Trés Meses e Cana roxa ndo apresentaram diferencas significativas entre os trés tratamentos,
indicando que as raizes dessas variedades se desenvolveram de modo similar independente da
concentracao de nitrato na solu¢do. De um modo geral, no que se trata de sistema radicular, as
plantas respondem de forma diferente a concentracdo de nitrogénio no meio, e esse
capacidade diferenciada das variedades em desenvolver o sistema radicular pode estar
relacionado a uma habilidade adaptativa para absorver nutrientes com maior eficiéncia, tendo
em vista que sistemas radiculares mais desenvolvidos exploram melhor o solo, facilitando a
absor¢do de nutrientes (Mengel & Barber, 1974).

Tabela 2. Massa seca de raiz (g/vaso) das plantas de arroz das variedades IAC 47, Piaui,
Caiap6, Trés meses, Mira, Manteiga e Cana roxa cultivadas durante vinte e dois dias
em camara de crescimento em solugdo contendo os trés tratamentos com N-NOs™: 0,2

mM constante e ressuprimento com 0,2 mM e 2 mM ap6s 72 h em solucdo sem NOs .

Massa seca de raiz (g/vaso)

Tratamentos com N-Nitrato (mM)

Constante Ressuprimento

Variedades 0,2 mM 0,2 mM 2mM
IAC 47 045 Ab 0,49 Ab 0,58 Aa
Piaui 0,41 ABb 0,45 ABab 0,51 ABa
Manteiga 0,35 Bb 0,37 BCb 0,47 BCa
Trés meses 0,34 Ba 0,34 Ca 0,36 Da
Caiapd 0,33 Bb 0,38 BCab 0,42 CDa
Mira 0,35 Bb 0,38 BCb 0,48 BCa
Cana Roxa 0,33 Ba 0,38 BCa 0,40 CDa

"Médias seguidas de mesma letra maidiscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem significativamente
entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

No tratamento sob cultivo constante com 0,2 mM de nitrato, ndo houve diferenca
significativa entre as variedades, entretanto, para os tratamentos 0,2 mM ressuprimento e 2
mM constante, a variedade IAC 47 apresentou um maior massa seca de parte aérea, diferindo
estatisticamente das demais (Tabela 3). As variedades IAC 47, Manteiga e Mira apresentaram
um menor massa seca de parte aérea quando cultivada no tratamento sob cultivo constante
com 0,2 mM de nitrato, quando comparado aos tratamentos 0,2 mM ressuprimento e 2 mM
constante. Todas as variedades apresentaram menor massa seca de parte aérea no tratamento
com 0,2 mM constante quando comparado aos demais tratamentos, indicando que o cultivo
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sob baixo suprimento de N durante o periodo de seis dias prejudicou o crescimento da parte
aérea dessas plantas.

Tabela 3. Massa seca de parte aérea (g/vaso) das plantas de arroz das variedades IAC 47,
Piaui, Caiap6, Trés meses, Mira, Manteiga e Cana roxa, cultivadas durante vinte e dois
dias em camara de crescimento em solucdo contendo os trés tratamentos com N-NOs':
0,2 mM constante e ressuprimento com 0,2 mM e 2 mM ap6s 72 h em solucdo sem N.

Massa seca de parte aérea (g/vaso)

Tratamentos com N-Nitrato (mM)

Constante Ressuprimento

Variedades 0,2 mM 0,2 mM 2mM

IAC 47 0,78" Ac 1,19 Ab 1,45 Aa
Piaui 0,63 Ab 1,02 ABa 1,19 Ba
Manteiga 0,61 Ac 0,84 Bb 1,09 Ba
Trés meses 0,61 Ab 0,92 Ba 1,02 Ba
Caiap6 0,57 Ab 0,90 Ba 1,05 Ba
Mira 0,60 Ac 0,86 Bb 1,13 Ba
Cana Roxa 0,56 Ab 0,90 Ba 1,03 Ba

"Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e mintdscula na linha ndo diferem significativamente entre
si (Teste de Tukey, p<0,05).

A variedade Piaui apresentou maior razdo raiz/parte aérea no tratamento com 0,2 mM
constante, diferindo significativamente das demais (Tabela 4). Nos tratamentos 0,2 mM
ressuprimento € 2 mM constante, a variedade Trés Meses apresentou a menor relagdo
raiz/parte aérea comparada com as demais variedades. Uma maior razdo raiz/parte aérea pode
estar relacionada com um maior crescimento radicular, isso se da pelo fato de que sob baixa
disponibilidade de nutriente, as plantas investem no sistema radicular, como estratégia de
aumentar a absor¢do de nutrientes, pois um aumento no sistema radicular implica em uma
maior exploracdo do solo pelas plantas (Clarkson, 1985).

Tabela 4. Relacdo raiz/parte (g/vaso) das plantas de arroz das variedades IAC 47, Piaui,
Caiap6, Trés meses, Mira, Manteiga e Cana roxa cultivadas durante vinte e dois dias
em camara de crescimento em solugdo contendo os trés tratamentos com N-NOs™: 0,2
mM constante, e ressuprimento com 0,2 mM e 2 mM ap6s 72 h em solucao sem N.

Relacio raiz/parte aérea (g/vaso)

Tratamentos com N-Nitrato (mM)

Constante Ressuprimento
Variedades 0,2 mM 0,2 mM 2mM
TIAC 47 0,58 Ba 0,41 ABb 0,40 Ab
Piaui 0,66 Aa 0,44 Ab 0,43 Ab
Manteiga 0,58 Ba 0,44 Ab 0,43 Ab
Trés meses 0,57 Ba 0,37 Bb 0,36 Bb
Caiap6 0,58 Ba 0,42 Ab 0,40 ABb
Mira 0,58 Ba 0,45 Ab 0,42 Ab
Cana Roxa 0,60 Ba 0,42 Ab 0,39 ABb

* . . ., .« . . ~ . . o g N
Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha ndo diferem significativamente entre
si (Teste de Tukey, p<0,05).
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Analisando os parametros cinéticos de absor¢do de nitrato (Vysix € Kyv) (Tabela 5) as
variedades foram divididas em dois grupos: grupo 1, no qual ndo foi constatado diferenca
significativa para o parametro cinético Km entre os tratamentos 0,2 mM constante e
resuprimento com 0,2 mM e grupo 2 no qual foi constatado diferenca significativa para o
parametro cinético Km entre os tratamentos 0,2 mM constante e resuprimento com 0,2 mM
(Figura 7). Na nutricdo de plantas, o Km € uma medida de afinidade do sistema transportador
(neste caso, na raiz), pelo fon a ser transportado, de modo que quanto menor o Km, maior a
afinidade do sistema pelo fon a ser transportado (Fernandes e Souza, 2006). Desta forma
podemos observar que para o grupo 2, quando submetidas ao tratamento 0,2 mM constante, as
plantas de arroz apresentaram uma maior afinidade pelo NO; . Isso pode estar relacionado a
uma adaptacio dessas variedades a baixa disponibilidade de NO;, ou seja, ao passar por
periodos mais prolongados sob baixa disponibilidade deste nutriente, essas variedades
utilizaram de mecanismos os quais favoreceriam uma maior absor¢do do mesmo, como por
exemplo, investir em transportadores de alta afinidade.

Tabela 5. Parametros cinéticos (Vméx e Ky) das plantas de arroz das variedades IAC 47,
Piaui, Caiap6, Trés meses, Mira, Manteiga e Cana roxa cultivadas durante vinte e dois
dias em camara de crescimento em solucdo contendo os trés tratamentos com N-NOs':
0,2 mM constante, 0,2 mM ressuprimento apds 72 h de deficiéncia.

VMax (umol h! g'1 massa fresca) Ky (umol L'l)
Variedade 0,2 mM const 0,2 mM resu 0,2 mM const 0,2 mMresu
IAC 47 51,60° Aa 52,58 Aa 16,79 Aa 12,95 Ba
Piaui 48,65 Aa 55,75 Aa 11,54 Ab 26,96 Aa
Manteiga 52,69 Aa 52,26 Aa 15,21 Aa 12,17 Ba
Trés meses 51,95 Aa 5995 Aa 15,78 Aa 13,63 Ba
Caiapo 59,83 Aa 60,66 Aa 14,50 Ab 35,69 Aa
Mira 57,41 Aa 57,73 Aa 11,69 Ab 33,80 Aa
Cana Roxa 53,94 Aa 58,74 Aa 13,91 Ab 29,76 Aa

"Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem
significativamente entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

Nao foram observadas diferencas significativas para a Vmax tanto entre as variedades
como entre os tratamentos (0,2 mM constante e ressuprimento com 0,2 mM resuprimento e
0,2 mM constante). O mesmo ocorre para o ressuprimento com 2 mM, onde nao houve
diferengas significativas para os dois pardmetros analisados (Tabela 6).
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Figura 7. Km das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiapd, Trés meses, Mira, Manteiga e
Cana roxa submetidas aos tratamentos: 0,2 mM constante e ressuprimento com 0,2
mM , divididas em dois gupos: grupo 1, ndo houve diferenca significativa e grupo 2
houve diferenga significativa para o parametro cinético Km entre os dois tratamentos.

Tabela 6. Parametros cinéticos (Vméax e Ky) das plantas de arroz das variedades IAC 47,
Piaui, Caiap6, Trés meses, Mira, Manteiga e Cana roxa cultivadas durante vinte e dois
dias em camara de crescimento em solucdo com ressuprimento de 2 mM N-NOs™ ap6s
72 h em solugdo sem N.

2 mM Ressu

Variedade Vmax Ky

IAC 47 110,08" a 414,19 a
Piaui 89,30 a 438,66 a
Manteiga 115,58 a 339,11 a
Trés meses 113,94 a 312,55 a
Caiap6 118,98 a 497,96 a
Mira 91,62 a 303,98 a
Cana Roxa 106,13 a 379,76 a

* P . T ~ - - Py - .
Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey,

p<0,05).
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4.2 Analises de MSAP, Expressao dos Transportadores e Fracoes Soliveis

4.2.1 Selecao das variedades

Com base nos resultados do experimento I foram selecionadas quatro variedades: IAC
47, Manteiga, Piaui e Caiapd, para as andlises de Polimorfismo Amplificado Sensivel a
Metilagcao (MSAP), expressao de transportadores de N-NOj e fragdes soldveis.

As variedades foram divididas em dois grupos de acordo com o valor de Km no
tratamento onde as plantas foram submetidas ao ressuprimento com 0,2 mM de N-NOs
(Figura 7), sendo selecionadas duas variedades de cada grupo. As variedades Piaui e IAC 47
foram escolhidas em funcdo do grande volume de informacdes ja obtidas pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Nutricdo de plantas da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Para o grupo 1 além da variedade IAC 47 foi escolhida a variedade Manteiga em
funcdo dos resultados encontrados e descritos acima: maior massa seca de raiz € menor Ky
quando cultivada constantemente sob baixo suprimento de N em relacdo a variedade Trés
meses pertencente a0 mesmo grupo.

Para o grupo 2 além da variedade Piaui foi selecionada a variedade Caiapd. Neste grupo
as variedades Caiapd e Mira tiveram reducdo no Ky quando comparando os tratamentos
0,2 mM ressuprimento e 0,2 mM constante. No entanto, a variedade Caiap6 apresentou um
menor massa seca de raiz e parte aérea nos tratamentos 0,2 mM constante e ressuprimento
com 2 mM, e uma menor relacdo raiz/parte aérea nos tratamentos 0,2 mM resuprimento e 2
mM ressuprimento embora ndo houve diferencas significativas entre ambas.

4.2.2 Parametros morfolégicos

Nao houve diferencas entre as variedades nos para massa fresca de raiz e relagao/raiz
parte aérea (Tabela 7). No entanto, para massa fresca de parte aérea, tanto no tratamento de
0,2 mM quanto 2 mM constante a variedade IAC 47 apresentou os maiores valores, diferindo
significativamente das demais. Shi et al. (2010) definiram EUN como sendo a relacdo entre a
producdo de graos e N fornecido, sendo dividida em duas partes: eficiéncia de absorcdo de N
e eficiéncia fisioldgica de uso de N. No estdgio de plantulas a efici€ncia fisiolégica de uso foi
considerada como acimulo de biomassa por N acumulado. Foi constatado que plantulas de
arroz com maior EUN apresentaram maior massa seca de raiz e folha em baixa
disponibilidade de N na fase de plantula hd uma competicdo inter e intraespecifica, nessa
condicdo plantas maiores (maior biomassa) tem uma maior probabilidade de ganhar a
competi¢do, porém além da biomassa vegetal a producdo de grios € formada por muitos
outros fatores (Zhang et al., 2010).
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Tabela 7. Massa fresca de raiz e parte aérea, relacao raiz/ parte aérea das variedades de arroz
IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a dois tratamentos com nitrato: 0,2 mM
e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG apds seis horas da troca de solucdo

nutritiva.
Caiapé TAC 47 Manteiga Piaui
Massa fresca de raiz (g/2 plantas)
0,2 mM const 0,43 Ba 0,66 Aa 0,52 ABa 0,52 Aba
2 mM const 0,42 Ba 0,70 Aa 0,40 Ba 0,48 Ba
Massa fresca de parte aérea (g/2 plantas)
0,2 mM const 0,63 Ba 0,94 Ab 0,57 Ba 0,62 Bb
2 mM const 0,57 Ca 1,09 Aa 0,59 Ca 0,77 Ba
Relacio raiz/parte aérea

0,2 mM const 0,68 Aa 0,71 Aa 0,91 Aa 0,83 Aa
2 mM const 0,76 Aa 0,64 Aa 0,68 Ab 0,62 Ab

"Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre
si (Teste de Tukey, p<0,05).

Comparando os dois tratamentos (0,2 € 2 mM constante) as variedades IAC 47 e Piaui
apresentaram os maiores valores de massa fresca de parte aérea no tratamento com 2 mM,
indicando que na presenga de N essas variedades investem no crescimento de parte aérea. Por
outro lado as variedades Caiapé e Manteiga ndo apresentaram diferencas significativa entre os
dois tratamentos.

As variedades Manteiga e Piaui apresentaram os maiores valores de razdo raiz/parte
aérea no tratamento com 0,2 mM constante. Esse comportamento se deu provavelmente
devido ao aumento (embora ndo significativo) na massa fresca de raiz pela variedade
Manteiga no tratamento com 0,2 mM e ao aumento na massa fresca de parte aérea pela
variedade Piaui no tratamento com 2 mM. Plantas de Arabidopsis apresentaram aumento na
relacdo raiz/parte a medida que houve decréscimo da concentracdo de NO3; no meio de 10 até
0,05 mM, indicando que uma das respostas das plantas a limitacdo de N em plantas de
Arabidopsis € o aumento da relagdo raiz/parte aérea (REMANS et al., 2006). Sperandio et al.
(2011) também constataram que plantas de arroz da variedade Nipponbare apds um periodo

de 72 ou 75 horas sem N-NO; apresentaram um aumento na relagfio raiz/parte aérea.
4.2.3 Analises das fracdes nitrogenadas e aciicares soliveis

Para o tratamento onde as plantas foram submetidas ao cultivo constante com 0,2 mM

de N—NO3_, os maiores teores de nitrato foram encontrados na raiz e bainha (Figuras 8C e D),
sendo as variedades Manteiga e Piaui as que acumularam maiores quantidades (embora a
variedade Piaui ndo tenha diferido significativamente das variedades Caiapd e IAC 47)
(Tabelas 13 e 14, Anexo). Isso pode estar relacionado a uma maior capacidade dessas
variedades em absorver e/ou acumular o nitrato quando o mesmo se encontra em baixas
concentracdes. Apos absorvido, o nitrato pode ser armazenado em vacuolos ou reduzido a
amonio pela acdo sequencial das enzimas Nitrato Redutase (NR) e Nitrito Redutase (NiR)
(Souza e Fernandes, 2006). Esse processo pode ocorrer nas raizes, mas preferencialmente na
parte aérea, ou seja, apds absorvido pelas raizes o nitrato é enviado para a bainha, indicando
que esse tecido funciona como local de armazenamento desse ion. Em trabalho realizado por
Santos et al (2005) com variedades de arroz cultivadas sob altas doses de nitrato, a bainha

também apresentou maiores teores de nitrato concomitante com uma menor atividade da NR.
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N3ao foram encontrados teores detectaveis de N—NH4Jr na bainha e raiz das variedades
analisadas. Isso pode ocorrer principalmente pelo fato de que, quando as plantas absorvem o
nitrato através do sistema radicular, esse ion preferencialmente € transportado para a parte
aérea para que 14 possa ser reduzido e em seguida assimilado (Souza e Fernandes, 2006). Na

folha os maiores teores de N-NH,;" foram encontrados para as variedades Piaui e Manteiga
para o tratamento 0,2 mM (Figura 8B). Para a variedade Caiap6 nao foram encontrados teores

detectaveis de N—NH4+ na folha.

Os maiores teores de N- amino, actcar solivel, N total e N total reduzido foram
encontrados na folha (Figuras 9 e 10). Isso ocorre pelo fato de que nas folhas é onde ocorre
principalmente os processos de reducao e assimilacido de N, e também é onde princiapalmente
ocorre a sintese de proteinas, ou seja, onde o metabolismo de N é mais intenso, e para que os
processos de redugcdo e assimilagdo ocorram, sdo necessdrios energia, poder redutor e
esqueletos de carbono (agucares) (Souza e Fernandes, 2006).

Quando as plantas foram submetidas ao tratamento com 2 mM constante houve um
aumento nos teores de agucares soliveis na folha, com destaque para a variedade Caiap6

Ao contrério das demais variedades, para variedade Piaui os maiores teores de N—NH4+,
N- amino e N total reduzido nas folhas foram encontrados para o tratamento de 0,2 mM
constante, indicando que sob baixo suprimento de N essa variedade pode ser mais eficiente na
reducdo e assimilagao do N absorvido. Resultados similares com arroz foram encontrados por
Santos et al. (2011).

Na folha, os maiores teores de amonio, N- amino e N total reduzido para o tratamento
com 0,2 mM constante foram encontrados para as variedades Piaui e Manteiga. Isso pode
estar associado com uma maior eficiéncia em assimilar o N absorvido por essas variedades
quando em baixa concentragdo, tendo em vista que essas variedades sdo origindrias do
sistema de sequeiro no Maranhdo- RJ, e que foramcultivadas por anos sob baixas
disponibilidade de N. A variedade Manteiga também apresentou altos teores de amoénio, N
amino e N total reduzido comparada com as demais variedades para o tratamento com 2 mM
constante de NOs .

A absorcdo e assimilacdo de N pelas raizes podem mudar em relagdo ao fornecimento
de N, de forma que o estado nutricional das plantas é de alguma forma sentido e pode ser
regulado por processos de feedback. Como na assimilacdo do nitrato hd a formagdo em
sequéncia de nitrito (via NR), amonio (via NiR) e por dltimo, aminoédcidos, isso sugere que os
teores internos dos metabdlitos do N, como por exemplo, aminodcidos, nitrato e proteinas,
podem regular a absorcao e assimilagdo de N nas plantas (Miller et al., 2007).
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Figura 8. Teores de nitrato (N-NOs ) e amdnio (N—NH4+) na folha (A e B), bainha (C) e raiz

(D) das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a dois
tratamentos com nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG apds seis
horas da troca de solucdo nutritiva. Mesma letra maidscula ndo difere
significativamente entre si para o tratamento de 2 mM constante e mesma letra
minuscula difere significativamente entre si para o tratamento de 0,2 mM constante
(Teste de Tukey, p<0,05). As barras indicam o erro padrao.

Plantas de mutantes Arabdopisis tolerantes a baixa disponibilidade de N, nomeadas /nt/,

acumularam mais aminoécidos livres sob deficiéncia de N comparadas com as plantas tipo
selvagem, indicando que uma melhor assimila¢do de N é um dos fatores que podem contribuir
para uma tolerancia a baixa disponibilidade de N (Teng et al., 2010). Isso pode justificar os
resultados aqui encontrados para as variedades Piaui e Manteiga.
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Figura 9. Teores de N-amino e porcentagem de agucar na folha (A e B), bainha (C e D) e raiz
(E e F) das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a dois
tratamentos com nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG apds
seis horas da troca de solugdo nutritiva. Mesma letra maidscula nao difere
significativamente entre si para o tratamento de 2 mM constante € mesma letra
minudscula difere significativamente entre si para o tratamento de 0,2 mM constante
(Teste de Tukey, p<0,05). As barras indicam o erro padrao.
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Figura 10. Porcentagem de N-total e de N- total reduzido na folha (A e B), bainha (C e D) e
raiz (E e F) das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a
dois tratamentos com nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG ap6s
seis horas da troca de solucdo nutritiva. Mesma letra maidscula ndo difere
significativamente entre si para o tratamento de 2 mM constante e mesma letra
minudscula difere significativamente entre si para o tratamento de 0,2 mM constante
(Teste de Tukey, p<0,05). As barras indicam o erro padrao.
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4.2.4 Analise da expressdo génica dos transportadores de NO; e da proteina NAR

Foi avaliada a expressdo génica dos transportadores de NO; (OsNRTI.1, OsNRTI.2,
OsNRT2.1 e OsNRT2.2) e das proteinas regulatérias NAR (OsNAR2.1 e OsNAR2.2) por PCR
em tempo real, a fim de verificar o efeito da nutri¢do nitrica bem como da deficiéncia de N
sobre a expressao desses genes nas quatro variedades de arroz estudadas.

Houve inducdo para todos os transportadores de alta afinidade (OsNRT2.1 e 2.3), do
transportador de baixa afinidade OsNRT1.2 e das proteinas NAR (OsNAR2.1 e OsNAR2.2) no

tratamento com 0,2 mM constante (Figura 11). O transporte de NO3 € feito por meio de
sistemas de transporte de alta e baixa afinidade (Souza e Fernandes, 2006). Esses sistemas de
transporte operam de acordo com a concentragdo externa de N-NOs', onde o sistema de
transporte de alta afinidade (HATS, do inglés High Affinity Transport System) opera em
baixas concentracdes (< 1 mM), e os sistemas de baixa afinidade (LATS, do inglés Low
Affinity Transport System) que opera em concentracdes mais elevadas (> 1 mM) (Dechorgnat
et al., 2011). Os transportadores de alta afinidade, os quais podem ser induzidos (iIHATS) ou
constitutivos (cHATS), sao codificados pela familia NRT2, e os transportadores de baixa
afinidade sdo codificados pela familia NRT1(Araki e Hasegawa, 2006), com excecdo do
transportador NRT1.1 que pode atuar tanto no sistema de alta como baixa afinidade em
funcdo das condi¢des externas de nitrato (Dechorgnat et al., 2011). Alguns transportadores da
familia NRT2 requerem a presenca da proteina acesséria NAR?2, para adquirir a capacidade de
transportar o nitrato (Kotur et al., 2012).

Os transportadores que apresentaram maior expressao sob baixa disponibilidade de N
foram: OsNRT2.1 e OsNRT2.2, sendo mais expressos nas variedades [AC-47 e Piaui.
Resultados similares também foram encontrados por Takayanagi et al. (2011). Os
transportadores NRT2.1 e 2.2 tem um importante papel na absor¢dao de nitrato em baixas
concentracoes (sistema HATS). Plantas de Arabidopsis mutantes com uma completa delecao
do gene AtNRT2.1 em conjunto com a delecdo da regido 3' do gene AtNRT2.2 apresentaram
uma forte redugdo na atividade do HATS comparada com as plantas wild-type, apresentando
uma reducdo de 73% na V. (Filleur et al., 2001). Li et al. (2006) também utilizando plantas
de Arabidopsis constataram que a interrup¢do conjunta da atividade dos transportadores
AtNRT?2.1 e AtNRT2.2 resultou em uma redugdo no transporte de alta afinidade induzido pela

presenca de NO; (iHATS) em mais de 80%, enquanto que para o sistema de alta afinidade
constitutivo (cHATS) houve uma reducao de 30%.

Houve redugdo na expressdao do OsNRTI.1 em ambos os tratamentos, exceto para a
variedade Piaui que teve uma inducdo de pouco mais de 1 vez. Resultados similares foram
encontrados por Sperandio et al. (2011) em que plantas de arroz da variedade Nipponbare
cultivadas com até 75 horas sem N ndo apresentaram inducao para o OsNRT 1.1 nas raizes. Os
transportadores NRT1.1 funcionam também como sensores, possuindo sitios de alta e baixa
afinidade para o NO3™ capaz de perceber uma ampla faixa de concentracao de nitrato no solo
e gerar diferentes niveis de resposta primdria através da fosforilacdo no residuo T101 pela
CIPK23 (Ho et al., 2009). O NRT1.1 de Arabidopsis funciona também como regulador da
expressao dos AtNRT2. Munds et al. (2004) utilizando plantas de Arabidopsis defectivas no
NRTI.1 constataram que esse gene apresenta um importante papel na regulacio do NRT2.1 e
na atividade do HATS.
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Figura 11. Expressdao dos transportadores de nitrato em raizes de plantas de arroz das
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nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG ap6és seis horas da troca de

solu¢do nutritiva. As barras indicam o erro padrao.
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Maiores niveis de expressdo do transportador OsNRT2.3 foram observados para a
variedade Piaui (aproximadamente 6 vezes), enquanto que o menor nivel foi detectado para a
variedade Manteiga (pouco mais de 1 vez). Com o resultado de uma busca no banco de dados
de EST (Expression Sequence Tags - Fragmentos de Sequéncias Expressas) em conjunto com
uma detalhada andlise de expressdo Feng et al. (2011), constataram que o gene OsNRT2.3
sofre um splicing alternativo dando origem a duas proteinas: OsNRT2.3a e OsNRT2.3b. Os
primers utilizados nesse trabalho sdo capazes de detectar a isoforma OsNRT2.3a. Em
Arabidopsis o AtNRT2.3 € expresso principalmente na parte aérea, mas também detectado em
raizes (Orsel et al., 2002). Plantas de Arabidopsis tiveram um aumento na expressdo do

AtNRT2.3 de 6 vezes quando cultivadas sob baixa disponibilidade de NO; (0,5 mM) (Orsel
et al., 2002). Plantas de arroz mutantes defectivas na expressdo do OsNAR2.] tiveram uma
reducdo na expressdo dos transportadores OsNRT2.1, 2.2 e 2.3a em até 90% em relagdo a
plantas normais, indicando uma intrinseca relacao entre esse quatros genes (Yan et al., 2011).

A maior expressdo para OsNAR2.1 foi observada para a variedade Piaui
(aproximadamente 8 vezes) e a menor para a variedade Caiap6 (aproximadamente 3 vezes).
Resultados anteriores demonstraram que a proteina OsNAR2.1 interage com o0s
transportadores OsNRT2.1, 2.2 e 2.3a tornando-os funcionais para o transporte de NOs™ (Yan
et al., 2011; Feng et al., 2011). Estudos recentes com Arabidopsis demonstraram que existe a
formacdo de um complexo com uma massa molecular de aproximadamente 150kDa formado
de duas unidades de AtNAR2.1 e duas de AtNRT2.1 (Yong et al., 2010). O mesmo estudo
sugere que apenas o complexo AtNAR2.1/AtNRT2.1 esta envolvido no HATS e nao apenas a
forma monomérica do AtNRT2.1. Essa hip6tese € apoiada pelo fato de que a inje¢do conjunta
de mRNA do AtNAR2.1 e AtNRT2.1 em ovécitos de sapo aumentaram o acimulo de °N em
536% comparados com o controle (Kotur et al., 2011).

A maior expressao para o OsNAR2.2 foi observada para a variedade IAC-47 (acima de
15 vezes) e a menor foi para a variedade Manteiga (por volta de 7,5 vezes). Ao contrério da
proteina OsNAR?2.1, ndo foi constatada nenhuma evidencia de interacdo entre a OsNAR2.2 e
os transportadores OsNRT2. Simultaneamente a inje¢cdo de mRNA de OsNAR2.2 e OsNRT2.1
em ovocitos ndo resultou em aumento significativo na absorcio de '°N, o mesmo ocorreu para
OsNRT2.3a e b (Feng et al., 2011).

A variedade Piaui apresentou os maiores valores de expressao para os componentes do
HATS. Essa resposta pode estar relacionada a adaptacio dessa variedade a uma agricultura de
baixo uso de insumos, comum de agricultores de subsisténcia no estado do Maranhao. Esse
estado € caracterizado por duas estacdoes bem definidas: uma caracterizada por um periodo de
seca e outra por um periodo chuvoso. As oscilagdes entre os periodos chuvosos e secos fazem
com que haja um flush sazonal de N no solo, pois no inicio do periodo chuvoso inicia-se a
mineralizacdo da matéria organica, aumentando o N no solo, que em seguida € perdido
rapidamente por lixiviagdo. Assim, as variedades desse local, sobretudo a variedade Piaui, sdo
caracterizadas por ter alta eficiéncia de absorc¢ao e acimulo de NO5™ apds o inicio do periodo
de chuvas. Como o HATS opera em uma faixa de concentracdo menor que 1mM (Dechorgnat
et al., 2011), uma maior expressao desses transportadores pode estar relacionada com a
absor¢do mais eficiente quando o N-NOj™ € limitante no solo.

A variedade Caiapé ndo apresentou expressao para o transportador OsNRTI.2. Em
Arabidopsis foi constatado que o AtNRT1.2 é um componente constitutivo do LATS expresso
nos pelos radiculares e na epiderme das pontas e regides maduras da raiz, com K, para o NO;
de aproximadamente 5,9 mM (Huang et al., 1999). Entretanto, em arroz, esse transportador
ainda nao foi caracterizado e a sua funcdo no transporte de nitrato permanece desconhecida, e
de acordo com esse trabalho, possivelmente ndo tem expressdo constitutiva em raizes de
arroz, haja vista a sua ndo expressao para a variedade Caiapd. Isso é baseado no fato de que
uma arvore filogenética feita em transportadores da familia NRT1 demonstrou certa diferenca
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nesses transportadores entre Arabidopsis € arroz, no qual esses transportadores em arroz se
assemelham mais aos de gramineas (sorgo, milho e Brachypodium) (Plett et al., 2010).

4.2.5 Ajuste do protocolo para a analise de polimorfismo amplificado sensivel a
metilacao (MSAP)

Para que o protocolo para a andlise de metilacao fosse ajustado foi necessdria uma série
de testes no qual foram avaliados: tampdes para as enzimas de restricdo, concentracao do
DNA e ntimero de ciclos nas reagdes de PCR, etc. (Tabela 8). O resultado de cada teste foi
analisado em um gel de agarose 2% corado com GelRed ™.

Tabela 8. Resumo do ajuste de protocolo para a andlise do perfil de restricio sensivel a

metilacao (MSAP)
Nidmero Teste Resultado

Restricdo com trés tampdes diferentes ( A, B (Promega) e On for | Melhor eficiéncia de restricdo com o

1 All). tampdo B para as enzimas Mspl e EcoRI
e com o tampdo A para a Enzima Hpall.

O teste constou em fazer a PCR de pré-amplificacdo de duas | Ndo houve diferenca entre as duas
2 maneiras: a primeira normalmente foi feita como descrito nos | metodologias. Aparecimento de "arraste"

protocolos usados e a segunda purificando o produto da ligacdo | ao invés de bandas.

com PCR usando o kit clean up system (Promega).

O teste constou em fazer as etapas de ligacdo das seguintes | Ndo houve diferenca entre as duas

formas: a) Correr um gel da restricéio e depois retirar a banda (por | metodologias. Aparecimento de "arraste"
3 volta de 250bp) e purificar com PCR clean up; b) Precipitar o | ao invés de bandas.

DNA produto da restri¢do com cloroférmio e etanol; c) Fazer a

restri¢do e ligacdo juntas sem purificagdo e; d). Fazer a restricdo

e ligac@o separadas sem purificacdo.

O teste constou em fazer a etapa de PCR seletiva utilizando os | Aparecimento de bandas apenas nas
4 produtos da PCR de pré-amplificacdo do teste anterior, diluindo | dilui¢des 1:5 e 1:10.

com TE 1x de trés maneiras: 1:2, 1:5 e 1:10.

O teste constou em fazer a etapa de PCR de pré-amplificagdo | Aparecimento de bandas fracas e ainda
5 diluindo os produtos de ligagdo com TE 1x de uma unica | com aparecimento de arraste.

maneira: 1:10.

O teste constou em fazer a etapa de PCR de pré-amplificacdo | Aparecimento de bandas fracas e ainda
6 diluindo os produtos de ligagdo com TE 1x de trés maneiras: | com aparecimento de arraste.

1:10, 1:20 e 1:30.

O teste constou em fazer a PCR de pré-amplificacdo com | Aparecimento de bandas fracas e ainda

temperaturas de anelamento diferentes e a PCR seletiva com | com aparecimento de arraste.
7 volumes diferentes. Para fazer a PCR de pré amplificacdo e

seletiva os produtos foram diluidos 20x.

O teste constou em fazer a PCR de pré-amplificacdo com | Aparecimento de bandas apenas para as

temperaturas de anelamento diferentes (56°C, 55°C, 54°C e | amostras em a PCR de pré-amplificacdo
8 53°C) e a PCR seletiva com quantidades diferentes de DNA (1uL | foi feita com as temperaturas de

DNA + 4uL TE 1x, 2uL DNA + 3uL TE 1x, 3uL DNA + 2uL | anelamento de 53 e 54°C.

TE 1x, 4uL DNA + 1uL TE 1x, SuL DNA). Para fazer a PCR de

pré-amplificacdo o produto da ligacdo foi diluido 20x.

O teste constou em fazer a PCR de pré-amplificagdo com duas | Aparecimento de "arraste" ao invés de

temperaturas de anelamento diferentes (56°C e 53°C) e a PCR | bandas para todas as amostras inclusive
9 seletiva com dilui¢des diferentes (20, 30, 40, 50 e 60x). Para | para o controle que era feito usando TE

fazer a PCR de pré-amplificacdo o produto da ligacéo foi diluido | 1x ao invés de DNA. Concluséo de que os

20x. primers utilizados na PCR de pré-

amplificacdo estavam contaminados.

Neste teste todas as etapas foram alteradas de acordo com o | Aparecimento de bandas para todas as

protocolo de Garcia et al, 2010 modificado como descrito acima. | dilui¢des e estabelecimento do protocolo
10 As diluigdes da PCR de pré-amplificagdo foram: 10, 20 e 30x. | como estd descrito acima na metodologia.

(todas feitas com H,O DEPC). As dilui¢des da PCR seletiva

foram: 10, 20, 30 e 40x (todas feitas com H,O DEPC).
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4.2.6 Analise da alteracio no padrao de metilacao da citosina

500 bp

Figura 12. Gel de acrilamida 5% para avaliar o perfil de restri¢do sensivel a metilacio em
raizes das variedades de arroz Manteiga (1, 2, 3, 4), IAC 47 (5, 6, 7 e 8), Caiapo (9,
10, 11 e 12) e Piaui (14, 15, 16 ) submetidas ao tratamento com 0,2 mM constante
de nitrato coletadas no 21° DAG apés seis horas da troca de solucdo nutritiva. C=
controle (feito com dgua ao invés de DNA). Os nimeros 1 e 2 indicam a presencga de
metilacdo do tipo CHG.
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500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Figura 13. Gel de acrilamida 5% para avaliar para avaliar o perfil de restricdo sensivel a
metilacdo em raizes das variedades de arroz Manteiga (18, 19 e 20), IAC 47 (21, 22,
23 e 24), Caiap6 (25, 26, 27 e 28) e Piaui (29, 30, 31 e 32) submetidas ao tratamento
com 2 mM constante de nitrato coletadas no 21° DAG apds seis horas da troca de
solugdo nutritiva.

Como podemos observar nas Figuras 12 e 13 nos fragmentos maiores que 500 pb, ha
um maior aparecimento de regides ndo metiladas (as bandas estdo presentes na restricio com
Hpall e Mspl) para todas as variedades independente do tratamento, contudo, em fragmentos
menores que 500 bp houve um maior polimorfismo de restri¢ao sensivel a metilacao.
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No tratamento com 0,2 mmol.L"', para os fragmentos menores que 500 pb pode se
observar o aparecimento de metilacdo do tipo CHG (Figura 14-1 e 2) para as variedades IAC
47 e Caiap6 em funcdo do perfil de bandas observado. J4 para o tratamento com 2 mmol L,
em fragmentos menores que 500 pb, para os mesmos pares de primers, hi apenas o
aparecimento de regides nao metiladas (Figura 13), indicando que as metilagdes podem

ocorrer de forma diferenciada em funcéo da dos teores de N- NOs .

A adaptacdo a condig¢des limitantes de N € um fator importante que as plantas usam com
estratégia de sobrevivéncia (Kant et al., 2011). Vadrios estudos mostram que o estresse
provocado pela deficiéncia de N pode causar alteracdes no metabolismo de proteinas e
aminodcidos nas raizes, como ji observado em plantas de trigo (Moller et al., 2011). Sob
condicdes limitantes de N, varias mudancgas fisiolégicas e bioquimicas podem ocorrer no
metabolismo vegetal, incluindo aumento de absor¢do por transportadores de alta afinidade,
remobilizacdo das folhas velhas para as partes reprodutivas, diminui¢do do crescimento e
fotossintese e acimulo de antocianina (Kant et al., 2011). Dentre os efeitos da limitacdo de N
sob o metabolismo vegetal pouco se conhece sobre esses efeitos nas alteracdoes no padrao de
metilacdo da citosina. Nossos resultados (apresentando resultados inéditos) demonstraram que
a disponibilidade diferencial de NOs™ pode influenciar no padrao de metilacao da citosina.

De um modo geral, as variedades de arroz estudadas apresentaram maior porcentagem
de metilacdo nos sitios 5'-CCGG quando submetidas ao tratamento de 2 mM constante, exceto
a variedade Manteiga que apresentou maior porcentagem de metilagdo nos sitios 5'-CCGG
quando submetida ao tratamento com 0,2 mM constante, passando de 18,18% quando
submetida ao tratamento de 2 mM constante para 26,67% no tratamento com 0,2 mM
constante.

Também podemos observar que houve diferenca entre os tipos de metilacdo (CG e

CHG) em funcdo do tratamento com NO;. Para o tratamento com 0,2 mM foi observada
maior porcentagem de metilacdo do tipo CHG (Figura 14A) e para o tratamento com 2 mM
houve maior porcentagem de metilacdo do tipo CG (Figura 14B). Resultados similares
também foram encontrados por Kou et al. (2011), em que variedades de arroz apresentaram
maior porcentagem de metilacio do tipo CG quando cultivadas com até 10 mg.L’

(aproximadamente 0,7 mM) de NHsNOs- Yu et al. (2013) avaliando plantas de Leymus
chinensis, também constataram que quando adicionado N na forma de NHsNO;3
(10 g de N.m?) houve maior porcentagem de metilacio do tipo CG. No entanto nenhum
estudo foi realizado usando apenas NO; como fonte de N, e utilizando concentragdes tdao
baixas (0,2 mM).

Estudos recentes demonstraram que h4 alteracido na porcentagem de metilagdo dos sitios
5'-CCGG em plantas de arroz quando submetidas ao estresse salino, onde de um modo geral
houve maior porcentagem de metilacdo do tipo CHG quando as plantas foram submetidas a
essa condi¢do (Karan et al., 2012), assim como plantas de arroz sensiveis (variedade II-B)
tiveram maior propor¢do de metilacio CHG em relacdo as plantas resistentes (variedade
Huhan-3) quando submetidas ao estresse hidrico (Zeng et al., 2013), indicando junto com os
resultados aqui encontrados, que plantas de arroz podem sofrer alteracdes no padrdo de
metilacdo do DNA dependendo do ambiente a qual s@o inseridas e que o tipo de metilagao
pode estar relacionado com a resposta das plantas a um estresse.

Para avaliar se hd interacdo entre os tratamentos e os tipos de metilagdo foi realizado o
teste do qui quadrado (p<0,005), o qual foi significativo (Tabela 9), indicando que ha
interacdo entre os tipos de metilacdo aqui estudada (CG e CHG) e as doses de nitrato
aplicadas (2 e 0,2 mM constante). Esse resultado indica que quando sob estresse nitrogenado
(0,2 mM de N-NO;), as variedades de arroz mostram um predominio de alteracdes de
metilagdo na citosina do tipo CHG, o qual pode estar envolvido na adaptacdo das variedades a

baixa disponibilidade de N.
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Figura 14. Porcentagem de metilacio CHG (A) e CG (B), porcentagem de sitios 5'-CCGG
metilados (C), regides ndao metiladas (D) e total de bandas ndo amplificadas (E)
obtidas por meio da técnica de MSAP em raizes de plantas de arroz das variedades

IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a dois tratamentos com nitrato: 2
mM e 0,2 mM constante, coletadas no 21° DAG apés seis horas da troca de solucao
nutritiva.

Podemos observar que a variedade Manteiga apresentou maior porcentagem de
metilagdo do tipo CHG (Figura 14A) quanto submetida ao estresse nitrogenado (tratamento
com 0,2 mM constante), passando de 2,48% (tratamento com 2 mM constante) para 10,83%
(tratamento com 0,2 mM constante). Possivelmente, essas alteracdes no padrao de metilacao
podem estar relacionadas a uma adaptacdo da variedade a baixas concentragdes de N. Quanto
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a metilagdes do tipo CG, a variedade Manteiga ndo apresentou diferencas entre os porcentuais
de metilacdo para ambos os tratamentos (Figura 14B), enquanto que as demais variedades
apresentaram maior porcentagem para o tratamento com 2 mM.

A variedade Caiapé apresentou maior variacao de porcentagem de metilagdo do tipo CG
entre os dois tratamentos, passando de 15,52% (tratamento com 0,2 mM constante) para
23,77% (tratamento com 2 mM constante).

Estudos recentes mostraram que o estresse abidtico pode causar alteragdo no padrio de
metilacio do DNA em plantas. Cao et al. (2012), analisando plantas de Chloris virgata
constataram que sob estresse alcalino e salino ha alteracdes no padrao de metilacio do DNA,
que pode estar envolvidas na adaptacao dessa espécie a condi¢des salinas e alcalinas. Plantas
de trigo apresentaram hipometilacio dependente da dose de NaCl nas sequencias CCGG,
sendo a maior porcentagem de hipometilacdo na maior dose (150 mM) (Zong et al., 2009).
Em variedades de milho também foram observadas alteragdes no padrdao de metilacdo da
citosina quando as plantas foram submetidas a baixo pH e toxidez por aluminio (Kimatu et al.,
2013).

Zeng et al. (2013), demonstraram que plantas de arroz apresentam diferencas no padrao
de metilagdo do DNA quando submetidas ao estresse hidrico durante seis geracdes, em que a
sexta geracdo apresentou uma maior variagdo nas alteragdes de metilacdo entre o grupo
controle (sem estresse) e o tratamento com estresse hidrico, e que essas alteragdes podem ser
herdadas para as préximas geracdes. Ou et al. (2012) analisando plantas de arroz cultivadas
com os metais pesados: Cu*?, Cd*?, Cr™ e Hg*, verificaram que as alteracdes no padrio de
metilacdo do DNA eram dependentes da dose do fon.

Nao houve diferenca para as regides nao metiladas e para o total de bandas
amplificadas, seja entre as variedades ou entre os tratamentos, como pode ser observado na
Figura 14 De E.

Tabela 9. Total de bandas amplificadas para cada tratamento e tipo de metilacdo CG, CHG e
RNM (regides ndao metiladas), obtidas por meio da técnica de MSAP em raizes de
plantas de arroz das variedades IAC 47, Piaui, Caiapé e Manteiga, submetidas a dois
tratamentos com nitrato: 2 mM e 0,2 mM constante, coletadas no 21° DAG apos seis
horas da troca de solucdo nutritiva. Fora dos parénteses se encontram os valores
observados e dentro dos parentes os valores esperados.

Tipo de metilacdo do DNA
Tratamento CHG CG RNM Total
0,2 mM const 39(28,02) 80(90,46) 351(351,52) 470
2 mM const 18(28,98) 104(93,54) 364(363,48) 486

Ceae: 10,84 /o @,0,5%): 10,5965

4.2.7 Analise da similaridade epigenética das variedades de arroz por meio da distancia
de Jaccard

As distancias epigenéticas entre as quatro variedades de arroz foram estimadas por meio
da distincia de Jaccard (Jaccard, 1908) a partir da matriz bindria obtida por meio dos
resultados da técnica de MSAP.

Com base na matriz de dissimilaridade gerada foram testados quatro métodos de
agrupamento hierdrquicos para estimar o ajuste entre a matriz de similaridade e o
dendrograma gerado. Foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (Sokal &
Rohlf, 1962) (Tabela 10).
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Tabela 10. Resultado da andlise consisténcia do agrupamento em quatro métodos de
agrupamento hierdrquicos por meio do programa estatistico R com base na distancia
de Jaccard para quatro variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiapé e Manteiga,
submetidas a dois tratamentos com nitrato: 2 mM (A) e 0,2 mM (B) constante,
coletadas no 21° DAG ap6s seis horas da troca de solug¢do nutritiva. Os dados foram
obtidos por meio da técnica de MSAP.

Vol  ViishomE upowawan
Tratamentos Coeficientes de correlacio cofenética (CCC)
0,2 mM 0,9173122 0,9252321 0,9322008 0,9043270
2mM 0,9764258 0,9800262 0,9808627 0,9599202

O método mais adequado entre os quatro testados foi o UPGMA, pois apresentou uma
menor distor¢do, ou seja, um maior valor de CCC tanto para o tratamento de 0,2 mM
(0,9322008), quanto para 2 mM (0,9808627) (Tabela 11). Geralmente com a criagdo do
dendrograma, as informacdes originais podem ser simplificadas € com isso podem ocorrer
distorcdes sobre o padrao de dissimilaridade entre os gendtipos estudados, para tal faz se a
adequacdo do método hierdrquico por meio do CCC, em que quanto maior o valor de CCC
menor a distor¢ao ao agrupar os genétipos (Cruz e Carneiro, 2006).

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores de similaridade epigenética entres as
variedades (indice de Jaccard). Podemos observar que os maiores valores foram observados
entre as variedades IAC e Caiap6, tanto para 2 mM constante (0,68), quanto para 0,2 mM
constante (0,71), seguido pelas variedades Manteiga e Piaui que apresentaram os valores de
0,61 e 0,63 para os tratamentos de 2 mM constante e 0,2 mM constante respectivamente. Com
0,2 mM constante os valores de similaridade sdo maiores, indicando que supostamente as
variedades estudadas se assemelham mais em suas alteragdes no perfil de metilagdo de DNA

sob baixa disponibilidade de N- NOs .

Tabela 11. Similaridade epigenética (indice de Jaccard) entre quatro variedades de arroz: IAC
47, Manteiga, Caiap6 e Piaui. As plantas foram submetidas a dois tratamentos com
nitrato: 2 mM (A) e 0,2 mM (B) constante, e coletadas no 21° DAG apds seis horas da
troca de solucao nutritiva.

2 mM
Piaui Caiapé IAC 47

Caiapé 0,54

TIAC 47 0,56 0,68

Manteiga 0,61 0,53 0,54

0,2 mM

Caiapé 0,55

TIAC 47 0,60 0,71

Manteiga 0,63 0,57 0,61

Os resultados apresentados na Tabela 11 s@o comprovados pelo dendrograma gerado a
partir do método hierdrquico UPGMA (Figura 15), em que foram formados dois grupos,
independente do tratamento, um formado pelas variedades IAC 47 e Caiap6 e outro formado
pelas variedades Piaui e Manteiga.

As variedades Piaui e Manteiga sdo caracteristicamente utilizadas no estado do
Maranhao pelos agricultores no sistema de sequeiro, onde nestas regides, em func¢do dos
periodos chuvosos e secos, ocorre um flush sazonal de N no solo. Devido a esse fato, como
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podemos observar nos resultados aqui obtidos, essas variedades sob baixa disponibilidade de
N apresentam caracteristicas que parecem conferir uma maior adaptabilidade a essa condigao,
como por exemplo: aumento na relagdo raiz/ parte aérea, maior acimulo de NO; na bainha e
raiz, maiores teores de N- amino, NH4+ e N total reduzido nas folhas quando submetidas a
baixa disponibilidade de N (0,2 mM constante). Também a maior expressdo dos
transportadores de alta afinidade (HATS) foi observada para a variedade Piaui. Esse
comportamento de adaptacdo a baixa disponibilidade de N por essas variedades corrobora o
dendrograma aqui encontrado de similaridade epigenética, tendo em vista que o estresse
ambiental pode alterar os padrdes epigenéticos e que o mesmo pode ser passado para as
geracoes subsequentes.

Coeficiente de similaridade de Jaccard B Coeficiente de similaridade de Jaccard
0,70 0,64 0,58 0,72 0,66 0,60
LLL il
Caiap6 Caiapo
IAC47 IAC47
Piaui Piaui
Manteiga Manteiga

Figura 15. Dendograma de similaridade construido usando unweighted-pair group method
with arithmetic averaging (UPGMA) baseado nas marcas obtidas na técnica de MSAP
em raizes das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiap6é e Manteiga, submetidas a dois
tratamentos com nitrato: 2 mM (A) e 0,2 mM (B) constante, coletadas no 21° DAG
apos seis horas da troca de solucao nutritiva.
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5 CONCLUSOES

A disponibilidade diferencial de N durante o cultivo influencia os padrdes de metilagdo

do DNA em plantas de arroz. Foi constatado que sob baixa dose de NO3; h4 predominio de
metilacdo do tipo CHG, e isso pode estar ligado a adaptacdo dessas plantas a condi¢des
limitantes de N. A variedade Manteiga apresentou o maior aumento na porcentagem do tipo
CHG quando submetida ao tratamento 0,2 mM em relacdo ao tratamento com 2 mM de N,
assim como uma maior porcentagem de metilacdo nos sitios 5'-CCGG. Essas alteracdes
podem estar envolvidas na adaptacao dessa variedade ao baixo N.

As variedades Piaui e Manteiga apresentaram aumento na relacdo raiz/parte aérea,

maior acumulo de nitrato na bainha e raiz, maiores teores de N- amino, NH4+ e N total
reduzido nas folhas quando submetidas a baixa disponibilidade de N (0,2 mM constante). Da
mesma forma a variedade Piaui apresentou uma maior expressdo nos constituintes do HATS.
Isso pode estar relacionado com o local de origem das mesmas, onde s@o cultivadas sob baixa
disponibilidade de N. Essa afirmacao pode ser justificada pela similaridade epigenética dessas
variedades confirmada pelo agrupamento observado no dendrograma gerado a partir dos
dados da técnica de MSAP, onde as variedades locais se agruparam em grupos distintos das
melhoradas.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

O conhecimento de como as alteracdes epigenéticas que ocorrem no DNA afetam a
absor¢do, assimilagdo e actimulo de N em plantas sdo informagdes importantes que podem
auxiliar no entendimento dos mecanismos da EUN. No presente trabalho por meio da técnica
de MSAP nés podemos observar que a disponibilidade diferencial de NOs influencia nos
padrdes de metilacdo do DNA, o qual pode estar relacionado a uma adaptagdo de variedades
de arroz ao baixo suprimento desse nutriente.

Para 0 mesmo estudo outras técnicas poderiam ser utilizadas como, por exemplo, a
andlise de metilacdo do DNA por meio sequenciamento com bissulfito. Essa técnica consiste
em tratar o DNA de interesse com bissulfito de s6dio, no qual converte a citosina nao
metilada em uracil, enquanto que a citosina metilada permanece inalterada. Essa técnica pode
ser utilizada tanto para uma regido alvo como para o genoma total. Com isso novos resultados
poderiam ser obtidos, assim como o estudo poderia ser feito para regides alvo, o qual nao é
permitido com a técnica de MSAP, pois a mesma abrange o DNA total e de uma forma
aleatdria.

Os resultados aqui apresentados s@o apenas informacdes bdsicas para o inicio de uma
melhor compreensao de como os mecanismos de metilacaio do DNA atuam em diferentes

concentragdes de NOj;, portanto novos estudos sdo necessdrios para que haja melhor
entendimento desses mecanismos e de como eles podem estar relacionados com a EUN-
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Figura 16. Curvas de deple¢do de nitrato das variedades Manteiga, Mira e Piaui cultivada
durante vinte e dois dias em camara de crescimento em solu¢do contendo os
tratamentos: 0,2 mmol L' constante e ressuprimento com 0,2 mmol L! ap6s 72 h de
deficiéncia.
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Figura 17. Curvas de deplecdo de nitrato das variedades Trés Meses, Caiap6, Cana Roxa, IAC
47 cultivadas durante vinte e dois dias em camara de crescimento em solucdo contendo
os tratamentos: 0,2 mmol L ! constante e ressuprimento com 0,2 mmol Lt ap6s 72 h de
deficiéncia.
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Figura 18. Curvas de deplecdo de nitrato das variedades Trés Meses, Caiap6, Cana Roxa, IAC
47, Manteiga, Mira e Piaui cultivada durante vinte e dois dias em camara de
crescimento em solugdo com ressuprimento de 2 mM N-NOs ap6s 72 h de deficiéncia.
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Tabela 12. Teores de nitrato, amdnio, N-amino, porcentagem de acucares soliveis, N-
proteico e N-total em folhas das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiapd e
Manteiga, submetidas a dois tratamentos com nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante,
coletadas no 21° DAG ap6s seis horas da troca de solugao nutritiva.

Caiapo IAC 47 Manteiga Piaui
Nitrato
0,2 mM const 3,67 a 3,87 a 3,46 a 5,55 a
2 mM const 12,74 a 12,19 a 11,82 a 11,33 a
Aménio
0,2 mM const 0,00 b 0,50 b 1,27 a 1,43 a
2 mM const 0,00 b 0,80 ab 1,58 a 0,94 ab
N- Amino
0,2 mM const 17,65 ab 10,93 b 20,10 a 23,86 a
2 mM const 24,00 a 17,13 b 22,60 a 11,05 b
Acicares Soliveis
0,2 mM const 1,17 a 0,63 b 1,06 a 1,22 a
2 mM const 2,34 a 1,55 a 1,61 a 1,47 a
N- total
0,2 mM const 2,69 a 2,34 a 3,08 a 2,33 a
2 mM const 331 b 3,78 a 3,41 ab 335 b
N- total Reduzido
0,2 mM const 20,34 bc 13,77 ¢ 24,46 ab 27,63 a
2 mM const 27,31 a 21,72 ab 27,59 a 1534 b

"Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 13. Teores de nitrato, N-amino, porcentagem de actcar, N-total e N-total reduzido em
bainha das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiapé e Manteiga, submetidas a dois
tratamentos com nitrato: 0,2 mM e 2 mM constante, coletadas no 21° DAG apés
seis horas da troca de solu¢do nutritiva.

Caiapé TIAC 47 Manteiga Piaui
Nitrato
0,2 mM const 1,97 b 1,44 b 525 a 4,76 a
2 mM const 32,21 a 44,06 a 35,48 a 39,47 a
N- Amino
0,2 mM const 8,83 ab 726 b 554 b 12,44 a
2 mM const 11,99 ab 11,52 ab 13,64 a 9,56 b
Aciicares Soliveis
0,2 mM const 0,49 a 0,52 a 0,53 a 0,50 a
2 mM const 0,77 ab 0,71 b 0,90 a 0,68 b
N total
0,2 mM const 0,96 a 1,03 a 0,73 a 0,85 a
2 mM const 1,07 a 1,02 a 1,28 a 1,33 a
N total Reduzido
0,2 mM const 9,79 ab 829 b 6,27 b 13,29 a
2 mM const 13,06 ab 12,54 ab 14,92 a 10,89 b

"Médias seguidas de mesma letra na linha nio diferem significativamente entre si (Teste de Tukey, p<0,05).
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Tabela 14. Teores de nitrato, N-amino, porcentagem de acticar, N-total e N-total reduzido em
raizes das variedades de arroz IAC 47, Piaui, Caiap6 e Manteiga, submetidas a dois

tratamentos com nitrato: 0,2 mM e

seis horas da troca de solu¢ao nutritiva.

2 mM constante, coletadas no 21° DAG ap6s

Caiapo TIAC 47 Manteiga Piaui
Nitrato
0,2 mM const 10,26 ab 5,89 b 12,45 a 10,22 ab
2 mM const 36,54 ab 35,82 ab 46,50 a 28,55 b
N- Amino
0,2 mM const 7,37 be 6,18 ¢ 8,38 ab 8,88 a
2 mM const 11,79 a 8,28 a 9,99 a 9,04 a
Aciicares Soliveis
0,2 mM const 0,43 ab 0,40 ab 0,54 a 0,28 b
2 mM const 0,54 a 0,30 a 0,46 a 0,33 a
N- Total
0,2 mM const 1,61 a 1,48 a 090 b 1,65 a
2 mM const 1,48 a 1,51 a 1,45 a 1,67 a
N- total Reduzido
0,2 mM const 8,98 b 7,65 ¢ 9,28 b 10,53 a
2 mM const 13,26 a 9,79 a 11,44 a 10,71 a

"Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey, p<0,05).
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