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RESUMO

SOUZA, Andressa Fabiane Faria de. Contribuicdo do transportador OsNRT2.4 para a
absorcdo de nitrato e modulagdo da arquitetura radicular em arroz sob baixa
disponibilidade de nitrogénio. 2018. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia — Ciéncia
do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ. 2018.

A disponibilidade de nutrientes no solo influencia na modulacao do crescimento e arquitetura
radicular. O nitrogénio (N) é um dos fatores que mais limita o crescimento e a produtividade,
no entanto, plantas sob deficiéncia de nitrogénio investem mais no aprofundamento radicular
e ndo limitam o alongamento lateral do sistema radicular. Para que ocorra uma absor¢édo
eficiente de nutrientes sdo necessarios transportadores especificos de membrana que irdo
auxiliar na entrada do nutriente para o interior celular, com énfase nos transportadores de
nitrato de alta afinidade (NRT2). Deste modo, plantas silenciando o gene OsNRT2.4, obtidas
por meio da técnica de silenciamento génico por micro RNA artificial, e plantas controle (WT
- tipo selvagem) foram submetidas a uma condicé@o de baixo fornecimento de nitrato com o
objetivo de investigar o papel do transportador OsNRT2.4 na promoc¢do do estimulo do
crescimento radicular. Apos o processo de transformacdo, as plantulas obtidas foram
transferidas para casa de vegetacdo no Departamento de Solos da UFRRJ, para obtencéo das
sementes de primeira geragédo (T1). Sementes das linhagens obtidas apresentaram problemas
guanto a germinacao, por isso, para a superacdo da dorméncia das sementes, foi estabelecido
um protocolo de quebra de dorméncia. Posteriormente, foram conduzidos trés experimentos
em camara de crescimento (fitotron). O primeiro e o segundo experimento foram realizados
com o intuito de selecionar aquelas linhagens silenciando o gene OsNRT2.4. As linhagens e as
plantas WT foram cultivadas em solugéo nutritiva sob baixo fornecimento de nitrato (0,2 mM
N-NOj3) e selecionadas com base na analise de expressdo génica por meio do método do CT
comparativo (2T e, pela analise morfolégica e parametros radiculares, experimentos I e I1,
respectivamente. O experimento 11 foi realizado com as linhagens selecionadas previamente,
L#5 e L#39, e teve como objetivo analisar o efeito do silenciamento do gene OsNRT2.4 sobre
0s metabdlitos sollveis e sobre o padrdo de expressdo das enzimas do metabolismo de N e 0s
transportadores de nitrato de alta afinidade, cultivadas em solugdo nutritiva sob baixo
fornecimento de nitrato e ressuprimento (0,1 mM N-NOj3). Foi observado que o
silenciamento do gene OsNRT2.4 induziu uma densidade de raizes laterais semelhantes a WT,
porém menor alongamento das raizes laterais, menor area de superficie, menor volume e
menor ndmero de pontas, confirmando que o transportador OsSNRT2.4 possui um papel na
regulacdo do crescimento radicular, estando especificamente envolvido no crescimento de
raizes laterais. O silenciamento também afetou a expressdo de outros transportadores de
nitrato de alta afinidade (OsNRT2.1 e OsNAR2.1). Além disso, o transportador OsSNRT2.4
possui um papel na regulacdo do fluxo interno de N, atuando no transporte de nitrato da raiz
para a parte aérea (efluxo).

Palavras-chave: Transportador de nitrato de alta afinidade. Raiz lateral. Arroz.
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ABSTRACT

SOUZA, Andressa Fabiane Faria de. Contribution of transporter OsNRT2.4 in rice for
nitrate uptake and regulating root architecture under low nitrogen availability. 2018.
64p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2018.

The availability of nutrients in the soil influences growth modulation and root architecture.
Nitrogen (N) is one of the factors that most limits plant growth and productivity, as plants
with a nitrogen deficiency invest more in root depth and do not limit lateral elongation of the
root system. For efficient nutrient uptake to occur, specific transporters located on the plasma
membrane are required to assist in the entry of the nutrient into the cellular interior, with
emphasis on high-affinity nitrate transporters (NRT2). Thus, plants silencing the OsNRT2.4
gene, obtained through the gene silencing technique by artificial microRNA (amiRNA), and
control plants (WT - wild type) were submitted to a low nitrate dose condition, with the aim
of investigating the role of the OsNRT2.4 transporter in the promotion of root growth
stimulus. After the process transformation, the seedlings obtained were transferred to
greenhouse at the Department of Soils of UFRRJ, to obtain first generation seeds (T1). Seeds
of the obtained lines presented problems regarding the germination, so a protocol to break
seed dormancy was established to overcome the problem. Subsequently, three experiments
were conducted in a growth chamber (fitotron). The first and second experiments were
conducted in order to select those lines silencing the OsNRT2.4 gene. The lines and WT plants
were grown in nutrient solution under a low nitrate dose (0.2 mM N-NOj’) and selected based
on the analysis of gene expression by the comparative CT method (22“°1) and by the
morphology and root parameters analysis, experiments | and I, respectively. Experiment 11l
was carried out with the previously selected lines, L#5 and L#39. The aim was to analyze the
effect of the silencing of the OsNRT2.4 gene on the soluble metabolites and on the expression
pattern of enzymes of the metabolism of N and the high-affinity nitrate transporters, cultured
in nutrient solution under low dose and resupply (0.1 mM N-NO3). It was observed that the
silencing of the OsNRT2.4 gene induced a WT-like lateral root density, but lower lateral root
elongation, smaller surface area, lower volume and fewer tips, confirming that the OsNRT2.4
transporter has a role in the regulation of root growth, being specifically involved in the
growth of lateral roots. The silencing also affected the expression of other high-affinity nitrate
transporters (OsNRT2.1 e OsNAR2.1). In addition, the OsNRT2.4 transporter has a role in the
internal N flux regulation, acting in the nitrate transport from roots to shoot (efflux).

Key words: High-affinity nitrate transporter. Lateral root. Rice.
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indica diferenga significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam 0 erro padrao da MEIA. .........c.ecveieieeii i 33

Figura 17. Metabolitos solUveis: A e C) Teores de N-amino em gramas/massa fresca (MF), B
e D) teores de glicose em miligramas/massa fresca (MF) das plantas WT e linhagens de
arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram cultivadas sob fornecimento constante
de 0,1 mM de N-NO3’, e aos 13 DAG foram submetidas aos tratamentos. Tratamento 1:
fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3’; Tratamento 2: consistiu na privagao de N
por um periodo de 4 dias com ressuprimento de 0,1 mM N-NOj™ quatro horas antes da
coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro horas apds a troca da solucgdo nutritiva.
DAG: dias apds a germinacdo. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a

Figura 18. Metabdlitos soltveis: A e C) Teores de N-NO3” em micro moles/gramas de massa
fresca (MF), B e D) teores de NH;* em micro moles/gramas de massa fresca (MF) das
plantas WT e linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram cultivadas
sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOs, e aos 13 DAG foram submetidas aos
tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj’; Tratamento 2:
consistiu na privagdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de 0,1 mM N-
NOj3 quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro horas apos a
troca da solucéo nutritiva. DAG: dias ap6s a germinacdo. Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o
erro PAAra0 da METIA. .....ccveiviciice ettt be e ere e 36

Figura 19. Expressdo génica relativa das enzimas do metabolismo de N: A, B) OsGS1;1, C,
D) OsGS2, E, F) enzima de assimilacdo de NO3, OsNIAL, em raiz e parte aérea das
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plantas WT e das linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NO;3', e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj™ quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apés a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap6s a germinacdo. Asterisco (*)
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressao do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressao do OSUBC € OSEEF-70........ccevvvvevveiesiieii e, 39

Figura 20. Expressdo génica relativa do gene OsNRT2.4 em A) raiz e B) parte aérea das
plantas WT e das linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOgs, e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj5’
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj3 quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap6s a germinacao. Asterisco (*)
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressdao do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressdo do OSUBC € OSEEF-70i.........ccccoevvevveieiieieece e, 41

Figura 21. Expressédo génica relativa do gene A) OsNRT2.1 e B) OsNAR2.1 em raiz das
plantas WT e das linhagens de arroz transformadas, L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOgs, e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NO3’
Tratamento 2: consistiu na privagdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj3 quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias apds a germinacao. Asterisco (*)
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressdo do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressdo do OSUBC € OSEEF-7a.........ccccoevveiviceiieiice e, 43
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1 INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes no solo influencia na modulacdo do crescimento e
arquitetura radicular, sendo esta Ultima determinante para uma maior eficiéncia de aquisicao
(Kiba & Krapp, 2016). De acordo com LoOpez-Bucio et al. (2003), existem 3 processos
responsaveis pela determinacdo da arquitetura radicular: primeiro, a divisdo celular no
meristema apical da raiz, responsavel pelo crescimento indeterminado da raiz pela adicdo de
novas células; o segundo processo esta relacionado com a formacdo de raizes laterais, que
aumenta a capacidade de exploracdo do solo; e o terceiro, a formacéo de pelos radiculares que
incrementam a superficie de contato solo-planta.

Como a agua e os nutrientes no solo ndo sdo bem distribuidos, o arranjamento espacial
do sistema radicular é crucial para otimizar o uso dos recursos disponiveis, sendo o
comprimento, nimero, angulo e posicionamento componentes determinantes na capacidade
de exploracdo do solo pelas raizes (Koevoets et al., 2016).

Ainda segundo estes mesmos autores (Koevoets et al., 2016), a arquitetura do sistema
radicular é moldada em resposta aos diferentes tipos de estresses abiéticos, sendo muito
estudadas as condicOes de estresse salino, seca, e plantas sob baixa disponibilidade,
principalmente de fosforo e nitrogénio (N), em que a deficiéncia por fosfato ocasiona um
crescimento mais superficial do sistema radicular e menor crescimento da raiz principal, ao
passo que a baixa disponibilidade de nitrato (NO3) ndo limita o alongamento primario
permitindo que o sistema radicular alcance camadas mais profundas do solo.

No tocante ao cenario em destaque, 0 nutriente para este estudo ¢ o N, um dos
elementos mais requeridos pelas plantas, sendo essencial em todos 0s aminoacidos,
incorporado em proteinas, presente nos acidos nucleicos (DNA e RNA), bem como constitui
cerca de 2% da massa seca (Samarappuli et al., 2014).

Por ser um nutriente de elevada demanda é um recurso importante no crescimento das
plantas, favorecendo o incremento no peso, no nimero de paniculas, tamanho das folhas,
numero de espiguetas e numero de grdos cheios que, em grande parte, determinam a
produtividade de uma planta de arroz (Bloom, 2015).

O arroz é um dos cereais mais consumidos e produzidos ao redor do mundo, perdendo
apenas para as culturas milho e trigo (FAO, 2016). E um cereal de suma importancia na dieta
alimentar da populacédo brasileira, sendo um alimento rico em amido e altamente calorico
(Lam-Séanchez et al., 1994). O desenvolvimento de variedades de arroz com capacidade de
absorver e utilizar N com mais eficiéncia, torna-se uma alternativa para 0 aumento da
producéo e a diminuigédo do uso de fertilizantes nitrogenados em sistemas nos quais 0 seu uso
é intensivo, 0 que causaria a diminuicdo dos custos de producao e riscos ambientais.

A baixa disponibilidade de nitrogénio (N) é um dos fatores que mais limita o
crescimento e a produtividade em plantas. A forma disponivel de N no solo pode ser como
fons organicos, NOs e NH," ou aminodcidos, que podem ser catidnicos, anidnicos ou neutros
dependendo da espécie quimica e do pH do solo. Entretanto, NOs” e NH," sdo consideradas as
principais formas de N no solo para as plantas, podendo ser assimilado na raiz ou transportado
inalterado para a parte aérea (Haynes & Goh, 1978; Kronzucker et al., 2000).

Para que ocorra a absorcdo de N sdo necessarios transportadores especificos de
membrana que irdo auxiliar na entrada do nutriente para o interior celular. Os primeiros
transportadores de nitrato (NO3") foram identificados e caracterizados ha mais de 20 anos.
Assim, pelo menos 4 familias transportadoras de nitrato tém sido identificadas nas plantas:



NPF (anteriormente  NRT1/PTR), NRT2 (Buchner & Hawkesford, 2014), CLC e
SLAC1/SLAH (Wang et al., 2012)

De acordo com Feng et al. (2011) o transportador de nitrato OSNRT2.4, membro da
familia NRT2 (transportador de alta afinidade), possui sua expressdo regulada pelo baixo
suprimento de N em arroz (Oryza sativa). Uma pesquisa recente, desenvolvida pelo grupo de
pesquisa de Wei et al. (2018), relatou que o transportador OsNRT2.4 € expresso nos
primordios das raizes laterais e desempenha um papel importante no crescimento do arroz.

Para avaliar o papel do transportador OSNRT2.4 no crescimento radicular de arroz sob
baixo suprimento de N, tornou-se necessario langar méo de técnicas voltadas para engenharia
genética de plantas, sendo que muitos estudos utilizam a técnica do silenciamento génico
como ferramenta para estudos da funcdo de um gene, além dos esforcos que tém sido feitos
acerca de protocolos que sejam eficientes na transformacéo genética de plantas mediada pela
bactéria Agrobacterium tumefaciens (Sahoo et al., 2011; Shri et al., 2013).

O uso de microRNAs artificiais (amiRNAs) com base na tecnologia do microRNA
fornece uma solugdo inteligente para clivagens especificas da sequéncia de qualquer
transcricdo alvo, designando um grande potencial para abordagens biotecnoldgicas para
protecdo de cultivos (Baldrich & San Segundo, 2016), além de fornecer uma abordagem
altamente especifica para o silenciamento génico em plantas (Ossowski et al., 2008).

Assim, fundamenta-se a importancia deste estudo na absorc¢do eficiente de nutrientes
que ocorre devido a diversidade de transportadores de nitrogénio, com énfase nos
transportadores de nitrato de alta afinidade (NRT2). A obtencdo de linhagens de arroz
silenciando o gene OsNRT2.4 possibilita avaliar seu efeito sobre o sistema de alta afinidade
para absorcdo de N-NOjs, bem como possiveis alteracfes na sinalizacdo e/ou habilidade em
absorver nitrato, podendo influenciar em um melhor desenvolvimento radicular ao longo do
ciclo da cultura.

A hipotese desta dissertacdo parte do principio de que o transportador OSNRT2.4 esta
envolvido na regulacdo da absor¢cdo de nitrogénio, na modulagdo da morfologia e na
arquitetura radicular em ambiente com baixa disponibilidade de nitrato.

Com base nessas informacdes, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel do
transportador OsNRT2.4 na promoc¢édo do estimulo do crescimento radicular em resposta ao
baixo suprimento de N-NO3z" em linhagens mutantes de arroz (Oryza sativa L.) da variedade
Nipponbare, obtidas por meio da técnica de silenciamento génico por microRNA artificial.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Arroz: Planta-Modelo para os Estudos Biotecnoldgicos

O arroz (Oryza sativa) € um dos alimentos basicos mais consumidos pela populacdo
humana ao redor do mundo ficando atras apenas das culturas de milho e trigo. Seu consumo
ocorre principalmente nos paises em desenvolvimento, fornecendo uma grande porcao de
calorias e proteinas na dieta humana (GRiSP, 2013; Baldrich & San Segundo, 2016).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2018) a
producdo mundial de arroz na safra 2017/2018 foi de 495,4 milhdes de toneladas, com a
China em primeiro lugar na producdo (148, 87 milhdes de toneladas) e o Brasil ficando entre
0s dez principais produtores de arroz do mundo, produzindo conforme os dados da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018) 12,07 milhdes de toneladas para
uma area plantada de 1,97 milh&o de hectares.

A importancia do arroz tem sido comprovada em estudos realizados que evidenciam
sua maior eficiéncia quanto a aquisicdo e ao uso de nitrogénio (N) devido aos genes
envolvidos na melhoria no uso eficiente de nitrogénio reduzindo, assim, o uso de fertilizantes
quimicos que resultam em polui¢do ambiental, mudancas climaticas e perda de biodiversidade
(Bredemeier & Mundstock, 2000; Li et al., 2017).

Diante de tal panorama, a cultura do arroz surgiu como uma planta modelo nos estudos
de biologia molecular em monocotiledéneas por diversas razdes (Shimamoto & Kyozuka,
2002). O tamanho do seu genoma é relativamente pequeno comparado com o de outros
cereais, como milho (3000Mb), cevada (3500 Mb) e trigo (7000 Mb) (Kurata et al., 2002), o
que facilitou o sequenciamento completo do genoma de arroz da variedade Nipponbare, com
o tamanho do genoma variando entre 384,2 a 386,5 Mbp e a cobertura da montagem variando
entre 96,6-97,1% de todo o genoma, distribuidos em 12 cromossomos (Kawahara et al.,
2013).

Outra razdo é a disponibilidade de ferramentas para estudos de gendmica funcional (Li
et al., 2018b), como plataformas para identificacdo e caracterizagdo de um gene e ferramentas
para estudo de funcdo génica, por exemplo, a técnica do T-DNA, tecnologia de microarranjo
para estudo do perfil de expressio do mRNA, a técnica do microRNA artificial para o
silenciamento do gene, 0 uso da tecnologia Gateway para superexpressdo do gene, e a técnica
mais recente: CRISPR/Cas9 para o nocaute de genes. Além dos protocolos estabelecidos para
a transformacédo génica mediados pela Agrobacterium tumefaciens serem relativamente mais
faceis quando comparado a outros cereais (Toki et al., 2006; Sahoo et al., 2011).

Ao longo de décadas, o Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas (LNMP) vem
desenvolvendo trabalhos com a cultura de arroz, tendo sido relatada, em inimeros trabalhos, a
importancia de se estudar variedades locais do Maranhdo que possuem maior acumulo de
proteina em grdos de arroz, bem como apresentam maior eficiéncia quanto a absorcéo,
assimilacdo e remobilizacdo de N (Fernandes, 1978, 1990; Souza, 1995; Souza et al., 1998;
Santos et al., 2005; Bucher, 2007; Coelho et al., 2016). Além disso, sem esquecer daquelas
variedades que desenvolvem estratégias quanto a disponibilidade de nitrogénio no meio
(Souza et al., 1999; Baptista et al., 2000; Santos et al., 2009a).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, novos métodos de pesquisa em
nutricdo de plantas foram sendo implementados como suporte para os estudos de eficiéncia no
uso de nitrogénio, como o uso de ferramentas moleculares para estudo da funcdo génica em
plantas de arroz (Santos, 2009; Ferreira et al., 2015; Neves, 2014; Sperandio, 2015) que, por
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conseguinte, tem elucidado os mecanismos envolvidos na tolerncia ao déficit hidrico
(Rangel, 2014; Ferreira, 2017; Rangel, 2018), e a adaptacdo das plantas a ambientes com
baixa disponibilidade de nutrientes (Santos et al., 2009b; Bucher et al., 2014; Arruda et al.,
2018).

2.2 Importancia do Nitrogénio para as Plantas

O nitrogénio (N) é um elemento essencial requerido em quantidades superiores, exceto
para o carbono, oxigénio e hidrogénio, sendo essencial em todos os aminoécidos, incorporado
em proteinas, e esta presente nas bases que compde os acidos nucleicos, tais como DNA e
RNA. A maioria das plantas usa o N mineral dos solos, com excecédo de algumas leguminosas
que podem fixar o N atmosférico por meio da simbiose com bactérias, para que ocorra a
conversao do nitrogénio gasoso em formas utilizaveis pelos organismos Vivos
(Basuchaudhuri, 2015).

Por ser um nutriente de elevada demanda é um recurso importante no crescimento das
plantas, favorecendo o incremento no peso, no nimero de paniculas, tamanho das folhas,
numero de espiguetas, e numero de grdos cheios que, em grande parte, determina a
produtividade de uma planta de arroz (Bloom, 2015). O N constitui aproximadamente 2% da
massa seca produzida, sendo muito utilizado em moléculas de clorofila, que sdo essenciais
para a fotossintese e manutencdo do crescimento (Samarappuli et al., 2014). Em &reas de
cultivo de arroz sob sistema de sequeiro (terras altas), o N tem um papel fundamental:
aumentar a area foliar da planta. Esse aumento viabiliza a eficiéncia de intercepcdo da
radiacdo solar e a taxa fotossintética, assim como os componentes que influenciam na
produtividade do grdo (EMBRAPA, 2004).

A improbabilidade dos solos cultivados fornecerem as plantas todos os nutrientes em
quantidades suficientes para o seu desenvolvimento faz da fertilizacdo quimica uma atividade
essencial para a agricultura. Em solos tropicais, as plantas cultivadas apresentam uma forte
dependéncia da fertilizagdo nitrogenada aplicada, principalmente, nas formas de NOz e NH,"
(Tilman, 1999).

De acordo com dados do The World Bank (2016), de 2002-2013 houve um incremento
no consumo mundial de fertilizantes, atingindo o valor de 120 Kg/ha de terra cultivavel. Apds
a Revolugdo Verde ocorreu um progresso impressionante no aumento da produtividade das
culturas ao longo das ultimas décadas. No entanto, os esfor¢os para aumentar a produtividade
por meio da utilizacdo de fertilizantes quimicos, defensivos agricolas e a irrigagdo intensiva
resultam em aumentos significativos nos custos de producdo e nos impactos ambientais.

Os adubos nitrogenados mais utilizados sdo a ureia (45% de N), sulfato de amoénio
(21% de N e 23% de S), nitrato de potassio (13% de N e 44% de K,0), fosfato monoam®onico
ou MAP (10% de N e 46 a 50% de P,0s) e fosfato diamonico ou DAP (16% de N e 38 a 40%
de P,0s). No Brasil, as principais fontes de N utilizadas na cultura do arroz sdo a ureia e 0
sulfato de amonio, pois possuem maiores concentra¢cdes de N, menor preco para aquisicao, e
menor poder acidificante do solo, quando comparada as outras fontes (Marchesan et al.,
2011).

De acordo com os trabalhos publicados, a utilizacdo eficiente de N promove um
melhor crescimento e produtividade das plantas, além de prevenir os efeitos negativos dos
fertilizantes nitrogenados no meio ambiente e para a saide humana (Tilman et al., 2001;
Masclaux-Daubresse et al., 2010; Laugier et al., 2012; Kechid et al., 2013; Lezhneva et al.,
2014; Xia et al., 2014; Chen et al., 2016). Sao diversos 0s grupos de pesquisa que tém
buscado aplicacdo de tecnologias para alcancar uma intensificacdo na producdo de forma
sustentavel, o que significa utilizar menos pesticidas, fertilizantes, agua, estudar variedades
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resistentes a seca e, a0 mesmo tempo, buscar maiores rendimentos por unidade de area ou
maior eficiéncia de uso de insumos (FAO, 2016).

E unanime o reconhecimento entre os pesquisadores das ciéncias agréarias acerca da
necessidade de desenvolver variedades de plantas que apresentem a capacidade de absorver e
utilizar o nitrogénio de maneira mais eficiente (Hirel et al., 2007; Kichey et al., 2007; Tabuchi
et al., 2007; Masclaux-Daubresse et al., 2008). A absorcdo de nitrogénio do solo é dependente
da condicdo ambiental e da capacidade da planta, e nesse contexto, é estimado que até 70% do
N aplicado ao solo como fertilizante pode ser perdido (Peoples et al., 1995; Hodge et al.,
2000).

A aquisi¢do do N mineral é realizada por meio do sistema radicular sob a forma de
nitrato (NO3’) ou amdnio (NH4") podendo ser assimilado na prdpria raiz ou ser transportado
inalterado para a parte aérea, na qual ocorrera a sua assimilacdo. Ambos, nitrato e amonio, séo
consideradas as principais formas de N no solo para as plantas (Haynes & Goh, 1978;
Kronzucker et al., 2000).

O nitrato (NOg3") é a maior fonte de N para a maioria das plantas superiores (Bloom,
2015), podendo ser acumulado no vacuolo ou ser reduzido a nitrito no citosol da célula e
convertido a amonio no plastidio, para a sua posterior incorporacdo em aminoacidos,
enquanto que o NH,', apdés a sua entrada na célula, é diretamente incorporado em
aminoacidos (Souza & Fernandes, 2018). A conversdo de NOs; em aminodcidos € um
processo altamente exigente em termos energéticos, quando comparado & demanda energética
necessaria para a assimilacio de NH,4", pois este ndo precisa ser reduzido para ser incorporado
(Bloom, 2015).

2.3 Modulagéao do Crescimento e Arquitetura Radicular

J& estd claramente elucidada a necessidade de adaptacdo das plantas as mudancas
climaticas, bem como a baixa disponibilidade de nutrientes, podendo, por exemplo, otimizar a
interceptacdo de nitrato no solo. Mediante a susceptibilidade do N ser perdido da solugéo do
solo, uma das formas de viabilizar uma eficiente absorcdo de nitrato é por intermédio de
modificacGes na arquitetura radicular melhorando, assim, a capacidade para absorver e utilizar
o N mais eficientemente (Krapp et al., 2014).

A disponibilidade de nutrientes na solucdo do solo pode ser determinante na
arquitetura do sistema radicular (qualquer modificacao afeta profundamente a capacidade das
plantas em absorver agua e nutrientes, sendo influenciada também por fatores ambientais), no
surgimento de raizes adventicias e pode ainda afetar especificas fungdes nas plantas que
dependem da disponibilidade de nutrientes (L6pez-Bucio et al., 2003). Além disso, entender o
desenvolvimento, a arquitetura, a atividade e plasticidade do sistema radicular, pode ter
grande impacto sobre a eficiéncia de absor¢do de nutrientes (Gruber et al., 2013; Koevoets et
al., 2016; Kadam et al., 2017).

Koevoets et al. (2016) destacam que a distribuicdo de agua e nutrientes no solo
determinam o volume de solo a ser explorado pelo sistema radicular, modulando o
comprimento, numero, posicdo e angulo dos componentes radiculares que, juntos,
determinam o arranjamento espacial do sistema radicular. A habilidade de modular o
arranjamento espacial do sistema radicular € um importante aspecto na adaptagédo das plantas
a uma grande variedade de condigdes abidticas (Smith & De Smet, 2012).

Segundo Miller et al. (2007), muitos trabalhos publicados comparam o crescimento
radicular de plantas wild type (WT) com plantas mutantes, assim como tem sido identificado
genes que atuam em transportadores especificos de NO3', podendo induzir o desenvolvimento



do alongamento das raizes laterais, sendo que esta funcao ocorre independente do influxo de
NOs'.

Além disso, a aplicacdo de nitrato pode determinar inimeras mudangas por ser um ion
de sinalizacdo, podendo controlar a expressdo de muitos genes induzidos por nitrato e
alteragdes metabdlicas (Crawford, 1995; Kant, 2018), influenciar o crescimento e
desenvolvimento das plantas, como, por exemplo, o alongamento de raizes laterais e
alteragdes no tempo de florescimento (Zhang & Forde, 2000; Fredes et al., 2019).

2.4 Regulacéo da Absorcéo de Nitrato pelos Transportadores de Alta Afinidade

Entender o sistema de transporte de nutrientes nas raizes € muito importante para
melhorar o uso eficiente de N (Krapp, 2015). A caracterizagdo dos transportadores de nitrato
tem um papel fundamental no entendimento do transporte deste nutriente em nivel celular e
de planta, podendo associar as varias condi¢fes ambientais quanto a exposi¢do das plantas
(Léran et al., 2014).

Os vegetais usam uma combinacéo de transportadores e canais com diversa gama de
afinidade e especificidade, visto que muitas dessas fungbes ja foram elucidadas em
Arabidopsis thaliana (Kiba & Krapp, 2016). Considerando os diversos estudos que relatam a
importancia dos transportadores de nitrato, sendo estes envolvidos na absorcdo, translocagéo e
estocagem de nitrato na planta, eles sdo didaticamente separados na familia: NPF (Nitrate
Transporter 1/Peptide Transporter (NRT1/PTR) Family, nomenclatura renomeada por Léran
et al., 2014); NRT2 (Nitrate Transporter 2 family) (Buchner & Hawkesford, 2014); CLC
(Chloride Channel) com 7 membros em Arabidopsis; e SLAC1/SLAH (Slowly Activating
Anion Channel) com 5 membros em Arabidopsis (Wang et al., 2012; Krapp et al., 2014; Fan
etal., 2017).

As proteinas que pertencem a familia NPF (Nitrate Peptide Family) s&o
transportadoras de baixa afinidade (LATS — Low Affinity Transport System), que atuam
quando sob alta concentracdo externa de nitrato no meio (concentragdes externas superiores a
1mM) (Buchner & Hawkesford, 2014; Xia et al., 2014). J& foram identificados 53 membros
no genoma de Arabidopsis (Léran et al., 2014; Krapp et al., 2014; Kiba & Krapp, 2016), 44
genes em Ananas comosus (pera) (Li et al., 2018a), 93 membros em arroz e 92 membros em
Lotus japonicus (Léran et al., 2014) e outros 97 membros em Medicago truncatula (Pellizzaro
etal., 2017).

Embora os membros NPF apresentem baixa afinidade por nitrato (Léran et al., 2014),
algumas proteinas, bem como AtNPF6.3 (AtNRT1.1 ou CHL1) em Arabidopsis (Ho et al.,
2009) e MtNPF6.8 (MtNRT1.3) em Medicago truncatula (Morere-Le Paven et al., 2011),
atuam como transportadores de nitrato de dupla afinidade, isto é, atuam tanto no sistema
HATS quanto no sistema LATS. Além disso, AtNPF6.3 foi o primeiro “transceptor”
identificado em plantas, isto é, uma proteina que possui dupla afinidade no sistema de
transporte e atua na sinalizagdo de nitrato nas plantas (Ho et al., 2009; Gojon et al., 2011),
além de estar envolvida também no transporte de auxina (Krouk et al., 2010).

Em contrapartida, os membros da familia NRT2 (Nitrate Transport 2) sao
transportadores de alta afinidade (HATS - High Affinity Transport System), que possuem sua
expressao regulada pelo baixo suprimento de N (concentracdes externas inferiores a 1mM)
para que possa ser induzido (Cai et al., 2008; Feng et al., 2011). Foram identificados pelo
menos sete membros no genoma de Arabidopsis (Miller et al., 2007; Pellizzaro et al., 2015),
quatro em arroz (Cai et al.,2008; Feng et al., 2011), trés em Medicago truncatula (Pellizzaro
etal., 2015, 2017) e quatro em Lotus japonicus (Léran et al., 2014).



Em Arabidopsis, quatro dos sete membros da familia de transporte NRT2, AtNRT2.1,
AtNRT2.2, AtNRT2.4 e AtNRT2.5 sdo expressos nas raizes das plantas privadas do
fornecimento de N e ainda sugerem uma distribuicdo espaco-temporal, pois, embora
AtNRT2.4 e AtNRT2.5 sejam expressos no mesmo tipo de célula, as suas formas
predominantes mudam, sendo expressos em plantulas jovens e plantas adultas,
respectivamente, enquanto o AtNRT2.1 é fortemente expresso nas partes mais velhas do
sistema radicular (Kiba et al., 2012; Krapp et al., 2014; Kiba & Krapp, 2016).

O nivel de expressdo de muitos transportadores NRT2 em plantas superiores é
modulado pela presenca de uma proteina acesséria chamada NAR2 (ou NRT3), proteina
relacionada com a assimilagcéo do nitrato (Miller et al., 2007; Yan et al., 2011; Krapp et al.,
2014; Fan et al., 2017). Foram caracterizados dois genes NAR2 em Arabidopsis thaliana e
Oryza sativa (Pellizzaro et al., 2015), e somente NAR2.1 mostrou ser necessario para a funcéo
do transportador NRT2.1 na aquisicao de nitrato (Feng et al., 2011; Yan et al., 2011).

Ao estudar uma variedade de arroz local cultivada por agricultores no Estado do
Maranh&o, Bucher et al. (2014) observaram que a variedade Piaui sob baixa concentracao de
N-NO3;  em solugdo apresentou um aumento da expressao dos transportadores de alta
afinidade. Os resultados sugerem ainda que a maior expressdao de NAR2.1/NRT2.1~3a foi
responsavel pela maior absorcdo de NO3 nesse tratamento.



3 MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de investigar a hipdtese de que o transportador OsSNRT2.4 contribui
para a absorcdo de N-NO;3;, bem como possiveis envolvimentos desse transportador em
eventos de sinalizacdo, langou-se méo da técnica de silenciamento génico via micro RNA. As
linhagens de arroz transformadas silenciando o gene OsNRT2.4 foram selecionadas quanto a
expressao do gene e analises dos parametros morfoldgicos e radiculares, sob baixa dose de
nitrogénio, experimento | e 11, respectivamente. Em seguida, foi conduzido o experimento IlI,
em que as linhagens selecionadas foram submetidas a uma condicdo de baixa dose e
ressuprimento de nitrogénio.

3.1 Obtencéo de Linhagens Silenciando o Gene OsNRT2.4

3.1.1 Construcédo do cassete de expressdo para silenciamento do gene OsNRT2.4 por
meio da técnica de microRNA artificial

A partir da plataforma “WMD3 - Web  MicroRNA  Designer”
(http://lwmd3.weigelworld.org/) desenvolvida pelo Instituto Max Planck (Max Planck Institute
for Developmental Biology) foi construido o microRNA artificial (amiRNA) para o gene
OsNRT2.4. Como resultado, a plataforma forneceu 4 tipos de primers para 0 amiRNA, sendo
que foram feitas duas constru¢des de micro RNA artificial, denominados de A e B, ambos
silenciando o gene OsNRT2.4 (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos primers gerado pela plataforma “WMD3 - Web MicroRNA
Designer” contendo o amiRNA para o gene OsNRT2.4 (LOC_0s01g36720).

Gene Primers Sequéncia
ImiR-s  5-agTTTTGCAGACGAAAGGAACGT caggagattcagtttga-3'
IImiR-a 5-tgACGTTCCTTTCGTCTGCAAAActgctgctgctacagee-3'

OSNRT2AMIA ||| miR*s  5-ctACGTTGCTTACGTCTGCAAAALtCetgetctaggety-3'
ox. 9-aaTTTTGCAGACGTAAGCAACGTagagaggcaaaagtgaa-
IV miR*a 3
I miR-s  5-agTAAGCACGCGAAGAGGTACAcaggagattcagtttga-3'
] [l miR-a 5-tgTGTACCTCTTCGCGTGCTT Actgctgctgctacagee-3'
OsNRT2.4miB

I miR*s 5-ctTGTACGTCTACGCGTGCTTAttcctgctgctaggcetg-3'

IV miR*a 5-aaTAAGCACGCGTAGACGTACAagagaggcaaaagtgaa-3'

Nota: Sequéncia universal dos primers G-4368: 5-CTG CAA GGC GAT TAAGTT GGG TAA C-3,,
G-4369: 5-GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GAA ACA G-3.

Esses primers foram utilizados em trés reacbes de PCR com o vetor pNW55 para
substituicdo do o0sa-miRNA528 (micro RNA 528 de arroz) pelo amiRNA (micro RNA
artificial) desejado, mantendo a estrutura do anterior (Figura 1). As sequéncias originais do

8



osa-miRNA528 e miRNA* do pNW55 (verde) foram substituidas pelas sequéncias artificiais
do miRNA (vermelho) durante as primeiras PCRs.

As sequéncias complementares aos primers no pNW55 séo indicadas em amarelo, e 0s
multiplos sitios de clonagem, em azul. O osa-miRNA528 presente nesse vetor foi substituido
pelo amiRNA do gene OsNRT2.4 (LOC_0s01g36720) mantendo a estrutura do anterior.
Nesta etapa foram realizadas 3 reagdes de PCR (primer G-4368 + primer Il; primer | + primer
IV; primer Il + primer G-4369) que originaram 3 fragmentos de DNA. Posteriormente,
ocorreu a fusdo dos 3 fragmentos de DNA por meio de uma nova PCR, utilizando os primers
G-4368 + G-4369, resultando em um unico fragmento de DNA para posterior clonagem.

As reacOes de PCR utilizadas para obter um Unico fragmento foram realizadas com a
Phusion, DNA polimerase de alta fidelidade na amplificacdo. Para uma reacdo de 20 uL, a
reacao foi realizada utilizando 4 pL tampdo de amplificacdo Phusion (5x), 0,4 pL dNTP (10
mM), 0,2 uL do vetor pNW55, 0,2 uL DNA polimerase da Phusion, 1 pL primer e agua
miliQ autoclavada. A reacdo de PCR prosseguiu com a seguinte programacao: desnaturagao
inicial a 95°C por 2 minutos; 34 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 95°C, 30 segundos
de anelamento a 65°C e 30 segundos de extensdo a 72°C; e uma extenséo final de 7 minutos a
72°C.

a) v v
—_—  E— —_ =) e A — —_—n
— <+ = <
primer G-4368 primer Il primer Il primer G-4369
primer | primer IV
b) v v
256 bp 259 bp
E— 87 bp -
primer G-4368 primer G-4369
c) v v

Figura 1. Esquema ilustrativo de PCR para producdo de um amiRNA (micro RNA artificial)
a partir do vetor pNW55. a) As sequéncias originais do osa-miRNA 528 e miRNA* do
pPNW55 (verde) foram substituidas pelas sequéncias artificiais do miRNA (vermelho)
durante as primeiras PCRs. Os multiplos sitios de clonagem estdo em azul. Nesta etapa
foram realizadas 3 reacdes de PCR (primer G-4368 + primer Il, primer | + primer 1V,
primer Il + primer G-4369). b) Os fragmentos de DNA resultantes das 3 reag0es de PCR.
c) PCR de fusdo dos 3 fragmentos de PCR utilizando os primers G-4368 + G-4369
resultando em um Unico fragmento de DNA para posterior clonagem. Fonte: adaptado de
Warthmann (2008).

Apos a obtencdo do fragmento, foi feita a corrida em gel de agarose 1,2% para
confirmacéo do fragmento e realizada a purificacdo do gel usando o kit Wizard® SV Gel and
PCR clean-up System seguindo as recomendacGes do fabricante (Promega). Apds a
purificacdo, 1 pg do amiRNA e também 1 pg do vetor IRS foram digeridos com as enzimas
de restricdo BanHI e KpNI e transferido para o vetor binario IRS154 (Figura 2) utilizando o
kit T4 DNA ligase (Promega).
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Figura 2. Vetor binario IRS154 usado como vetor de destino dos produtos de PCR digeridos
pelas enzimas de restricdo BanHI e KpNI.

3.1.2 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para o cultivo de Agrobacterium tumefaciens foi usado o meio YEB contendo 5 g. L™
de extrato de carne, 1 g. L™ de extrato de levedura, 1 g. L™ de peptona, 5 g. L™ de sacarose,
0,002 g. L de MgSO., pH 7,4. Para meios sélidos, foi adicionado &gar (1,5%) ao meio de
cultura. O estoque de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) contendo o amiRNA para o
gene OsNRT2.4 foi riscado em meio YEB sélido contendo Rifamicina (Rf) 100 ug.mL™ e
Gentamicina (Gm) 40 pg. mL™, e incubado a 28°C por 24 horas. Com o auxilio de uma alca
flambada apenas uma col6nia isolada foi transferido para um tubo falcon de 50 mL contendo
3mL de meio YEB (Rf/Gm) que foi incubado a 28°C em agitador orbital a 150 rpm por 48
horas. Apenas 2 mL da cultura fresca foram inoculados em 50 mL de meio YEB contendo Rf
e Gm em erlenmeyer de 250 mL.

A incubacdo foi realizada a 28°C sob agitacdo constante de 150rpm, até atingir uma
DOgqo de aproximadamente 0,6. A cultura foi, entdo, dividida em dois tubos falcon de 50mL e
incubada no gelo por 20 minutos. Em seguida, as células foram precipitadas a 1.000xg por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em 500uL de uma
solucdo contendo CaCl, (20 mM) e glicerol (10%). As celulas foram divididas em aliquotas
de 100 pL acondicionadas em microtubos estéreis de 1,5mL e mantidas em freezer a -80°C
para uso posterior.

3.1.3 Transformagéo de Agrobacterium tumefaciens

Depois de confirmadas por restricdo, a construcdo génica com o vetor IRS154
contendo os primers do amiRNA foi inserida em células de Agrobacterium tumefaciens
estirpe LBA4404, como descrito a seguir. Foi adicionado 1ug de plasmideo a 100uL de
Agrobacterium competente. A mistura foi homogeneizada suavemente e incubada no gelo por
30 minutos. As células misturas ao plasmideo foram congeladas em nitrogénio liquido por
cinco minutos e, na sequéncia, incubada a 37°C em banho-maria por mais cinco minutos.
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Em seguida, foi adicionado 1mL de meio liquido YEB, e as células foram mantidas
sob agitacdo constante a 150 rpm durante duas horas a 28°C. Apenas posteriormente a cultura
foi vertida em meio YEB sdlido com os antibiéticos correspondentes a construcao: rifamicina
(100pg/mL) e canamicina (50ug/mL). Esses antibidticos sdo referentes a resisténcia genémica
e plasmidial (vetor IRS 154) da Agrobacterium, respectivamente. As placas foram incubadas
a 28°C durante trés dias. A transformacédo foi confirmada por PCR de coldnia. O meio para
PCR de colbnia foi montado utilizando TagDNA polimerase e agua miliQ autoclavada para
uma reacado de 25 pl, seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.1.4 Transformacéo de arroz mediada por Agrobacterium tumefaciens

Para transformac&o de plantas de arroz foram utilizados os métodos de transformacéo
de Toki et al. (2006), e Sahoo et al. (2011) modificados. As sementes de arroz da variedade
Nipponbare foram descascadas e desinfestadas com etanol 70% durante 1 minuto para uma
desinfestacdo superficial. Posteriormente, foi adicionada uma solucdo contendo 2,5% de
hipoclorito e 0,05% de tween 20, e as sementes foram agitadas por inversdo durante 15
minutos, e lavadas com agua deionizada estéril 5 vezes. Em seguida, foi adicionada uma
solugédo contendo somente o hipoclorito, seguindo 0 mesmo procedimento.

Apos a desinfestacao, foram colocadas 25 sementes por placa de Petri contendo 40mL
de meio N6D (anexo). As sementes foram colocadas deitadas para que o embrido estivesse em
contato com o meio. As placas foram vedadas com fita microporosa e incubadas a 32°C com
luz constante (5000 lux) por um periodo de 14 dias na Camara de Germinacdo com
fotoperiodo controlado para a inducéo de calos embriogénicos.

Foi preparado o Meio AB para o cultivo da Agrobacterium tumefaciens que carrega a
construcdo génica para OsNRT2.4. As placas foram colocadas para crescer a 28°C por 3 dias.
Decorrido esse tempo, foi preparado um meio AAM para ressuspensao da Agrobacterium até
atingir a densidade otica (DOgpo) 0,1. Somente os calos com alta atividade de divisdo foram
inoculados com Agrobacterium tumefaciens, e homogeneizados por inversdo durante trés
minutos. Apds o contato, os calos foram transferidos para placas de Petri contendo papel filtro
estéril, para drenar o excesso de bactéria, e depois dispostos sobre 0 meio N6D-As (Meio de
Cocultivo) contendo papel filtro estéril + 0,5 mL de meio AAM, onde permaneceram por trés
dias a 25°C no escuro.

Apos esse periodo, os calos foram lavados com agua deionizada estéril e com uma
solugdo contendo 200 mg.L™* de Timentin para reduzir a carga microbiana dos calos (etapa de
eliminacdo da Agrobacterium), e foram transferidos para um meio de selecdo contendo o0s
antibioticos: higromicina e timentin permanecendo a 32°C por duas semanas. Aqueles calos
resistentes e com alta atividade de divisdo foram transferidos para o meio de regeneracdo de
parte aérea, bem como incubados a 28°C até o surgimento das primeiras plantulas (2
semanas).

Logo apds a formagdo das plantulas, as mesmas foram transferidas para o meio de
inducéo de raizes. Apos a regeneracao da parte aérea e das raizes, as plantas foram submetidas
a uma aclimatagdo em cémara de crescimento, com fotoperiodo de 14horas/10horas
(luz/escuro), fluxo de fétons fotossintéticos de 320 umol m?2s?, umidade relativa do ar de
65% e temperatura de 28°C/24°C (diurna/noturna), por um periodo de 5 semanas. Apds esse
periodo, as plantas foram levadas para casa de vegetacdo para obtencdo das sementes. A
composigdo dos meios utilizados encontra-se detalhada na se¢do 7 (anexo).

Cada plantula regenerada no cultivo in vitro representou uma linhagem independente
(L#1, L#2, L#3 e assim por diante) na geracdo To. ApOs a obtengdo das linhagens T, estas
foram transferidas para a casa de vegetagéo e, ao final do ciclo de cultivo, cada linhagem
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separadamente deu origem as sementes da primeira geracdo (T1). As sementes da geracdo T,
foram, entdo, cultivadas em casa de vegetacdo para a obtencdo das sementes da segunda
geracdo (T,), que passaram por processo de confirmacdo da transformacdo (selecdo pela
resisténcia a higromicina).

Devido ao curto tempo disponivel para o cultivo de mais um ciclo, foram utilizadas
para 0s experimentos sementes obtidas na geragdo T; e, durante a conduc¢do dos experimentos,
as plantas passaram por processo de confirmacéo da transformacao (selecéo pela resisténcia a
higromicina, com a aplicacdo de higromicina no limbo foliar (50 pg.L™) e a eliminacéo das
plantas que apresentaram sintomas de necrose na regido da aplicagéo.

3.2 Selegéo das Linhagens Silenciando o Gene OsNRT2.4 na Variedade Nipponbare

Com o intuito de selecionar aquelas linhagens silenciando o gene OsNRT2.4, apés o
processo de transformacédo foram conduzidos dois experimentos distintos. O primeiro foi para
analisar o nivel de expressdo do gene OsNRT2.4 e o segundo experimento foi para analisar as
possiveis modificagdes do silenciamento do gene OsNRT2.4 sobre 0s pardmetros
morfoldgicos e radiculares.

3.2.1 Anélise da expressdo génica a partir do método do CT comparativo (244°T) —
Experimento |

Sementes da variedade Nipponbare (wild type e linhagens T;) foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sédio 2,5% sob agitacdo por inversdo durante 15 minutos, bem
como lavadas em seguida com agua destilada 5 vezes. Na sequéncia, foram acondicionadas
sobre gaze em vasos de 700 mL e colocadas para germinar em agua destilada na Camara de
Crescimento, com fluxo de fétons fotossintéticos dentro de uma faixa 318 a 330pmols m?.s™,
fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), 70% de umidade e temperatura 28°C
(diurna/noturna), no Departamento de Solos da UFRRJ.

Para superacgdo da dorméncia das sementes foi estabelecido um protocolo de “Quebra
de dorméncia” com base na RAS (Regras para Andlise de Sementes) (Brasil, 2009). As
sementes foram previamente aquecidas a 45°C por 2 horas em estufa de circulagdo de ar
forcada; em seguida foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 2,5% sob agitacdo por
inversdo durante 15 minutos, e deixadas imersas em agua deionizada overnight na Camara de
Crescimento de acordo com as condigdes descritas anteriormente. No dia posterior, as
sementes imersas em agua foram aquecidas novamente a 45°C por 2 horas e colocadas para
germinar. A germinacdo foi considerada a partir do momento que surgiu a primeira raiz
seminal (radicula) e o coledptilo em mais de 95% das sementes (Figura 3).

Aos 3 DAG (dias apés a germinacgédo) as plantulas passaram a ser cultivadas em uma
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada com /5 forca idnica (FI), 1 mM de
N-NOj’, tendo sido fornecido na forma de nitrato de célcio, com o pH sendo mantido a 5,5 em
todas as solucgdes. Aos 7 e aos 10 DAG foi fornecida uma solugéo de % FI com 2 mM de N-
NOg3 e aos 12 DAG as plantulas receberam uma solucéo de %2 FI com 2 mM de N-NOs'.

Aos 14 DAG as plantulas foram selecionadas pela resisténcia a higromicina, que teve
por finalidade selecionar as plantulas que possuiam o micro RNA artificial inserido. O teste
consistiu em aplicar no limbo foliar uma solucdo de 2 pL higromicina (antibiético de selecéo;
concentracdo: 50 ug.L™) e 0,05% de tween 20 (agente adesivo para ajudar na aderéncia da
higromicina no limbo foliar) e sendo posteriormente a area de aplicacdo coberta com papel
aluminio para evitar a degradacdo do antibidtico pela luz. O teste teve uma duracédo de 3 dias,
e foram selecionadas as plantulas que ndo apresentaram necrose no local de aplicacéo.
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Figura 3. Germinacdo das sementes. A) Emissdo da raiz seminal (radicula) e o coledptilo em
mais de 95% das sementes; B) Plantulas aos 7 DAG (dias ap0s a germinacao).

Aos 15 DAG iniciou-se o tratamento com uma solucédo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) modificada com %2 FI com 0,2 mM de N-NOj, sendo realizada uma troca a cada 3
dias. O experimento foi conduzido com 4 repeticbes para cada linhagem e a planta tipo
selvagem foi usada como controle, tendo sido avaliado um total de 12 linhagens neste
experimento. As plantas foram coletadas aos 21 DAG (Figura 4), quatro horas ap6s a troca da
solucdo nutritiva, tendo sido coletadas as raizes, e congeladas imediatamente em N liquido e
armazenadas a -80°C. Posteriormente, 0 RNA foi extraido e realizada a analise de expressdo
génica.

Teste Hyg Coleta
Germinagé&o 3DAG 7 DAG 12DAG 14 pac 15DAG 21 DAG

l | ,, L l

Aguadestilada | 1 mM N-NO; | 2mM N-NO; 2mM N-NO; | 0,2 mM N-NOy

Figura 4. Esquema do cultivo das linhagens e wild type submetidas ao tratamento com baixo
suprimento de N (0,2 mM de N-NO3). Aos 14 DAG foi realizada a selecdo pela
resisténcia a higromicina. A coleta foi realizada quatro horas ap6s a troca de solucéo.
DAG: dias ap0s a germinacao.

a) Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido segundo Gao et al. (2001) utilizando tamp&o NTES (Tris-
HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA (25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes
foram maceradas em N, liquido e homogeneizadas por 10 minutos em vértex numa mistura
contendo 800 pL de tampdo NTES e 600 pL de solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico.
Em seguida, o material vegetal foi centrifugado a 18.000xg. por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante transferido para um novo tubo e novamente centrifugado por 20 minutos com
500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico.

Apo6s o procedimento, 0 RNA total foi precipitado pela adicdo de 1/10 volume de
acetato de sodio 3M pH 5,2 (NaOAcCpepc) (70 pL) e 1 volume de isopropanol puro (700 pL),

13



sendo mantido -80°C por 1 hora seguido de uma centrifugacdo a 18.000 xg por 20 minutos a
4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pL
de etanolpgpc 70% gelado e centrifugado a 18.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi solubilizado em 500 puL H,Opgpc €, NOvamente, precipitado
com 600 pL de cloreto de litio 4M pH 4,8 (LiClpgpc) durante 16 horas a 4°C. Decorrido esse
periodo, a solucéo foi centrifugada a 18.000 xg por 20 minutos a 4°C e o precipitado foi outra
vez solubilizado em 450 pL H,Opepc. Ap6s a completa dissolucdo foi adicionado acetato de
sodio 3M pH 5,2 (NaOACc pepc) (50 pL) e etanol absoluto (1000 pL). A mistura foi mantida
por 1 hora a -80°C e centrifugada a 18.000 xg por 20 min a 4°C.

O precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70% e, em seguida, centrifugado a
18000xg por 10 minutos. Apbs a centrifugacdo, o etanol foi pipetado para ndo desfazer o
precipitado e os tubos foram mantidos abertos no gelo para evaporacdo total do etanol por
cerca de 15 minutos. Apds a secagem, o precipitado foi solubilizado com H,Opgpc (30 L) €
armazenado a -80°C. Apo0s a extracdo, 0 RNA total foi quantificado espectrofotometricamente
por meio do equipamento Nanodrop. A qualidade do RNA extraido foi verificada por meio
das relagdes Ausol230 Capazes de detectar reagentes organicos utilizados na lise quimica e
Azsolog0 Capaz de detectar contaminacdo por proteinas, devendo esta razdo estar entre 1,9 e
2,1. Apos a quantificacdo, foi realizada a eletroforese em gel de agarose (1%) e corado com
gel red, para controle da integridade do RNA.

b) Sintese de cDNA e reacdes de PCR em tempo real

Apos a quantificacdo de RNA, procedeu-se a sintese de cDNA. Amostras de 1 pg de
RNA total foram tratadas DNAse | (Sigma-Aldrich) seguindo as recomendagdes do fabricante
e a sintese de cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

As reagdes de PCR em tempo real foram feitas no aparelho “StepOne Plus Real-Time
PCR System” (Applied Biosystems) utilizando o kit “HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix
Plus (ROX)” (Solis Biodyne) seguindo as recomendacBes do fabricante. Todas as reacfes
foram feitas em duplicata. A reacdo foi montada em placas de PCR da seguinte maneira: 2 puL
da mistura de primers forward+reverse (0,12 uM cada); 2 puL de 5x HOT FIREPol®
EvaGreen e 6 pL da reacéo de sintese de cDNA diluida 1:4, devido & baixa expressdo do gene
OsNRT2.4 detectado em ensaios realizados previamente. A mistura foi centrifugada por 1
minuto a 4000 rpm, agitada por 1 minuto em agitador de placas e centrifugada por 3 minutos
novamente a 4000 rpm a 25°C, e levada para o aparelho de PCR em tempo real.

Cada reacdo foi realizada da seguinte maneira: quinze minutos a 95°C e quarenta
ciclos de amplificacdo com 95°C por 15 segundos e 60°C por vinte segundos e 72°C por trinta
segundos (temperatura de coleta da fluorescéncia). A especificidade dos “primers” foi
analisada por alinhamento das sequéncias nos bancos de dados (NCBI,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e experimentalmente ao fim da reacdo de PCR
durante a curva de dissociacdo (“melting curve”) para identificar possiveis amplificagdes
inespecificas, com ciclos de amplificacdo de quinze segundos a 95°C, e um aumento de
temperatura de 0,4°C a cada ciclo de 60°C até 95°C. Todos os “primers” apresentaram
especificidade para cada gene analisado. A andlise da expressdao génica por RT-PCR
semiquantitativa em Tempo Real foi realizada com base no método do CT comparativo
(27%) (Livak & Schmittgen, 2001). Como controle endégeno foram utilizados os genes da
ubiquitina conjugada (OsUBC — Ubiquitin — conjugating enzyme — E2) e fator de alongamento
(OseEF-1a) (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reacdes de RT-PCR semiquantitativa em Tempo Real para o gene do
transportador de nitrato de alta afinidade (OsNRT2.4) e para 0s genes utilizados como controle enddgeno: ubiquitina conjugada
(OsUBC — Ubiquitin — conjugating enzyme — E2) e fator de alongamento (OseEF-/a) €) e, seus respectivos locus génico no
banco de dados de arroz, Rice Genome Annotation Project.

Gene Locus do gene Forward primer Reverse primer

OsNRT2.4  LOC_0Os01g36720 5-ACGAAGCTGGTGGAAGAAGAAG-3' 5'-ACGACGCCATCGCCATA-3'
OsuUBC LOC_0Os02g42314 5-CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA-3' 5-AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGT-3'

OseEF-1la LOC_03g08020 S-CTCTTGGTCGTTTTGCCGTG-3' 5'-TGCAGATATGGAAAGCACCACT-3'
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3.2.2 Analise morfoldgica e radicular das linhagens silenciadas para o gene OsNRT2.4 —
Experimento 11

Sementes da variedade Nipponbare (wild type e linhagens T;) foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% sob agitacdo por inversdo durante 15 minutos, e lavadas
com &gua destilada 5 vezes. Em seguida, foram acondicionadas sobre gaze em vasos com
capacidade de 300 mL e colocadas para germinar em agua destilada na Camara de
Crescimento, com fluxo de fétons fotossintéticos dentro de uma faixa 318 a 330pmols m2.s™;
fotoperiodo 14horas/10horas (luz/escuro), 70% umidade e temperatura 28°C (diurna/noturna),
no Departamento de Solos da UFRRJ.

Aos 3 DAG (dias apds a germinacdo) as plantulas foram submetidas a uma solucédo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada com ¥4 FI com 0,2 mM de N-NOj'. A cada
3 dias foi realizada a troca de solucdo. Aos 10 DAG as plantulas foram selecionadas pela
resisténcia a higromicina que teve por finalidade selecionar as plantulas que possuiam o micro
RNA artificial inserido. O teste consistiu em aplicar no limbo foliar uma solucdo de 2 pL
higromicina (antibiético de selecdo; concentracdo: 50 pg.L™) e 0,05% de tween 20 (agente
adesivo para ajudar na aderéncia da higromicina no limbo foliar) e sendo, posteriormente, a
area de aplicacdo coberta com papel aluminio para evitar a degradacéo do antibiotico pela luz.
O teste teve uma duracdo de 3 dias e foram selecionadas as plantulas que ndo apresentaram
necrose no local de aplicagéo.

O experimento foi conduzido com 4 repeticdes para cada linhagem e a planta tipo
selvagem foi usada como controle, tendo sido avaliadas neste experimento apds a selecdo
prévia pela analise de expressdo génica, 9 linhagens.

Aos 13 DAG (Figura 5) foi realizada a coleta, 4 horas ap6s a troca da solugédo
nutritiva, tendo sido determinado no momento da coleta a massa fresca da parte aérea e raiz
em gramas, e mensurado o comprimento da parte aérea e a profundidade méxima das raizes
em centimetros. Para a analise dos parametros radiculares, as raizes foram armazenadas em
alcool 50% e escaneadas posteriormente.

As imagens foram analisadas utilizando o software WinRhizo Arabidopsis (2012b) na
definicdo de 600 dpi (pontos por polegada). Os parametros determinados foram os seguintes:
comprimento total de raizes (mm), area de superficie (mm?), volume radicular (mm?®), nimero
de pontas, relacdo pontas/comprimento (mm), didmetro médio (mm/10). Todos estes
parametros, exceto os dois ultimos, foram classificados de acordo com trés classes de
diametro (): raizes muito finas (¢ menor que 0,5 mm), raizes finas (> 0,5 mm g < 1,5 mm),
raizes medianamente espessas (> 1,5 mm g < 3,5 mm).

Teste Hyg Coleta
Germinacéo 3DAG 10DAG 13 DAG

Aguadestilada | 0,2mM N-NO,” | 0,2mM N-NO,

Figura 5. Esquema do cultivo das linhagens e wild type submetidas ao tratamento com baixo
suprimento de N (0,2 mM de N-NOj3’). Aos 10 DAG foi realizada a selecdo pela
resisténcia a higromicina. Aos 13 DAG a coleta foi realizada quatro horas apos a troca
por uma nova solucdo. DAG: dias ap06s a germinacéo.

16



3.3 Anadlise do Efeito do Silenciamento do Gene OsNRT2.4 sobre os Parametros
Morfoldgicos e o Padrdo de Expressdo das Enzimas do Metabolismo de N e
Transportadores de Nitrato de Alta Afinidade — Experimento 111

Realizada a sele¢do prévia das linhagens, neste experimento foram avaliados os efeitos
do silenciamento génico sobre os metabdlitos sollveis e sobre o padrdo de expressdo das
enzimas do metabolismo de N e transportadores de alta afinidade. Com o objetivo de
investigar a funcdo do transportador OSNRT2.4 em linhagens mutantes com baixos niveis de
expressdo do gene OsNRT2.4, as linhagens de plantas de arroz foram cultivadas em solucdo
nutritiva sob baixo fornecimento e ressuprimento de N-NOs'.

Sementes da variedade Nipponbare (wild type e linhagens T;) foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% sob agitacdo por inversdo durante 15 minutos, e lavadas
em seguida com agua destilada 5 vezes. Em seguida, foram acondicionadas sobre gaze em
vasos de 700 mL e colocadas para germinar em agua destilada na Camara de Crescimento,
com fluxo de fétons fotossintéticos dentro de uma faixa 318 a 330 pmols m™2.s™, fotoperiodo
14horas/10horas (luz/escuro), 70% de umidade e temperatura 28°C (diurna/noturna), no
Departamento de Solos da UFRRJ.

Aos 3 DAG (dias apds a germinacdo) as plantulas foram submetidas a uma solugéo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) modificada com ¥ FI com 1 mM de N-NOj3'. A cada 3
dias foi realizada a troca de solugdo. Aos 6 DAG as plantulas foram selecionadas pela
resisténcia a higromicina que teve por finalidade selecionar as plantulas que possuiam o micro
RNA artificial inserido. O teste consistiu em aplicar no limbo foliar uma solucdo de 2 pL
higromicina (antibiético de selecdo; concentracio: 50 pg.L™) e 0,05% de tween 20 (agente
adesivo para ajudar na aderéncia da higromicina no limbo foliar) e sendo na sequéncia a area
de aplicacdo coberta com papel aluminio para evitar a degradacdo do antibidtico pela luz. O
teste teve uma duracdo de 3 dias, e foram selecionadas as plantulas que ndo apresentaram
necrose no local de aplicacéo.

Aos 10 DAG foi fornecida uma dose de %2 FI com 0,1 mM de N-NOs". Aos 13 DAG
iniciaram-se 0s tratamentos, em que metade dos vasos continuaram sob fornecimento
constante de 0,1 mM de N-NOj3’ e a outra metade permaneceu sob uma privacéo de N durante
4 dias, com ressuprimento 4 horas antes da coleta. Este experimento foi conduzido com 4
repeticOes, 2 linhagens + WT (planta tipo selvagem utilizada como controle) e 2 tratamentos.

Aos 17 DAG (Figura 6) foi realizada a troca solucdo nutritiva sob uma dose de %2 FlI
com 0,1 mM de N-NO3™ para ambos os tratamentos. A coleta foi realizada quatro horas apds a
troca da solucdo nutritiva. As plantas foram particionadas em raiz e parte aérea, pesadas e,
entdo, foi destinada uma parte para andlise de expressdo, tendo sido congeladas
imediatamente em N2 liquido e armazenadas a -80°C, e uma outra parte, destinada para
analise dos metabdlitos sollveis.

A extracdo do RNA foi, segundo Gao et al. (2001), como descrito no item 3.2.1. A
analise de expressdo génica por RT-PCR semiquantitativa em Tempo Real por meio do
método do CT comparativo (2**7) (Livak & Schmittgen, 2001) e a anélise da especificidade
dos primers foram realizadas como descrito no item 3.2.1.2. Foram utilizadas sequéncias dos
primers para 0s genes dos transportadores de nitrato de alta afinidade (OsNRT2.4;
OsNRT2.1), proteina NAR (OsNAR2.1), enzimas de assimilacdo (OsGS1;1; OsGS2; e
OsNIA1) e os genes utilizados como controle enddgeno foram: ubiquitina conjugada (OsUBC
— Ubiquitin — conjugating enzyme — E2) e fator de alongamento (OseEF-/a) €), e seus
respectivos nimeros de acesso obtidos no banco de dados de arroz, Rice Genome Annotation
Project (Tabela 3).
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Amostra vegetal de 0,5 g foi destinada para analise dos metabdlitos soltveis, sendo
homogeneizadas em etanol 80%, triturados e filtradas com auxilio de papel filtro. Na
sequéncia, foi realizada a particdo com cloroférmio (Fernandes, 1983). O extrato obtido foi
utilizado para determinacdo dos teores de N-amino livre utilizando ninidrina (Yemm e
Cocking, 1955), N-NOj" utilizando cloreto de vanadio 11l (VCl3) (Miranda et al., 2001), N-
NH,4" (Felker, 1977) e aglcares soltveis pelo método da antrona (Yemm e Willis, 1954).

Teste de Hyg Coleta
Germinagao 3DAG 6DAG 10 DAG 13 DAG 17 DAG
v v ¢ v v ¢
) _ 0,1 mM N-NO;
Agua destilada 1 mM N-NO; 0,1 mM N-NOy
Sem N | 01mMN-NO,

Figura 6. Esquema do cultivo das linhagens e wild type submetidas a dois tratamentos.
Tratamento 1: Y2 FI (forca i6nica) com baixo suprimento de N 0,1 mM de N-NOs;
tratamento 2: %2 FI sem N, com ressuprimento no dia da coleta (17 DAG). Aos 6 DAG foi
realizada a selecdo pela resisténcia a higromicina. Aos 17 DAG foi realizada a coleta
quatro horas ap6s a troca por uma nova solucdo. DAG: dias ap0s a germinacao.

3.4 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a tratamento estatistico utilizando-se o software R.
Posteriormente, os dados foram submetidos a andlise de variancia por meio dos seguintes
testes: verificacdo de normalidade (teste de Shapiro-Wilk), homocedasticidade das variancias
(teste de Bartlett) e teste t, em que as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Dunnet a 5% de probabilidade (p-value< 0,05). Os efeitos das varidveis foram verificados
pelo teste F (5% de probabilidade).
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Tabela 3. Sequéncias dos primers forward e reverse usados nas reacdes de RT-PCR semiquantitativa em Tempo Real para os genes
dos transportadores de nitrato de alta afinidade (OsNRT2.1; OsNRT2.4), proteina NAR (OsNAR2.1), enzimas de assimilacdo
(OsGS1;1; OsGS2; e OsNIALl) e os genes utilizados como controle enddgeno: ubiquitina conjugada (UBC — Ubiquitin —
conjugating enzyme — E2) e fator de alongamento (OseEF-1«) e), e seus respectivos locus génico obtidos no banco de dados de
arroz, Rice Genome Annotation Project.

Gene Locus do gene Forward primer Reverse primer
OsNRT2.1 LOC_0s02g02170 5’-GCGACCGAGACCAGCAATAC-3 5’>-TTCATCACCGTTTGCAACAAG-3’
OsNAR2.1 LOC_0s029g38230 5’-AAGACGCAGGTGTTCCTCTCC-3° 5’-ACTTCACCGTGCTTGGGC-3'
OsNRT2.4 LOC_0s01g36720 5-ACGAAGCTGGTGGAAGAAGAAG-3' 5'-ACGACGCCATCGCCATA-3'
0sGS1;1 LOC_0s02g50240 5’-CCGGAGTCGTCGTCTCATTT-3’ 5’-GAGCTTCTCAATGGCGGACT-3’
OsGS2 LOC_0s04g56400 5’-AGGCGAAGGGAAAAGGCTAC-3’ 5’-GAGGGTTGGCTCCCAAAGAA-3’
OsNIAL LOC_0s08g36500 5’-CTACATCGACGTCAAGGGGC-3’ 5’-TGGATGACCTGGTACATGGG-3’
OsuBC LOC_0Os02g42314 5-CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA-3' 5-AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGT-3'
OseEF-1¢ LOC_03g08020 S-CTCTTGGTCGTTTTGCCGTG-3' S'-TGCAGATATGGAAAGCACCACT-3'
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Linhagens de Arroz Obtidas Durante o Processo de Transformacdo para o
Silenciamento do Gene OsNRT2.4

O método de escolha da transferéncia do gene foi a transformacdo mediada pela
Agrobacterium tumefaciens, bactéria encontrada no solo e que possui a capacidade natural de
transferir seu DNA (T-DNA ou DNA de transferéncia) para as células de muitas espécies de
eudicotiledéneas, induzindo a formacdo de tumores nas plantas, conhecido como galha-da-
coroa ou a sindrome da raiz em cabeleira (Hiei et al., 1997; Hiei et al., 2014). Em meados dos
anos 1990, Hiei et al. (1994) e Ishida et al. (1996) desenvolveram um sistema de
transformacdo genética de monocotileddneas a partir da inducdo de calos de embrides
maduros em arroz, e embrides imaturos de milho, apds o cocultivo dos tecidos com
Agrobacterium tumefaciens.

Dentre os diversos métodos de transformacdo, a transformacdo indireta via
Agrobacterium tumefaciens se tornou mais popular em arroz do que outras técnicas,
apresentando inumeras vantagens, dentre elas, a alta eficiéncia de transformacédo, insercdo de
pequenos numeros de copias de T-DNA dentro do cromossomo, e a integracdo do gene no
genoma do hospedeiro de maneira mais precisa e intacta (Hiei et al., 2008).

Recentemente foi demonstrado por Hiei et al. (2014) que, em razdo do poder de
viruléncia da Agrobacterium, arroz e milho podem ser transformados, sendo realizado o
cocultivo de células caulinares ou embrides imaturos. A transformagéo via Agrobacterium se
tornou uma das técnicas mais utilizadas e eficientes na engenharia genética de plantas
(Andrieu et al., 2012; Patel, et al., 2013; Nester, 2015).

Para certas cultivares japOnicas, como a variedade Nipponbare, a inducdo de calos
embriogénicos altamente transformaveis é simples e altamente reprodutivel, sendo necessario
1 semana para inducédo dos calos (Toki et al., 2006) podendo ser estendido para 14 dias com a
finalidade de aumentar o rendimento de calos, sem que isso afete o processo de obtencao de
plantas transgénicas morfologicamente normais e férteis apds o processo de transformacéo in
vitro (Hiei et al., 1994; Hiei et al., 1997; Hiei et al., 2008).

Desde o inicio da cultura de tecidos, foram necessarios 3 meses para obtencdo das
primeiras plantulas transformadas, em que, cada planta regenerada a partir de um calo isolado
foi considerada uma linhagem. Foram obtidas 44 linhagens (Figura 7) silenciando o gene
OsNRT2.4 utilizando a construcdo do micro RNA artificial (amiRNA). Apos a obtencédo das
linhagens, estas foram transferidas para a casa de vegetacdo e cada linhagem separadamente
deu origem as sementes da primeira geracao (T1).

As sementes da geracdo T, passaram por uma triagem prévia, sendo eliminadas
aquelas linhagens que produziram poucas sementes; linhagens que geraram plantas albinas;
linhagens que, mesmo apos o tratamento para a quebra de dorméncia, ndo germinaram (vide
protocolo de “quebra de dorméncia” se¢ao 3.2.1); e aquelas linhagens que ndo apresentaram
resisténcia a higromicina. Assim, permaneceram ao todo 12 linhagens contendo a construgéo
do amiRNA. As linhagens selecionadas da geracdo T, passaram novamente por processo de
confirmagdo da transformacédo (selegdo pela resisténcia a higromicina), e foram utilizadas
para conducao dos experimentos posteriores.
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Figura 7. Etapas da transformacdo de arroz mediada por Agrobacterium tumefaciens para
obtencéo de linhagens silenciando o gene OsNRT2.4. A) Sementes de arroz da variedade
Nipponbare em meio de inducdo de calos N6D a 32°C por 14 dias em Camara de
Germinagdo com fotoperiodo controlado para a indugdo de calos embriogénicos. B)
Producdo de calos embriogénicos apds o periodo de 14 dias no meio de inducdo de calos
N6D. C) Cultivo da Agrobacterium tumefaciens em Meio AB contendo a construgdo
génica para OsNRT2.4. As placas foram colocadas para crescer a 28°C por 3 dias. D)
Meio AAM para ressuspensdo da Agrobacterium tumefaciens e inoculagdo dos calos. E)
Processo de transferéncia dos calos para 0 Meio N6D-As (Meio de Cocultivo). F) Calos
de arroz da variedade Nipponbare no Meio de selecdo contendo os antibidticos:
higromicina e timentin permanecendo a 32°C por duas semanas. G) Surgimento das
primeiras plantulas apds os calos serem cultivados no Meio de regeneragdo de parte aérea
a 28°C. H) Plantulas cultivadas no Meio de regeneracéo de raiz a 28°C. I) Transferéncia
das plantulas para casa de vegetacdo para obtencdo de sementes apds serem aclimatadas
por um periodo de 5 semanas na Camara de Crescimento com fotoperiodo de
14horas/10horas (luz/escuro), fluxo de fotons fotossintéticos de 320 pmol m2s?,
umidade relativa do ar de 65% e temperatura de 28°C (diurna/noturna).
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4.2 Selecdo das Linhagens Silenciando o Gene OsNRT2.4 quanto ao Padrdo de
Expressdo Génica e Parametros Morfologicos e Radiculares

4.2.1 Avaliacdo do padréo de expressdo génica do OsNRT2.4 em resposta ao N-NO3™ —
Experimento |

As 12 linhagens obtidas na primeira geracdo (T1), selecionadas previamente, foram
avaliadas quanto ao padrdo de expressao do gene OsNRT2.4 por meio da RT-PCR
semiquantitativa e OsUBC e OseEF-/a foram usados como controle enddgeno para
normalizar os dados de expresséo.

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Dunnet a 5% de
probabilidade (p-value< 0,05) sendo assim, possivel verificar a diferenca estatistica entre as
linhagens transformadas e a WT. Dentre as 12 linhagens avaliadas da geracdo T1 foi possivel
detectar diferenca estatistica na expressdo do gene OsNRT2.4 nas raizes de 8 linhagens de
arroz (L#39, L#20, L#23, L#22, L#15, L#5, L#2, L#19) (Figura 8) mostrando uma reducédo na

expressdo. E dentre as linhagens avaliadas, 9 linhagens apresentaram nivel de silenciamento
acima de 50%.
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Figura 8. Expressdo génica relativa em raizes das linhagens de arroz da variedade
Nipponbare obtidas apos o procedimento de transformacédo de plantas via Agrobacterium
tumefaciens em raizes das plantas WT e das linhagens transformadas, cultivadas sob
fornecimento constante de 0,2 mM de N-NOg, coletadas no 21° DAG ap0s 4 horas da
troca de solucdo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenga significativa entre a linhagem e a
WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média. DAG: dias

apos a germinacdo. Todos 0s niveis de expressdo do OsNRT2.4 foram normalizados para
a expressdo do OsUBC e OseEF-1a.

Jain et al. (2006) analisando a estabilidade na expressdo de 10 genes de controle
enddgeno verificaram que a expressao dos genes UBQ5, eEF-1a, UBC acabaram sendo mais
estaveis nos tecidos analisados sob diferentes condicdes experimentais, enquanto que 0s genes

ACT11 e o p-TUB exibiram uma variabilidade na expressdo inaceitavel, limitando seu uso
como controle interno.
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Ainda segundo os mesmos autores (Jain et al., 2006), a alta estabilidade na expressao
de um gene indica que o uso de um unico gene de controle enddgeno é apropriado para o
experimento, contudo para muitos estudos pode ser requerido a normalizacdo com dois ou
mais genes de controle enddgeno, considerando que para cada condicdo experimental e a
espécie em estudo, a estabilidade na expressdo do gene enddgeno pode ser variavel.

Para garantir a efetividade do silenciamento diversas publica¢des sugerem diferentes
taxas de sucesso. Enquanto algumas publicacdes sugerem uma eficiéncia igual ou superior a
75% em Arabidopsis (Schwab et al., 2006; Ossowski et al., 2008; Zhang et al., 2018), outras
publicagdes indicam taxas menores, como relatado pelos autores Gasparis et al. (2017)
utilizando Triticum aestivum (trigo) e x Triticosecale Wittmack (triticale, um hibrido entre
trigo e centeio (Secale cereale) que consideraram “silenciadas” todas as plantas obtidas na
primeira geracdo com expressdo igual ou menor que 0,8 comparado ao controle de 1,0,
enguanto que a expressao relativa acima de 1,2 indicou a superexpressao das linhagens. O alto
nivel de silenciamento (superior a 50%) foi obtido em mais de 60 plantas da geracdo T, em
ambas as espécies, e o forte silenciamento dos genes nédo foi transmitido para a geracao T2.

Zhang et al. (2018) conseguiram obter, ao avaliar o silenciamento génico em linhagens
de arroz, uma variagdo no silenciamento entre 60% a 80% dentre as linhagens avaliadas.
Evidéncias ndo publicadas pelo Laboratorio de Nutricdo de Plantas sugerem que taxas
superiores a 50% em arroz garantem uma efetividade satisfatdria no silenciamento génico.

Ainda segundo os mesmos autores, Zhang et al. (2018), a tecnologia do amiRNA ¢é
uma ferramenta poderosa para abordar a funcdo génica especifica em plantas. No entanto, o
silenciamento génico em um tipo especifico de célula pode ndo causar uma mudanga
fenotipica 6bvia ou uma reducdo no transcrito alvo no nivel da planta inteira, fazendo com
que o rastreamento de plantas transgénicas com silenciamento ideal seja um desafio técnico.

Assim, baseando-se no resultado de expressdo obtido e nos dados publicados por
outros autores foram selecionadas as 9 linhagens que apresentaram menores niveis de
expressao sobre a absorcdo de N-NOgz', com nivel de silenciamento acima de 50%, que séo
elas, L#39, L#20, L#23, L#22, L#15, L#5, L#2, L#19 e L#4, e estas foram avaliadas no
experimento seguinte quanto aos parametros morfolégicos e radiculares.

4.2.2 Avaliacdo da influéncia do gene OsNRT2.4 sobre os parametros morfologicos e
radiculares em resposta ao suprimento de N-NO3z" — Experimento |1

As linhagens selecionadas no experimento | expressando o OsNRT2.4 foram utilizadas
para este segundo experimento, tendo como objetivo verificar os possiveis efeitos do
silenciamento sobre os parametros morfolégicos e radiculares utilizando uma dose constante
de 0,2 mM de N-NO;™ durante 13 dias.

Analisando os parametros morfol6gicos, 0 comprimento mensurado da parte aérea nao
apresentou diferenca estatistica entre as linhagens transformadas e a WT (Figura 9A). Quando
avaliada a profundidade radicular, apenas as linhagens L#23, L#2 e L#19 foram
significativamente menores que as plantas WT (Figura 9B). E no grafico de massa seca, todas
as linhagens, com excecdo da L#2, foram significativamente menores quando comparada com
a WT (Figura 9C).

Em comparacdo com a WT, o silenciamento ndo inibiu significativamente o
crescimento da parte aérea e a profundidade radicular das linhagens sob baixo suprimento de
NOsz; (0,2 mM N-NOj3). No entanto, as linhagens apresentaram apenas uma redugdo na
biomassa produzida quando comparada a WT.
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Figura 9. Parametros morfoldgicos: A) altura da parte aérea em centimetros, B) profundidade
radicular em centimetros, C) peso de massa seca (MS) de raiz em gramas das plantas WT
e linhagens de arroz da variedade Nipponbare cultivadas sob fornecimento constante de
0,2 mM de N-NOj3 durante 13 dias, tendo sido a coleta realizada 4 horas ap0s a troca da
solucdo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT
pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

Tais resultados diferem do encontrado por Wei et al. (2018) que, ao cultivar as plantas
de arroz sob baixa (0,25 mM N-NOg) e alta dose (2,5 mM N-NOg3’), fez com que 0 nocaute do
OsNRT2.4 inibisse significativamente a profundidade radicular e parte aérea, resultando em
um menor peso seco e menor acumulo de nitrato.

Corroborando com os resultados do estudo proposto, Sun et al. (2016) utilizando
também a técnica de microRNA artificial (amiRNA) tendo como precursor osa-MIR528, o
mesmo utilizado neste trabalho, sendo o método de escolha da transferéncia do gene também
a transformacdo mediada pela Agrobacterium tumefaciens, verificaram que plantas
transgénicas de arroz carregando resisténcia a Rice stripe virus (virus da faixa de arroz) e Rice
black streaked dwarf virus (virus ando de arroz preto) cresceram normalmente e ndo houve
diferenca significativa nas caracteristicas agronémicas (comprimento da parte aérea, nimero
de grdos por panicula, peso de 1000 grdos e duracdo do crescimento), indicando que a
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expressao das construcdes artificiais in vivo tem pouco efeito sobre 0s genes hospedeiros
criticos para o crescimento e desenvolvimento.

Do mesmo modo, Yao et al. (2018) buscando entender a funcdo da proteina argonauta
(AGO), proteina que desempenha papel importante na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento, descobriram que a proteina causa aborto dos polens, resultando em uma
reducdo no rendimento de graos. No entanto, os autores verificaram que ndo houve diferenca
significativa entre a WT e as linhagens transgénicas quanto ao estadio de crescimento
vegetativo, indicando que o silenciamento do gene OsAGO17 ndo afeta o crescimento
vegetativo em arroz, apoiando os resultados encontrados neste trabalho.

Para Zhang et al. (2018) selecionar linhagens somente com base no fenotipo da planta
pode ser controverso. Quando o silenciamento de genes ndo gera fenétipo de crescimento, a
selecdo de plantas transgénicas para o silenciamento 6timo do gene pode ser complicada
devido aos mecanismos de agdo imprevisiveis do amiRNA.

Em contrapartida, quando analisados os resultados dos parametros radiculares obtidos
a partir do software WinRhizo Arabidopsis (2012b) foi possivel verificar que ao cultivar as
plantas sob baixa dose de N (0,2 mM N-NOj3’) ocorreu uma reducdo significativa em quase
todos os parametros radiculares analisados nas linhagens transformadas em relacéo as plantas
WT (Figura 10A, B, C, D), exceto para a relacdo pontas/comprimento (mm) e o didmetro
médio (Figura 10E, F), indicando que, apesar da reducdo no comprimento (Figura 10A) e no
numero de pontas (Figura 10D), a densidade de raizes laterais/milimetro e o didmetro médio
permaneceram inalterados.

Estes resultados corroboram com Wei et al. (2018) que, ao cultivar as plantas de arroz
sob baixa (0,25 mM N-NO3) e alta dose (2,5 MM N-NOj3), o nocaute do OsNRT2.4 resultou
em um decréscimo de 30 a 40% no comprimento de raizes laterais e um decréscimo de 20-
25% no numero total de raizes laterais.

Além disso, Wei et al. (2018) ao realizarem o estudo de localizagdo subcelular em
protoplasto de arroz, verificaram que o transportador OSNRT2.4 esta localizado na membrana
plasmaética e, por meio da coloragdo de GUS foi possivel detectar sua maior expressao na base
dos primordios de raizes laterais e 0 mesmo resultado foi relatado em outro estudo realizado
por Feng et al. (2011). Igualmente, foi verificado pelos autores Feng et al. (2011), que o gene
OsNRT2.4, além de ser expresso na base dos primordios de raizes laterais, também é expresso
nas pontas e zonas de pelos radiculares, ndo sendo detectado nos tecidos vasculares dos
primordios das raizes adventicias.
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Figura 10. Parametros radiculares: A) comprimento em milimetros, B) area de superficie em
milimetros quadrados, C) volume em milimetros cubicos, D) numero de pontas, E)
relacdo pontas/comprimento em milimetros, F) didmetro médio em mm/10 obtidos
através da andlise no software WinRhizo Arabidopsis (2012b) das plantas WT e das 9
linhagens transformadas cultivadas sob fornecimento constante de 0,2 mM de N-NOs
durante 13 dias, tendo sido a coleta realizada 4 horas ap0s a troca da solucdo nutritiva.
Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet
(p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Com o intuito de verificar de forma mais aprofundada a atuagdo do OSNRT2.4 no
crescimento radicular, todos os parametros radiculares foram avaliados dentro das classes de
diametro (): raizes muito finas (¢ menor que 0,5 mm), raizes finas (> 0,5 mm g < 1,5 mm),
raizes medianamente espessas (> 1,5 mm g < 3,5 mm).

Quando avaliado o comprimento de raizes foi observado uma diferenga significativa
entre plantas WT e as linhagens nas classes de diametro de raizes finas (0,5 a 1,50 mm)
(Figura 11B) e medianamente espessas (1,50 a 3,50 mm) (Figura 11C), ndo tendo sido
observado diferenca estatistica na classe de raizes muito finas (didmetro menor que 0,5 mm)
(Figura 11A).

3000 - 3000 -

2800 { A 0< L<=0,5 28004 B 05<L<=15
2600 - 2600 -
—~ 2400 - 2400 - R
€ 2200 - 2200 A
E 2000 - 2000 -
o 1800 - 1800 *
S 1600 1600
£ 1400 - 1400
S 1200 1 1200
g 1000 1000 .
S 800 - 800 *
© 600 - 600 -
400 - ﬁ 400 -
20 | Bl S l=mmeme 251 B PP T
O QD H AN L HmHNO M O QO H H L H H O M
957 VA QN X RN X 957 VOV AN X RN X
SEFFFFFIIF SEFFEFFIIF
3000 -
2800 { C 1,5< L <=3,5
2600 -
—~ 2400 1
€ 2200 -
£ 2000 |
o 1800
S 1600
£ 1400 +
= 1200 |
g 1000 -
S 800
© 600 1 X .
400 1 .
%, Wﬁ Tt
O Q ‘b "\/ oL ‘\/ O M
&’ FH & & B N

Figura 11. Pardmetro radicular: comprimento, dentro das classes de diametro: A) menor que
0,5 mm (muito finas), B) 0,5 a 1,50 mm (raizes finas), C) 1,50 a 3,50 mm (medianamente
espessas), obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRhizo Arabidopsis (2012b),
das plantas WT e das 9 linhagens transformadas cultivadas sob fornecimento constante
com 0,2 mM de N-NOj3 durante 13 dias. A coleta foi realizada 4 horas apés a troca da
solucdo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT
pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

Quando avaliada a &rea de superficie em milimetros quadrados (mm?) observa-se uma
diferenca significativa entre plantas WT e as linhagens nas classes de didmetro de raizes finas
(0,5 a 1,50 mm) (Figura 12B) e medianamente espessas (1,50 a 3,50 mm) (Figura 12C), ndo
tendo sido observado diferenca estatistica na classe de raizes muito finas (didmetro menor que
0,5 mm) (Figura 12A).
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A éarea de superficie depende do desenvolvimento dos pelos radiculares e do diametro
de raiz. De acordo com Rossielo et al. (1995), area superficial e comprimento sdo parametros
preferidos para expressdo das taxas de absorcdo de agua e nutrientes. Sabe-se que raizes de
menor didmetro podem proporcionar uma maior capacidade de absorcdo de agua e nutrientes
devido ao aumento na superficie de contato raiz-solo, caracterizando um maior volume de
solo a ser explorado (Rangel, 2018).

Além do mais, Koevoets et al. (2016) explicam que na determinacdo da area de
superficie radicular deve ser levado em consideracdo a classificacdo das plantas, pois se sdo
eudicotiledéneas estas apresentam uma raiz principal e raizes laterais de varias ordens, em
contrapartida as monocotiledéneas apresentam em adicdo raizes seminais (raiz primaria e
seminal, ditas embrionarias), e raizes adventicias (raizes pos-embrionarias).
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Figura 12. Par@metro radicular: area de superficie, dentro das classes de diametro: A) menor
que 0,5 mm (muito finas), B) 0,5 a 1,50 mm (raizes finas), C) 1,50 a 3,50 mm
(medianamente espessas), obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRhizo
Arabidopsis (2012b), das plantas WT e das 9 linhagens transformadas cultivadas sob
fornecimento constante com 0,2 mM de N-NOj™ durante 13 dias. A coleta foi realizada 4
horas apds a troca da solugédo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a
linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da
média.

Quando avaliado o volume radicular em milimetros ctbicos (mm?®) observa-se uma
diferenca significativa entre plantas WT e as linhagens nas classes de didmetro de raizes finas
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(0,5 a 1,50 mm) (Figura 13B) e medianamente espessas (1,50 a 3,50 mm) (Figura 13C), ndo
tendo sido observado diferenca estatistica na classe de raizes muito finas (diametro menor que
0,5 mm) (Figura 13A).
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Figura 13. Parametro radicular: volume, dentro das classes de diametro: A) menor que 0,5
mm (muito finas), B) 0,5 a 1,50 mm (raizes finas), C) 1,50 a 3,50 mm (medianamente
espessas), obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRhizo Arabidopsis (2012b),
das plantas WT e das 9 linhagens transformadas cultivadas sob fornecimento constante
com 0,2 mM de N-NOj3 durante 13 dias. A coleta foi realizada 4 horas apds a troca da
solucdo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT
pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Quando avaliado o nimero de pontas, foi observada uma diferenca significativa entre
plantas WT e as linhagens nas classes de didmetro de raizes finas (0,5 a 1,50 mm) (Figura
14B) e medianamente espessas (1,50 a 3,50 mm) (Figura 14C). As linhagens apresentaram
menor numero de pontas. Nao foi observado diferenca estatistica na classe de raizes muito
finas (didmetro menor que 0,5 mm) (Figura 14A).

De acordo com Rangel (2018), o numero de pontas no sistema radicular indica a
emissdo de raizes laterais, assim, quanto maior o numero de pontas maior a emissédo de raizes
laterais, aumentando a capacidade exploratdria do sistema radicular no solo. Associado a este
fato, a formacdo de pelos radiculares pode incrementar a area de superficie das raizes
primarias e laterais, resultando em um incremento na densidade de raizes
laterais/comprimento. Todos estes processos estdo relacionados a regulacdo da arquitetura
radicular (LOpez-Bucio et al., 2003).
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Figura 14. Parametro radicular: nimero de pontas, dentro das classes de diametro: A) menor
que 0,5 mm (muito finas), B) 0,5 a 1,50 mm (raizes finas), C) 1,50 a 3,50 mm
(medianamente espessas), obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRhizo
Arabidopsis (2012b), das plantas WT e das 9 linhagens transformadas cultivadas sob
fornecimento constante com 0,2 mM de N-NOj™ durante 13 dias. A coleta foi realizada 4
horas ap0és a troca da solugdo nutritiva. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a
linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da
média.

Avaliar a arquitetura radicular € um importante aspecto no desenvolvimento das
plantas e na sua plasticidade para uma grande variedade de condic¢des abidticas, como a
intensidade luminosa e o fotoperiodo, além de ser um importante par@metro na aquisicao de
nutrientes (Zhu et al., 2011; Koevoets et al., 2016; Kadam et al., 2017). Para determinar a
arquitetura do sistema radicular é necessario a determinacdo de 4 componentes fundamentais
para o arranjamento espacial das raizes, que sdo eles: comprimento, ndmero, posicao e
angulacdo dos componentes radiculares, sendo possivel determinar o volume de solo
explorado (Koevoets et al., 2016).

A baixa disponibilidade de nutrientes geralmente limita o crescimento das plantas.
Plantas sob deficiéncia de fosforo desenvolvem um sistema radicular mais raso e, em
compensacao, investem fortemente no crescimento de raizes laterais. No entanto, plantas sob
deficiéncia de nitrogénio investem mais no aprofundamento radicular e ndo limitam o
alongamento lateral do sistema radicular (Lopez-Bucio et al., 2003; Gruber et al., 2013,;
Koevoets et al., 2016). Em Arabidopsis, um incremento da disponibilidade de nitrato (10 mM)
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reduz o alongamento das raizes laterais e limita o alongamento primario das raizes, ao passo
que a baixa concentracdo (10 uM) induz o alongamento radicular lateral e priméario (Zhang &
Forde, 1998).

De acordo com Nacry et al. (2013), as plantas possuem trés diferentes respostas quanto
a disponibilidade de N no meio: a primeira, regulacdo da raiz no sistema de absorcdo de N; a
segunda, a plasticidade da arquitetura do sistema radicular; e a terceira, a rapida modulagao
do crescimento da parte aérea, sendo que as trés respostas ndao apresentam o mesmo objetivo.
As duas primeiras geralmente resultam em uma melhoria na absor¢do de N quando sob baixa
disponibilidade, com transportadores de membrana de alta afinidade, aumentando o
forrageamento pelo sistema radicular (Bouguyon et al., 2015). E a terceira resposta visa
atender rapidamente a demanda por N na planta para evitar deficiéncias de N quando a
disponibilidade de N no meio esté se tornando critica.

Sendo assim, embora tenham distintos objetivos, as trés respostas compartilham em
comum uma agdo combinada de controle interno e externo de sinais que séo frequentemente
associados com o local e vias sistémicas de sinalizacdo (Nacry et al., 2013; Forde, 2014). Os
mecanismos regulatorios envolvidos na resposta as mudangas a disponibilidade de N, séo
multiplos, e sugerem uma rede regulatoria complexa, que também envolve a regulacédo
hormonal (Lopez-Bucio et al., 2003; Krouk et al., 2010; Forde, 2014; Kiba & Krapp, 2016;
Xuan et al., 2017).

Muitos trabalhos tém sido discutidos o progresso dos estudos no entendimento dos
genes e as vias de sinalizacdo que regulam a absorcdo de N e a modulacdo da morfologia
radicular (Krapp et al., 2014; Lezhneva et al., 2014; Kiba & Krapp, 2016). A aplicacdo de
nitrato pode determinar inUmeras mudancas por ser um ion de sinalizacdo, em que, além de
seu papel como nutriente, o nitrato atua como uma potente molécula sinalizadora, que
independente de sua assimilacdo, controla numerosos aspectos do desenvolvimento e do
metabolismo das plantas (Crawford, 1995; Nacry et al., 2013; Krapp et al., 2014; Kiba &
Krapp, 2016).

Porém, os mecanismos que atuam no alongamento das raizes primérias ainda sao
controversos, pois a0 mesmo tempo em gue promove o crescimento das raizes primarias, pode
também ter um efeito inibitério dependendo da concentracdo de nitrato no meio de cultivo
(Trevisan et al., 2014). No tocante a essencialidade do nutriente, o nitrato serve como uma
molécula de sinalizacdo para quebra de dorméncia das sementes (Alboresi et al., 2005),
inducdo do crescimento da parte aérea (Rahayu et al., 2005), regulacdo do desenvolvimento
de raizes laterais (Zhang & Forde, 2000; Lopez-Bucio et al., 2003), efeito sobre o tempo de
florescimento (Yuan et al., 2016) e ainda coordena a expressao de genes relacionados ao
nitrato (Wang et al., 2012).

O NPF6.3 é um regulador chave no desenvolvimento radicular, capaz de modular
positivamente a expressdo de outro transportador de nitrato, 0 NRT2.1 (Krouk et al., 2010;
Bouguyon et al., 2015). Remans et al. (2006) buscando elucidar o papel do NPF6.3 no
desenvolvimento radicular, verificaram que plantas transgénicas silenciando o gene ANR1,
que possui papel chave na via de sinalizagdo, ndo responderam a disponibilidade de nitrato,
resultando em uma baixa proliferacdo de raizes laterais.

O silenciamento do gene OsNRT2.4 ndo alterou a densidade de raizes laterais em
relacdo a WT, porém resultou no menor alongamento das raizes laterais (Figura 10A, Figura
11), menor area de superficie (Figura 10B, Figura 12), menor volume (Figura 10C, Figura 13)
e menor numero de pontas (Figura 10D, Figura 14). Com base nestes resultados é possivel
sugerir que 0 OsNRT2.4, assim como OsNPF6.3, também possui papel na regulagdo do
crescimento radicular, estando especificamente envolvido no crescimento de raizes laterais.
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4.3 Efeito do Silenciamento do Gene OsNRT2.4 sobre os Metabdlitos Sollveis, Padrédo de
Expressdo das Enzimas do Metabolismo de N e Transportadores de NOj3 de Alta
Afinidade — Experimento 111

4.3.1 Avaliacéo dos metabolitos soltveis — NO3', NH;*, N-amino e agticares soltveis
A partir dos resultados da expressdo génica, dos parametros morfoldgicos e

radiculares, foi possivel selecionar duas linhagens como alvos para o terceiro experimento: as
linhagens L#5 e L#39 com silenciamento de 65% e 83%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo génica relativa de raizes de plantas WT e linhagens de arroz
selecionadas da variedade Nipponbare obtidas apos o procedimento de transformacéo de
plantas via Agrobacterium tumefaciens em raizes das plantas WT e das linhagens
transformadas, cultivadas sob fornecimento constante de 0,2 mM de N-NOj3” por 6 dias,
coletadas no 21° DAG ap6s 4 horas da troca de solucdo nutritiva. Asterisco (*) indica
diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras

indicam o erro padrdo da média. DAG: dias apds a germinacdo. Todos os niveis de
expressao do OsNRT2.4 foram normalizados para a expressao do OsUBC e OseEF-/a.

Com o intuito de investigar as possiveis modificacdes causadas pelo silenciamento do
gene OsNRT2.4 sobre as plantas quando cultivadas sob baixa disponibilidade de N, as duas
linhagens com baixa expressdo do OsNRT2.4 foram selecionadas e utilizadas para avaliar o
efeito sobre a massa fresca nas diferentes partes e na absor¢do de NOs, NH,", N-amino e
acucares soluveis nos diferentes tecidos.

Analisando o grafico de massa fresca (Figura 16), foi possivel verificar que o
silenciamento génico resultou em uma reducéo significativa da massa de raizes, nas linhagens
transformadas em relagdo as plantas WT, somente no tratamento com ressuprimento (Figura
16A). Ao analisar o grafico de massa fresca da parte aérea (Figura 16B), observa-se uma
diferenca significativa somente para a linhagem L#5 no tratamento sob fornecimento
constante de N (0,1 mM N-NO3). N&o foi observado diferenca estatistica na relacao raiz/parte
aérea das plantas WT e as linhagens transformadas (Figura 16C), em ambos o0s tratamentos.
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Figura 16. Massa fresca em gramas de A) raiz e B) parte aérea, C) relacdo raiz/parte aérea
das plantas WT e linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NO;3', e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj™ quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap0s a germinacdo. Asterisco (*)
indica diferencga significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da media.

Quando comparado o peso fresco nos diferentes tecidos, raiz e parte aérea, e nos
diferentes tratamentos, percebe-se um incremento no tratamento de ressuprimento tanto para
as plantas WT quanto para as linhagens transformadas em ambos os tecidos analisados.

Além disso, nota-se também um pequeno ajuste na massa fresca da parte aérea em
relacdo a raiz no tratamento de ressuprimento, resultando em uma menor relacdo raiz/parte
aérea das plantas WT e as linhagens transformadas no mesmo tratamento. Contudo,
analisando a relagdo raiz/parte aérea no tratamento de fornecimento constante de N (0,1 mM
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N-NOj), observa-se um pequeno ajuste quando comparado ao tratamento de ressuprimento,
indicando que as plantas investiram mais em sistema radicular sob fornecimento constante, e
quando privadas de N durante 3 dias com posterior ressuprimento, investiram mais em parte
aerea.

Sabe-se que quando as plantas estdo sob baixa disponibilidade de nitrogénio, o status
nutricional da planta bem como a regulagdo hormonal, desencadeiam uma série de mudancas
morfoldgicas no sistema radicular (Kiba & Krapp, 2016). De acordo com os autores Lopez-
Bucio et al. (2003) e Araya et al. (2015), quando as plantas estdo sob uma leve limitagéo de N
ocorre um maior investimento em sistema radicular, ao passo que, em uma condicdo de
auséncia ou elevada concentracdo de N, ocasiona o encurtamento das raizes primarias e uma
reducdo proporcional no numero de raizes laterais.

Além do mais, de acordo com os autores Nacry et al. (2013), as plantas possuem
diferentes respostas a disponibilidade de N no meio, dentre elas, a rapida modulacdo do
crescimento da parte aérea, visando atender rapidamente a demanda por N na planta, para
evitar deficiéncias de N quando a disponibilidade deste nutriente no meio esta se tornando
critica.

Quando avaliado o contetdo de N-amino na raiz (Figura 17A) percebe-se que este
diferiu estatisticamente entre plantas WT e a L#5 em ambos os tratamentos. Entretanto, o
mesmo ndo ocorre na parte aérea (Figura 17C), pois difere estatisticamente somente no
tratamento de dose constante. Ndo houve diferenca estatistica quanto ao contetdo de agucares
soliveis na raiz (Figura 17B), ocorrendo somente na parte aérea no tratamento de dose
constante (Figura 17D).

Correlacionando os dados de N-amino e acucares solUveis, quando ocorre um
incremento nos teores de N-amino, por consequéncia, 0s teores de aglcares sollveis séo
reduzidos, e vice-versa, em ambos os tecidos analisados.

O grande acumulo de N-amino que ocorreu nas raizes das linhagens, e na parte aérea
para as plantas WT e as linhagens em ambos os tratamentos, e avaliando os teores de N-amino
e aclcares sollveis, percebe-se uma correlacdo negativa. De acordo com o trabalho de
Fernandes (1978), isso é devido ao intenso processo de mobilizacdo de esqueletos de carbono
que deve estar ocorrendo para que a planta possa evitar possiveis efeitos toxicos em razdo da
presenca de NH," livre nos tecidos vegetais, colocando-o assim, na forma de amidas. Este
efeito é confirmado pela reducdo nos teores de agucares sollveis, que sdo fontes de esqueletos
de carbono utilizados na sintese de acidos organicos para assimila¢do do nitrogénio absorvido.
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Figura 17. Metabdlitos soluveis: A e C) Teores de N-amino em gramas/massa fresca (MF), B
e D) teores de glicose em miligramas/massa fresca (MF) das plantas WT e linhagens de
arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram cultivadas sob fornecimento constante
de 0,1 mM de N-NOg, e aos 13 DAG foram submetidas aos tratamentos. Tratamento 1:
fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3’; Tratamento 2: consistiu na privacdo de N
por um periodo de 4 dias com ressuprimento de 0,1 mM N-NOj3™ quatro horas antes da
coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro horas apds a troca da solucdo nutritiva.
DAG: dias ap6s a germinacdo. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a
linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da
média.

Os teores de NO3 foram significativamente superiores nas raizes das linhagens quando
comparados as plantas WT (Figura 18A), ao passo que na parte aérea nota-se menores teores
de nitrato (Figura 18C), ambos sob o tratamento de dose constante (0,1 mM N-NO3’). Quando
analisado o tratamento de ressuprimento, em que ocorreu uma privagdo de N por 4 dias e
posterior suprimento com baixa dose de N (0,1 mM N-NOj’), ndo foi observada diferenca
estatistica entre as plantas WT e as linhagens em ambos os tecidos analisados, embora ocorra
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um maior incremento no acumulo de NOj3 nas raizes quando comparado a parte aérea.
Avaliando os teores de NH," foram significativamente maiores nas linhagens sob os
diferentes tratamentos quando avaliados nos diferentes tecidos (Figura 18B e D).
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Figura 18. Metabolitos solUveis: A e C) Teores de N-NO3z” em micro moles/gramas de massa
fresca (MF), B e D) teores de NH," em micro moles/gramas de massa fresca (MF) das
plantas WT e linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram cultivadas
sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOs’, e aos 13 DAG foram submetidas aos
tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOs; Tratamento 2:
consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de 0,1 mM N-
NO;3 quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro horas apos a
troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap6s a germinacdo. Asterisco (*) indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o
erro padrao da média.
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Enfatizando o conteldo de nitrato em ambos os tecidos, no tratamento de dose
constante nas raizes, as linhagens apresentam um incremento de aproximadamente 4x,
diferindo significativamente da WT, enquanto que na parte aérea ocorre uma reducao de
aproximadamente 2x no acimulo de NO3z™ quando comparado linhagens e WT.

Inclusive, percebe-se uma relacdo entre os contetdos de nitrato, N-amino e agucares
sollveis na parte aérea, em que, observa-se maior contetdo de agucares solGveis e menor
contetdo de N-amino para as plantas WT, indicando que o nitrato absorvido do meio esta
permanecendo de forma inalterada, sendo acumulado nos vacuolos quando sob o tratamento
de dose constante. O mesmo ndo é observado para as linhagens, pois apresentam um
comportamento inverso, com uma reducdo de aproximadamente 2x no acumulo de NO3 na
parte aérea, resultando em menores teores de agucares solveis e maior teor de N-amino.

Comparando estes resultados com o que foi relatado por Wei et al. (2018) nota-se que
0 nocaute do gene OsNRT2.4 interferiu na absorcdo do nitrato nas linhagens, bem como a
concentracdo total de N absorvido foi significativamente menor nas raizes quando comparado
a parte aérea, diferentemente dos resultados encontrados neste trabalho, visto que ocorreu um
maior acimulo de nitrato nas raizes e menor acimulo na parte aérea.

As plantas desenvolveram mecanismos para lidar com a limitacdo e a privacdo de
nitrogénio, e além das principais mudancas adaptativas da arquitetura do sistema radicular
(Lopez-Bucio et al., 2003; Koevoets et al., 2016), as caracteristicas de absorcdo de NO3 sdo
reguladas em resposta a disponibilidade de N no meio (Nacry et al., 2013; Kiba & Krapp,
2016).

Estudos fisioldgicos levaram a conclusdo de que pelo menos trés sistemas de absor¢do
de NOj3 sdo responsaveis pelo influxo de NOj3 nas raizes (Kotur & Glass, 2015). Dois
sistemas sdo de transporte de alta afinidade (HATS), o constitutivo, ativo em plantas que ndo
foram supridas com NOg, e 0 induzido pelo fornecimento de NO3". Além desses sistemas,
existe o sistema de transporte de baixa afinidade (LATS) constitutivo, com atividade de
absorcdo em funcéo da concentracdo externa de NOs'.

As linhagens obtidas através do silenciamento génico, apresentaram um
comportamento diferente das plantas WT. O aumento do crescimento vegetativo no
tratamento com ressuprimento de N-NOs na parte aérea (Figura 16B) indica uma resposta
rapida que ocorre em decorréncia da deteccdo do nutriente no meio, este mesmo fenémeno
pode ser indicativo de maior influxo de NO3’, que ocorre principalmente nos transportadores
de alta afinidade, NRT2 e NAR2 (Kiba et al., 2012). O mesmo tem sido sugerido por outros
autores (Okamoto et al. 2003; Cai et al., 2008; Yan et al., 2011; Kiba et al., 2012; Lezhneva et
al., 2014).

Remans et al. (2006) verificaram que um sinal de demanda de nitrogénio € transmitido
a partir do lado do sistema radicular com baixa disponibilidade de N para o lado que possui
elevado teor de nitrogénio, aumentando, assim, a proliferacdo de raizes laterais, a expressao
de NRT2.1 e a absorcao de nitrato.
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4.3.2 Expressao das enzimas do metabolismo de nitrogénio

A expressao relativa das enzimas do metabolismo de N (Figura 19) foi avaliada nas
raizes e na parte aérea, e apresentou diferenca significativa entre as plantas WT e as linhagens
em ambos os tecidos analisados e nos tratamentos, baixa dose (0,1 mM) e ressuprimento
(privacao de N durante 4 dias com ressuprimento durante 4 horas e pH mantido a 5,5).

A expresséo da isoforma OsGS1;1 foi significativamente menor em ambos os tecidos
avaliados para as linhagens quando comparadas as plantas WT (Figura 19A, B), enquanto a
expressdo da isoforma OsGS2 foi significativamente menor na raiz e maior na parte aérea
para as linhagens quando comparadas as plantas WT (Figura 19C, D).

Em plantas superiores, a glutamina sintetase (GS) é uma enzima chave na assimilacéo
do amonio, que pode ser derivado da fertilizacdo nitrogenada, reducdo do nitrato, e
fotorrespiracdo, em glutamina (Tabuchi et al., 2005). As plantas possuem duas isoenzimas de
GS: a GS1 citosolica e a GS2 cloroplastica (ou plastidial) (Tabuchi et al., 2005). Nos cereais,
as isoformas da isoenzima GS1 sdo igualmente importantes para o desenvolvimento de
plantas e rendimento das sementes (Tabuchi et al., 2005; Bao et al., 2014). E a GS2 estaria
restrita aos tecidos verdes (Prinsi et al., 2009; Prinsi & Espen, 2015).

Nas plantas, foram identificados multiplos genes para a GS1 e somente um gene que
codifica para a GS2. Em arroz, por exemplo, ja foram identificados trés genes que codificam
para a isoenzima GS1 (OsGS1;1, OsGS1;2 e 0OsGS1;3), e um gene que codifica para a
isoenzima GS2 (OsGS2) (Tabuchi et al., 2005). Em trigo foram identificados trés genes GS1 e
um gene GS2 (Hu et al., 2018). Em arabidopsis foram detectados 5 genes para GS1 (GS1;1,
GS1;2, GS1;3, GS1;4 e GS1;5) e um gene GS2 (Schmid et al., 2005), e 0 mesmo ndmero de
genes foram detectados em milho (Li et al., 1993; Martin et al., 2006).

Ao analisar a expressdo das isoformas GS1 (GS1;1-1;4) e GS2 em plantulas de
Arabidopsis thaliana, Dragicevi¢ et al. (2016) verificaram que as isoformas citosdlicas
apresentaram uma expressdo um pouco maior nas raizes quando comparado a parte aérea,
destacando a importancia das isoformas na assimilagdo de N nas raizes. Além disso, 0s
transcritos da GS1;2 foram abundantes em ambos os tecidos analisados. E a GS2 apresentou
uma expressdo superior na parte aérea.

Em Arabidopsis, a funcdo do AtGS1.2 ocorre na reassimilacdo do aménio durante a
remobilizagdo de N a partir de reservas das sementes (Guan et al., 2014), além de ser
importante para o crescimento das plantas e para a homeostase do aménio sob o suprimento
ndo limitante de N (Lothier et al., 2011) e contribui para o rendimento das sementes (Guan et
al., 2014). Em contraste, AtGS1.1 afeta a resposta do desenvolvimento da raiz primaria ao N
exogeno durante a germinacgdo de sementes (Guan et al., 2014).

Em milho, a isoforma GS1;1 atua no cortex das raizes, GS1;2 possui atuacdo no
floema, GS1;3 influencia no nimero de grdos, GS1;4 influencia no tamanho dos grdos e
GS1;5 possui atuacdo na epiderme foliar, enquanto o gene GS2 possui expressdo nas folhas
jovens atuando na reassimilacdo do aménio e sintese de glutamina para o0 crescimento
vegetativo (Martin et al., 2006).

Os trabalhos publicados pelos autores Tabuchi et al. (2005) e Tabuchi et al. (2007)
verificaram que a OsGS1;1 foi expressa em todos os 6rgdos, raiz, limbo foliar, bainha e
espigueta, com uma expressao maior no limbo foliar no estadio vegetativo. Além disso,
detectaram também elevada expressdo da isoforma OsGS1;2 nas raizes supridas com NH;" no
estadio de plantulas, enquanto o OsGS1;3 foi expresso especificamente nas espiguetas.
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Figura 19. Expressao génica relativa das enzimas do metabolismo de N: A, B) OsGS1;1, C,
D) OsGS2, E, F) enzima de assimilacdo de NOj3, OsNIAL, em raiz e parte aérea das
plantas WT e das linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NO;3', e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj™ quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap0s a germinacdo. Asterisco (*)
indica diferencga significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressao do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressao do OsUBC e OseEF-/a.
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Em adicdo, a isoforma cloroplastica (ou plastidial) GS2 atua na assimilagdo do
amonio, como também, na reassimilacdo do amdnio que € gerado via fotorrespiracdo em
tecidos fotossintéticos, sendo essencial em plantas superiores para a sobrevivéncia sob
condicdes fotorrespiratorias (Krapp, 2015; Prinsi & Espen, 2015).

Linhagens transgénicas de trigo (Triticum aestivum), superexpressando o gene TaGS2-
2ADb, apresentaram incrementos significativos na atividade de GS e GS2 nas folhas, sob alto e
baixo fornecimento de N, além dos incrementos em todos os parametros agrondémicos
avaliados (rendimento de grdos, numero de grdos, peso de 1000 grdos), bem como, o
alongamento das raizes primarias e 0 aumento no nimero de raizes laterais. Além disso, a
superexpressdo do TaGS2-2Abpro::TaGS2-2Ab regulou positivamente a expresséo dos genes
TaNRT2.1 e TaNPF6.3 (Hu et al., 2018).

As linhagens L#5 e L#39, cultivadas sob os diferentes tratamentos, apresentaram
reducdo no nivel de expressdo da isoforma OsGS1;1 em ambos os tecidos analisados.
Associando estes resultados aos teores de amonio, nota-se que a menor expressdo da isoforma
resultou em um maior teor de amonio nas raizes. Em contrapartida, o nivel de expressdo da
0sGS2, que atua na conversdo do amonio em glutamina dentro do cloroplasto ou plastideo,
estd em concordancia com os teores de N-amino avaliados nos diferentes tecidos, em que a
menor expressao na raiz também resultou em menor acimulo de N-amino, assim como, a
maior expressao na parte aérea resultou em um maior acimulo de N-amino.

Estes resultados sugerem que o silenciamento do OsNRT2.4 regula negativamente a
expressao do gene OsGS1;1 em ambos os tecidos analisados, enquanto que, a expressdo do
OsGS2 é regulada negativamente na raiz e positivamente na parte aérea, confirmando a sua
maior atuacdo nos tecidos verdes da planta.

A expressdo da isoforma OsNIAL foi significativamente menor nas raizes e maior na
parte aérea quando comparada as plantas WT e linhagens (Figura 19E, F). O maior nivel de
expressdo da isoforma OsNIAL na parte aérea, em ambos os tratamentos, confirma que a
enzima nitrato redutase possui uma maior atuacdo nos tecidos verdes nas plantas de arroz.

O nitrato é uma das maiores fontes de nitrogénio para as plantas. Ele é assimilado por
meio de sua reducdo pela enzima nitrato redutase (NR) e outras enzimas que levam a
producdo de aminoéacidos e compostos nitrogenados (Souza & Fernandes, 2018). A enzima
nitrato redutase € a primeira enzima a atuar sobre o nitrato assim que este entra no citosol,
podendo ser imediatamente reduzido a nitrito, transportado para os plastideos e convertido a
NH," pela acdo da enzima nitrito redutase (Krapp, 2015; Souza & Fernandes, 2018). A
enzima nitrato redutase esta localizada no citosol tanto de células radiculares quanto da parte
aérea.

A enzima nitrato redutase € regulada positivamente pelo nitrato, luz e carboidratos,
além disso, a presenca de nitrato no citosol induz os genes para a nitrato redutase (NIA)
(Yanagisawa, 2014). O excesso de nitrato no citosol (reservatério metabdlico ou pool indutor)
induz o nitrato ser enviado de forma rapida para o vacuolo (reservatorio de reserva ou pool
substrato), reduzindo a atividade da NR (Souza & Fernandes, 2018). Estudos recentes em
Arabidopsis verificaram que existem muitos fatores de transcrigdo envolvidos na regulagéo da
expressdo génica do NIAL e NIA2 (Konishi & Yanagisawa, 2013; Marchive et al., 2013;
Yanagisawa, 2014).

No estudo realizado por Huarancca Reyes et al. (2018) foi sugerido a existéncia de um
mecanismo de regulacdo dependente da combinacdo do acimulo de aglcar e a disponibilidade
de nitrato, isso porque, a disponibilidade de nitrato parece ter um papel chave na modulacao
de curto prazo (2h), enquanto, o acimulo de aglcar (especialmente sacarose e glicose) poderia
desempenhar o papel principal na modulacéo de longo prazo da NR (24h).
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4.3.3 Expressao dos transportadores de NOj3™ de alta afinidade

Para investigar a funcdo do gene OsNRT2.4, foi utilizada a técnica de silenciamento
génico via amiRNA, considerada uma ferramenta alternativa eficiente para o silenciamento de
genes enddgenos com alta especificidade (Ossowski et al. 2008; Tiwari, 2014; Yao et al.,
2018) e realizado com sucesso em plantas modelo incluindo Arabidopsis thaliana (Zhang et
al., 2018), Nicotiana tabacum (Ai et al., 2011), Oryza sativa (Swab et al., 2006; Warthmann
et al., 2008; Yao et al., 2018; Zhang et al., 2018), Chlamydomonas reinhardtii (Sablok et al.,
2011; Wang et al., 2017) e Physcomitrella patens (Khraiwesh et al., 2008).

Ao avaliar a especificidade da técnica do microRNA artificial em uma espécie de
monocotiledénea Brachypodium, Carbonell et al. (2015) verificaram o acumulo de altos
niveis do miR390 quando expresso a partir de um precursor quimérico OsMIR390-AtL, além
de ter afetado o fendtipo das plantas, como a reducdo da altura, alteracdo da arquitetura,
folhas retorcidas nos estdgios iniciais de desenvolvimento e redugdo no tamanho das
inflorescéncias quando comparado ao controle. Quando realizado real time por RT-qgPCR
todos os transcritos de mMRNA tiveram seus niveis de expressao significativamente reduzidos,
indicando uma alta efetividade no silenciamento génico.

O padréo de expressdao do OsNRT2.4 em arroz, nas linhagens L#5 e L#39, foi avaliado
por RT-PCR semiquantitativa para entender a funcdo deste gene em arroz. Os resultados
revelaram que o OsNRT2.4 foi expresso com baixo nivel em ambas as linhagens avaliadas,

sendo o silenciamento maior nas raizes (Figura 20) quando comparado ao controle (plantas
WT).
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Figura 20. Expressdo génica relativa do gene OsNRT2.4 em A) raiz e B) parte aérea das
plantas WT e das linhagens de arroz transformadas L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOgs, e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOj3
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj™ quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias apds a germinacdo. Asterisco (*)
indica diferencga significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressdo do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressdao do OsUBC e OseEF-/a.

41



Uma grande dificuldade encontrada nos estudos de transportadores de nitrato esta
ainda na caracterizacdo de suas propriedades de transporte (Krapp et al., 2014). Wei et al.
(2018) investigando a cinética de absorcdo de NO3', injetaram em odcitos 0 OsNRT2.4, e
verificaram que a expressdo transcricional do OsNRT2.4 ocorreu tanto em baixo quanto em
alto suprimento de nitrato, igualmente o mesmo resultado foi relatado anteriormente por Feng
et al. (2011) e Yan et al. (2011), constatando a fungdo de um transportador de nitrato de dupla
afinidade.

Avaliando a influéncia do silenciamento na expressdo de outros genes, foi verificado
um aumento significativo, em ambas as linhagens, na expressao dos genes OsNRT2.1 (Figura
21A) e OsNAR2.1 (Figura 21B) sob o fornecimento constante de 0,1 mM (baixo suprimento),
sugerindo que os NRT2 podem desempenhar um papel importante quando sob baixa dose
e/ou deficiéncia de nitrogénio.

Ao avaliar plantas mutantes silenciando o osnar2.1, Yan et al. (2011) verificaram que
a expressdo dos genes OsNRT2.3b e OsNRT2.4 em raizes supridas por baixo fornecimento de
N (0,2 mM N-NOj3), ndo apresentou diferenca estatistica entre as plantas WT e as linhagens,
enquanto que o nivel de expressdo do OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.3a decresceu,
revelando que seus respectivos transportadores requerem OsNAR2.1 como proteina acessoria
na absorgéo de nitrato.

Associando aos resultados encontrados nesse trabalho, o elevado nivel de expresséo do
gene OsNAR2.1 quando sob silenciamento génico do OsNRT2.4, indica que a proteina
NAR2.1 ndo atua como proteina acessoria para 0 OsNRT2.4, pois, caso contrario, teria
apresentado niveis de expressdo similares aos do gene OsNRT2.4. Estes fatos corroboram
também com os resultados de Wei et al. (2018), em que foi constatado que o OsNRT2.4 nédo
requer a proteina OSNAR2.1 para incrementar a absorc¢éo de NOg'.

A anélise de expressdo dos transportadores de alta afinidade (OsNRT2.1 e OsNAR2.1)
mostrou que a expressdo destes genes foi aumentada nas linhagens quando comparado a WT.
Dessa maneira, pode ser inferido que estes transportadores estdo contribuindo para o aumento
no conteudo de nitrato nas raizes, como uma atuacdo compensatoria devido o silenciamento
do gene OsNRT2.4, contribuindo assim, para a absor¢do quando sob baixo fornecimento de N.

No experimento de inducdo de NO3z com baixo suprimento (0,1 mM) revelou que as
isoformas OsGS1;1 (Figura 19A) e OsNIAL (Figura 19E) foram significativamente reprimidas
na raiz, sendo possivel inferir que estas isoformas podem mediar a sinalizacdo do NO3". A
descoberta de plantas que sdo deficientes na atividade da NR foi fundamental para descobrir
os efeitos de sinalizacdo do nitrato, uma vez que o acumulo de nitrato, exibe uma sinalizagédo
aprimorada por nitrato (Beevers & Hageman, 1969; Alboresi et al., 2005).
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Figura 21. Expressédo génica relativa do gene A) OsNRT2.1 e B) OsNAR2.1 em raiz das
plantas WT e das linhagens de arroz transformadas, L#5 e L#39. As plantas foram
cultivadas sob fornecimento constante de 0,1 mM de N-NOgs, e aos 13 DAG foram
submetidas aos tratamentos. Tratamento 1: fornecimento constante de 0,1 mM de N-NO3’
Tratamento 2: consistiu na privacdo de N por um periodo de 4 dias com ressuprimento de
0,1 mM N-NOj3 quatro horas antes da coleta. Aos 17 DAG foi realizada a coleta quatro
horas apds a troca da solucdo nutritiva. DAG: dias ap6s a germinacdo. Asterisco (*)
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média. Todos os niveis de expressdo do OsNRT2.4 foram
normalizados para a expressao do OsUBC e OseEF-/a.

Muitos membros da familia NRT2 sdo incapazes de transportar NO3™ sozinhos, sendo
necessario uma proteina acessoria, NAR2.1 para o transporte de nitrato. Em arroz, dos quatro
membros da familia NRT2, trés precisam da OsNAR2.1 na aquisicdo de NOj pelas raizes
(OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.3a) (Miller et al., 2007; Feng et al., 2011; Yan et al., 2011).
A proteina NAR2.1 pertence a familia NAR2, que também pode ser nomeada de NRT3
(Miller et al., 2007). Atua como uma proteina acessOria para os transportadores, NTR2.1,
NRT2.2 e NRT2.3, sendo necessaria para o transporte de nitrato de alta afinidade (HATS) em
raizes de plantas (Feng et al., 2011; Yan et al., 2011).

Ao utilizar estudos funcionais em odcitos, Kotur et al. (2012) mostraram que a
absorcdo de nitrato foi estimulada pela coexpressdo de NAR2.1 em 2 vezes mais apenas para
NRT2.1, NRT2.2 e NRT2.5, com incrementos significativos para todas as coinjecdes de
NRT2 associado a NAR2.1.

Dois dos transportadores de nitrato, NPF6.3 (antigo NRT1.1) e o NRT2.1, tém papeis
importantes na deteccdo e sinalizacdo de nitrato (Ho et al., 2009; Gojon et al., 2011;
Bouguyon et al., 2012), regulando o desenvolvimento de raizes laterais e a arquitetura do
sistema radicular em resposta ao suprimento de nitrato (Krouk et al., 2010; Bouguyon et al.,
2015; O’Brien et al., 2016; Kiba & Krapp, 2016; Pellizzaro et al., 2017; Rashid et al., 2018;
Wen & Kaiser, 2018).

O NPF6.3 (antigo NRT1.1) é um regulador chave no desenvolvimento radicular, capaz
de modular positivamente a expressao de outro transportador de nitrato, 0 NRT2.1, que € um
importante componente no sistema de absor¢cdo de nitrato de alta afinidade (Krouk et al.,
2010; Bouguyon et al., 2015; Kiba & Krapp, 2016).
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NRT2.1 é o alvo central na sinalizacdo sistémica por demanda de N, sendo induzido
pelo baixo fornecimento de N e, quando isso ocorre, parece estimular a producédo de etileno,
fitohorménio que influencia no crescimento radicular (Zheng et al., 2013), mas juntos,
NPF6.3 e 0 NRT2.1, tém papeis importantes na deteccdo e sinalizacdo de nitrato (Ho et al.,
2009; Gojon et al., 2011; Bouguyon et al., 2012). Outro exemplo da atuacdo do NPF6.3 esta
associado a quebra de dorméncia das sementes (Alboresi et al., 2005).

De acordo com os resultados encontrados, o silenciamento do OsNRT2.4 afetou ndo
somente a expressdao OsNRT2.1 e OsNAR2.1, como também influenciou na dorméncia das
sementes, tendo sido necessario o desenvolvimento de um protocolo adaptado para a “quebra
de dorméncia”.

A dorméncia das sementes depende de uma série de fatores, incluindo as condicdes de
crescimento da planta mée, condic¢Oes de estocagem e condi¢cdes ambientais (Menezes et al.,
2009). Alem destes, os efeitos fisiologicos, genéticos e bioquimicos também possuem um
importante papel na determinagdo da dorméncia e germinacdo de sementes (Alboresi et al.,
2005), bem como um desequilibrio, por exemplo, entre hormonios, afeta diretamente a
dorméncia das sementes, pois enquanto o &cido abscisico promove a dorméncia, o acido
giberélico promove uma melhor germinacéao das sementes (David et al., 2016).

Resultados publicados por Foley & Fennimore (1998) sugerem que a dorméncia em
sementes de arroz esta ligada a uma associacao entre bases genéticas e fatores ambientais, a
qual pode ser controlada por diversos genes de origem materna e nuclear. A remogédo de
inibidores localizados no complexo casca-pericarpo e a entrada de O, na casca Sd0 uma
importante estratégia para reduzir a dorméncia das sementes (Ketring et al., 1973; Amaral,
1992; Menezes et al., 2009).

E importante ressaltar que com o silenciamento do gene OsNRT2.4, ocorreu um
aumento significativo na expressdo dos genes OsNRT2.1 e OsNAR2.1, genes envolvidos na
absorcdo de nitrato. A sincronizagdo no aumento do padrédo de expressdo do OsNRT2.1 e
OsNAR2.1 ocasionado pelo silenciamento do OsNRT2.4 indica que existe uma relacao entre
esses trés genes. Estes resultados podem indicar que o OsNRT2.4 reprimi a atuacdo do
OsNRT2.1 e OsNAR2.1.

Ademais, por meio da analise filogenética realizada pelos autores Araki & Hasegawa
et al. (2006) e, Cai et al. (2008), revelaram que o OsNRT2.4, em arroz, esta relativamente
mais perto do gene AtNRT2.7 (que desempenha um papel especifico no acimulo de nitrato no
vacuolo das sementes (Chopin et al., 2007)) e do gene AtNRT2.5, em Arabidopsis. De acordo
com Kiba & Krapp (2016), o padrdo de expressao do gene AtNRT2.5 indica ser responsavel
pela absorcdo de nitrato direto do solo, além de ser expresso preferencialmente nas partes
mais jovens do sistema radicular em plantas adultas, enquanto que o AtNRT2.1 desempenha
um papel na absor¢do do nitrato proveniente do apoplasto e é fortemente expresso nas partes
mais velhas do sistema radicular tanto em plantulas quanto em plantas adultas.

Os estudos realizados pelos autores Chopin et al. (2007) e David et al. (2014) relatam
a funcdo do AtNRT2.7, que desempenha um papel especifico no acimulo de nitrato no
vacutolo das sementes, sendo um fator importante na germinacdo das sementes, podendo ser
atil para melhorar as taxas de germinagé@o nas sementes das culturas. Além disso, segundo 0s
autores Kotur et al. (2012), o AtNRT2.7 em Arabidopsis ndo requer a proteina AtNAR2.1 para
o transporte de nitrato.

Ao realizar o estudo de localizagéo, Feng et al. (2011) verificaram que OsNAR2.1 e
OsNRT2.1, além de serem expressos abundantemente nas células das raizes primarias e
laterais, também foram detectados no embrido, mas ndo houve expressdo na cariopse. Em
contrapartida, OsNRT2.4 foi expresso principalmente na base dos primodrdios das raizes
laterais, além de ter sido verificada sua expressdo também nas extremidades da cariopse, e nos

44



tecidos vasculares da antera, e ndo foi detectada expressédo no embrido (Feng et al., 2011; Wei
et al., 2018). Embora 0 OsNAR2.1 e OsNRT2.1 estejam localizados no embrido, como
demonstrado pelos autores supracitados, e suas expressdes tenham sido elevadas nas
linhagens L#5 e L#39, ainda assim, o silenciamento do gene OsNRT2.4 afetou a germinacao
das sementes.

Como o NPF6.3, um regulador chave no desenvolvimento radicular, é capaz de
modular positivamente a expressdo do NRT2.1, e esta associado a quebra de dorméncia nas
sementes, mesmo com a elevada expressdo do NRT2.1, a dorméncia das sementes foi
mantida, podendo existir um sinergismo entre esses transportadores e 0 OsSNRT2.4. Estes
fatos sugerem que o gene OsNRT2.4, relativamente proximo ao AtNRT2.7, pode ter em
plantas de arroz um importante papel na quebra de dorméncia das sementes.

Este estudo fornece evidéncias da atuacdo do transportador OsNRT2.4 na sinalizacdo
para a quebra de dorméncia das sementes, pois, além do estabelecimento de um protocolo de
quebra de dorméncia, foi relatado um menor acumulo de NOj3™ na parte aérea nas linhagens
avaliadas quando comparado as plantas WT, e um acimulo mais expressivo nas raizes (Figura
18A, C), um indicativo do efeito similar ao NRT2.7.

Com os resultados encontrados, o transportador OsNRT2.4 afeta a absor¢édo e o fluxo
interno de N (efluxo), visto que possui um importante papel na regulacdo da morfologia e
arquitetura radicular. Ademais, evidéncias encontradas neste trabalho sugerem a sua atuacédo
na sinalizagdo para a quebra de dorméncia das sementes.
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5 CONCLUSOES

O silenciamento do gene OsNRT2.4 ndo afeta o crescimento da parte aérea e a
profundidade radicular das linhagens em arroz, ditos parametros morfoldgicos, apresentando
apenas uma reducgéo na biomassa produzida quando comparada a WT.

Com base nos resultados que foram sendo discutidos ao longo deste estudo, foi
possivel verificar que OsNRT2.4 possui um papel na modulacdo do crescimento radicular,
estando especificamente envolvido no crescimento de raizes laterais sob baixo suprimento de
nitrato, confirmando a hipdtese deste estudo.

Além do mais, diante dos resultados encontrados, pode-se inferir a participacdo do
OsNRT2.4 no transporte de NO3; da raiz para a parte aérea (efluxo), bem como no
metabolismo de N, afetando a absorcdo, o acimulo e a assimilacdo de N, sugerindo seu
envolvimento na resposta de crescimento tanto nas raizes quanto na parte aérea, quando sob
baixo fornecimento de nitrato.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Uma grande dificuldade encontrada nos estudos de transportadores de nitrato esta
ainda na caracterizacdo de suas propriedades de transporte. O aumento no contetdo de nitrato
na raiz e sua respectiva reducdo na parte aérea proporcionado pelo silenciamento do
OsNRT2.4 nas linhagens avaliadas, confere ao transportador uma possivel caracteristica de
atuacdo tanto no efluxo quanto no influxo de nitrato. A germinacdo das sementes foi afetada
pelo silenciamento do gene OsNRT2.4, fornecendo evidéncias da atuagdo do transportador
OsNRT2.4 na sinalizacdo para a quebra de dorméncia das sementes.

Todas essas inferéncias, se confirmadas, podem revelar uma caracteristica transceptor
do gene OsNRT2.4, isto €, além de poder regular o transporte de NO3™ da raiz para a parte
aérea (efluxo), também podera ser comprovada a sua atuacdo na absorcdo (influxo) e na
sinalizacdo, tornando-se necessario mais estudos para verificar a funcdo deste gene nas
plantas, sendo importante ainda, avaliar possiveis modificaces sobre as caracteristicas
agronémicas.

Frente a esse cenario, sera um grande progresso entender os diferentes mecanismos
regulatérios que estdo associados a proteina transportadora de nitrato, OSNRT2.4, que
regulam a absorcéo de N e a arquitetura radicular em arroz, possibilitando ampliar a rede de
conhecimento a cerca dos transportadores de alta afinidade.
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8 ANEXOS

8.1 Composicdo dos Meios de Cultivo Utilizados para Transformacdo de Arroz de
acordo com os Protocolos de Toki et al. (2006) e Sahoo et al. (2011) Modificados

1-Meio de Inducéo de Calos - N6D — 500 mL
e 50 mL N6 Macro (10X)
5 mL N6 Micro (100X)
10 mL Fe-EDTA (100X)
5mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol
10 mL de 2,4D a100 mg L™
0,15 g Casaminoacidos
1,439 g Prolina
15 g Sacarose
Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g de gelrite
Autoclavar a 121 °C por 15min
Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

2-Meio de Co- Cultivo de Calos - N6D-As — 500 mL
e 50 mL N6 Macro (10X)
5 mL N6 Micro (100X)
5 mL Fe-EDTA (100X)
5 mL de N6-vitaminas (100X)
0,050 g Mio-inositol
10 mL de 2,4D a 100 mg L™
0,15 g Casaminoé&cidos
15 g Sacarose
5 g Glicose
Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M
Avolumar para 500 mL com H,O destilada
2 g de gelrite
Autoclavar a 121 °C por 15 minutos
Apbs autoclavagem, esfriar o meio a 60 °C e adicionar 0,75 mL de
acetoseringona a 19,2 mg mL™ (conc. final de 28,8 mg L™Y).
Obs.: A estocagem pode ser feita a 25 °C no escuro, por ndo mais que 5 dias.

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

e 1gGlicose

e 3 g Bacto-Agar

e 10 mL de Sais AB (20X)

e 10 mL de Tampéao AB (20X)

e  Avolumar para 200 mL com H,O destilada
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Autoclavar a 121 °C por 15 min
Apds autoclavagem, esfriar 0 meio a 60 °C e adicionar os antibioticos
referentes a construcao génica e verter 40 mL de meio por placa.

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

4-Meio AAM para Ressuspensao da Agrobacterium — 200 mL

10 mL AA Macro (20X)

2 mL Fe-EDTA - Sigma (100X)

2 mL B5 Micro (100X)

2 mL B5-vitaminas (100X)

20 mL de AA aminoéacidos (10X)

0,1 g Casaminoéacidos

13,7 g Sacarose

7,2 g Glicose

Ajustar pH para 5,2 com KOH 1M

Avolumar para 200 mL com H,O destilada

Autoclavar a 121 °C por 15 min

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

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

50 mL N6 Macro (10X)

5 mL N6 Micro (100X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

5 mL de N6-vitaminas (100X)

0,050 g Mio-inositol

10 mL de 2,4D a 100 mg L™

0,15 g Casaminoé&cidos

1,439 g Prolina

15 g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

2 g de gelrite

Autoclavar a 121 °C por 15min

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

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

6-Meio de Regeneracgdo de parte aérea (RE-I11) — 500 mL

50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado
1,0 g Casaminoécidos

159 Sacarose

15 g Sorbitol

Ajustar pH para 5,8 com KOH
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Avolumar para 500 mL com H,O destilada

2 g gelrite

Autoclavar 121 °C por 15 mim

Apobs autoclavagem, esfriar o0 meio a 60 °C e adicionar 0,5 mL de cinetina
1000X (conc. final de 2 mg L™), 0,5 mL de ANA 1000X (conc. final de 0,02
mg L"), 0,5 mL de Higromicina 1000X (conc. final de 50 mg L™).

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

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

50 mL de MS Macro (10X)

5 mL Fe-EDTA (100X)

0,5 mL MS Micro (1000X)

5 mL de MS vitaminas modificado

15g Sacarose

Ajustar pH para 5,8 com KOH

Avolumar para 500 mL com H,O destilada

29 de gelrite

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

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