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RESUMO

SANTOS, Leandro Azevedo. Efeito da superexpressio dos fatores de transcricdo ZmbDof1
e OsDof25 sobre a eficiéncia de uso de nitrogénio em Arabidopsis. 2009. 81f. Tese
(Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de
Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN) em plantas, foi
identificado e clonado o fator de transcricdo OsDof25 de arroz, cujo provavel ortélogo é o
ZmDofl de milho, ja identificado e parcidmente caracterizado. Também foi clonado o
ZmDof1 para andlises comparativas com o OsDof25, a fim de comprovar que este dltimo é
realmente ortdlogo do ZmDofl. As construcdes para superexpressdo destes fatores de
transcricdo em Arabidopis foram feitas utilizando o sistema “gateway” de clonagem para
obtencdo dos vetores de expressdo 35SZmDofl:HA e 35S.0sDof25:HA. Foram obtidas
linhagens com diferentes niveis de expressao destes genes, mas com apenas uma insercéo. As
linhagens transgénicas obtidas quando crescidas em meio MS ¥4 forga inica (10mM de NH;*
e 20mM de NO3") apresertaram fendtipos como clorose e dificuldade de desenvolvimento, ao
passo que quando cultivadas em solo mostraram desenvolvimento vegetativo mais intenso e
atraso para emissdo da inflorescéncia. Quando analisadas as modificacbes de expressdo
génica causadas pela superexpressao destes fatores de transcri¢do, observou-se que ambos 0s
fatores de transcricdo provocaram aumento de expressdo dos transportadores de amoénio de
ata e baixa afinidades (AMT1.1 e AMT2.1 respectivamente), indicando que o fendtipo
observado pode ser devido ao efeito toxico do excesso de ambnio absorvido. Verificou-se
também aumento de expressdo das enzimas piruvato quinase (PK1 e PK2) e fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPC1 e PEPC2). A piruvato quinase converte o fosfoenolpurato (PEP) a
piruvato, enquanto a fosfoenolpiruvato carboxilase converte o PEP a oxalacetato (OAA) que
pode sofrer acdo da malato desidrogenase originando o malato. Ambos os metabdlitos,
piruvato e malato, alimentam o ciclo de Krebs. Houve também aumento de expresséo da
isocitrato desidrogenase, enzima presente na mitocondria (ciclo de Krebs) e no citosol que
converte isocitrato a 2-oxoglutarato (2-OG). Assim, é provavel que o aumento da expressao
destas enzimas do metabolismo de carbono foi necessario para aumentar a produgdo de 2-OG
e, por conseguinte, diminuir o efeito téxico do excesso de aménio absorvido. Além disso,
observou-se aumento de expressdo e atividade da glutamato desidrogenase (GDH). Essa
enzima pode atuar tanto na direcdo da aminagdo, quanto na direcdo da desaminagdo, em
condicdes de excesso de ambnio e/lou sob condicbes de limitagdo de carbono nas plantas,
respectivamente.

Palavras-chave: Metabolismo de nitrogénio e carbono. Transportador de amonio. Expressdo
génica.
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ABSTRACT

SANTOS, Leandro Azevedo. Effects of ZmDofl and OsDof25 transcriptional factors
superexpression on nitrogen usage efficiency in Arabidopsis. 2009. 8lp. Thesis (Doctor
Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica RJ, 2009.

To improve nitrogen usage efficiency in plants the rice transcriptional factor OsDof25 was
identified and cloned, whose probably orthologe is the maize ZmDof1, aready identified and
partidly characterized. The ZmDofl was dso cloned for comparative analysis with OsDof25,
in order to confirm this last one as ZmDofl orthologe in rice. The constructions for
Arabidopsis superexpression of these transcriptional factors were made using the cloning
system of gateway technology (Invitrogen), to obtain the expression vectors 35SZmDof1:HA
and 35S:0sDof25:HA. Lineages with different expression levels of these genes were
obtained, but with only one inserted copy. These transgenic lineages when grown in a half
strength of MS medium (10mM of NH;" and 20mM of NOs?) showed phenotypes with
chloroses and growth difficulty; although when they were cultured in soil they showed great
vegetative development and delay in the inflorescence emission. When analyzed the gene
expression changes induced by the superexpression of these transcriptiona factors, it was
observed that both genes produced an increase in the expression levels of high and low
affinity ammonium transporters (AMT1.1 and AMT2.1, respectively), indicating that these
phenotypes may be due to the toxic effect of an excess of ammonium uptake. We also verified
an increase of expression for pyruvate kinase (PK1 and PK2), and phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC1 and PEPC2). Pyruvate kinase converts phophoenolpyruvate (PEP) to
pyruvate, and phosphoenolpyruvate carboxylase converts PEP to oxaacetate, which is
substrate for maate dehydrogenase to form malate. Both pyruvate and malate may feed the
Krebs cycle. In addition, there was an increase in the expression of isocitrate dehydrogenase,
which is present in the citosol and mitochondria, needed for converting isocitrate to 2-
oxoglutarate. Thus, it was hypothesized that the increase of expression levels of these carbon
metabolism enzymes was necessary to increase the production of 2-oxoglutarate and,
consequently, to reduce the toxic effect of ammonium uptaked. Besides, it was observed an
increase of expression levels and activity of glutamate dehydrogenase (GDH). This enzime
may work as much in the direction of glutamate amination as in deamination, when the plants
were submitted to ammonium excess or carbon limitation conditions, respectively.

Key words: Carbon and nitrogen metabolism. Ammonium transporter. Gene expression.
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1INTRODUCAO

Muitos cientistas ha tempos vém reconhecendo a necessidade de desenvolver
variedades de plantas que apresentem a capacidade de absorver e utilizar os nutrientes de
maneira mais eficiente. Duas estratégias tém sido usadas para aumentar a eficiéncia de uso de
nutrientes em plantas cultivadas (GOOD et a., 2004). A primeira envolve tanto o
melhoramento convencional como a selecéo assistida por marcadores moleculares, numa
tentativa de identificar os genes envolvidos. A segunda usa o desenvolvimento de construces
genéticas para transformar as plantas e prové-las de ferramentas especificas de eficiéncia de
uso de nutrientes.

Em solos tropicais, as plantas cultivadas possuem uma forte dependéncia da
fertilizagdo nitrogenada, aplicada principamente nas formas de NOsz e NH;". Estudos
apontam gue aproximadamente entre 85 e 90 milhdes de toneladas de fertilizantes
nitrogenados s&0 adicionados nos solos ao redor do mundo anualmente, e acredita-se que este
valor possa chegar a 240 milhdes em 2050 (TILMAN, 1999; GOOD et al., 2004). Tem sido
estimado que 10*! kg de N s3o aplicados como fertilizantes ao redor do mundo por ano, um
valor vinte vezes maior que h& 50, com um custo de 50 bilhdes de dolares (GLASS et al.,
2003). Além disso, dados experimentais apontam que de 50 a 70% do nitrogénio aplicado no
solo é perdido do sistema solo-planta (PEOPLES et al., 1995).

Duas importantes razbes sdo geramente apontadas para justificar a necessidade de
promover a eficiéncia de uso do nitrogénio (EUN) em plantas. Primeiro que os fertilizantes
nitrogenados s&0 0s que mais contribuem para 0 aumento dos custos de producdo e os que
mais limitam os rendimentos das plantas cultivadas. Segundo, que o0 uso destes fertilizantes
estd geralmente associado a significativos danos ambientais (GOOD et al., 2004). Segundo
LEA e AZEVEDO (2006) a eficiéncia de uso de nitrogénio pode ser dividida em dois
processos. eficiéncia de absorcdo, ou sgja, habilidade da planta de retirar o0 N do solo,
normalmente presente sob as formas de NOs* e NH4, e eficiéncia de utilizacdo, que é a
habilidade da planta de transferir o N para o grdo, predominantemente presente como
proteina.

Pelo fato do nitrogénio ser o nutriente exigido em maior quantidade pelas plantas, e
também o que mais limita a produtividade das culturas, nas Ultimas quetro décadas, o
aumento em duas vezes na producdo de alimentos foi associado a um aumento de 20 vezes no
uso de fertilizantes nitrogenados (SHRAWAT e GOOD, 2008). As consequéncias do uso
excessivo de fertilizantes nitrogenados ja sdo bem conhecidas por causar de uma série de
impactos ambientais, como por exemplo, as contaminagdes de lencgois fredticos, cursos d’ agua
e lagos com nitrato. Portanto, a necessidade de reduzir a poluicdo com os fertilizantes
nitrogenados e aumentar a producéo de alimentos sO € possivel através do melhoramento de
plantas para maior eficiéncia na absorcéo e uso do nitrogénio (SHRAWAT e GOOD, 2008).

A eficiéncia de uso de nitrogénio é critica para o crescimento das plantas, ganho de
biomassa, rendimento dos cultivos, bem como a 6tima utilizacdo dos fertilizantes aplicados.
Segundo RAGHURAM et al. (2006) esta eficiéncia requer a expressao coordenada de genes
envolvidos na reducdo do nitrato, bem como uma particdo do carbono para sintese de
aminoacidos, onde um comportamento coordenado entre o metabolismo de carbono e
nitrogénio estd sob o controle do nitrato, que atua como um nutriente sinal. Andises de
expressdo génica tém demonstrado gque centenas de genes sdo induzidos ou reprimidos pelo
nitrato em muitos tecidos das plantas.

O mecanismo preciso da percepcao e sinalizagdo proporcionada pelo nitrato ainda ndo
esta completamente elucidado, no entanto, tém sido demonstrados que hormonios, cacio e
proteinas quinases estdo envolvidas na regulacdo transcricional de muitos genes responsivos



ao nitrato (RAGHURAM et a., 2006). A regulacdo poOs-transcricional de algumas enzimas
responsivas ao nitrato esta sob o controle da proteina 14-3-3, embora e€la medeie
principalmente o efeito de luz e outros sinais que néo o do nitrato.

O insucesso em promover a eficiéncia de uso do nitrogénio em plantas transgénicas
pela superexpressdo de genes relacionados as vias de assimilaggo do nitrato e aménio tem
levado a0 entendimento de que o fluxo metabdlico através destas rotas pode ser controlado
por mecanismos regulatérios fora destas.

Genes que codificam proteinas com funcdo catalitica (enzimas) tém sido
freqUentemente utilizados para dotar as plantas de novas caracteristicas. Quando a nova
caracteristica é determinada por uma reacéo quimica adicional, a simples transferéncia de um
novo gene para codificacdo da enzima da requerida reacéo é suficiente. Da mesma forma, se o
objetivo é a ativagdo de uma rota especifica que é regulada por somente uma etapa limitante, a
superexpressao da enzima que catalisa esta etapa limitante pode ser a solugdo. Entretanto, se
modificaces de multiplas respostas celulares ou promocdo de multiplas reacdes enzimaticas
S80 necessarias para uma nova caracteristica, entdo a expressdo de genes que codificam
proteinas regulatorias, especificamente fatores de transcricdo, podem ser usados com maior
probabilidade de sucesso.

Devido a um Unico fator de transcricéo frequientemente disparar multiplas respostas
celulares a um estimulo especifico interno ou externo, resultando na simultanea inducéo da
expressdo de muitos genes funcionalmente sem conexao um com outro, a superexpressao de
um fator de transcricdo pode produzir fortes respostas para um determinado estimulo
(YANAGISAWA, 2004). Além disso, um unico fator de transcricdo freqiientemente regula a
expressao coordenada de enzimas envolvidas em rotas metabolicas inteiras.

O controle transcricional em plantas, bem como em outros organismos, € de particular
importancia na regulagdo de muitos processos como O crescimento, 0 desenvolvimento, a
diferenciacdo e 0 metabolismo. Plantas e animais respondem a uma ampla variedade de
estimulos internos e externos através da modulacéo da transcricdo de diversos genes. Para
auxiliar no entendimento dos mecanismos regulatorios da expressao de genes e as rotas e
snais de transducdo em plantas, numerosos elementos cis e fatores trans tém sido
identificados e caracterizados. Estes estudos revelaram que muitas proteinas de ligacdo ao
DNA em plantas podem ser agrupadas em classes distintas baseadas nos seus dominios
conservados de ligacdo ao DNA (YANAGISAWA & SHEEN, 1998).

Para entender os mecanismos moleculares do controle transcricional em plantas, deve
ser levado em conta que inimeros fatores de transcricdo foram identificados nas décadas
passadas, com aguns mostrando homologia com as seqiiéncias de fatores de transcricdo de
animais e outros aparentemente Unicos de plantas. Por exemplo, o Dofl de milho € um dos
fatores de transcricdo Dof Unico de plantas (YANANGISAWA, 2002) e um ativador da
expressdo de muitos genes associados com o metabolismo de é&cidos organicos
(YANAGISAWA, 2000). Esse fator de transcricdo aumentou a producdo de esqueletos de
carbono e aassimilacdo do N absorvido, melhorando o desempenho das plantas sob condi¢cbes
de baixa disponibilidade deste nutriente (YANAGISAWA, 2004).

No presente estudo, pretende-se verificar o efeito da superexpressdo do fator de
transcricdo ZmDof1 e seu ort6logo em arroz, 0 OsDof25, sobre a eficiéncia de absor¢éo e uso
de nitrogénio em plantas de Arabidopsis.



2REVISAODE LITERATURA

Nesta secdo, serdo abordados os principais temas referentes a eficiéncia de aquisicéo
de nitrogénio (N) pelas plantas, bem como a participagéo das enzimas do metabolismo de N
na eficiéncia de uso deste nutriente. Serdo ainda abordadas, as estratégias de estudo para
identificar caracteristicas relacionadas a eficiéncia de uso de nutrientes por plantas e o que se
tem de mais avancado na busca de modificages de caracteristicas complexas do metabolismo
das plantas, que € 0 uso de proteinas regulatorias, especificamente fatores de transcricéo.

2.1 Eficiéncia de Aquisicdo de Nitrogénio
2.1.1 P-H*-ATPases

A P-H™-ATPase, uma glicoproteina de aproximadamente 100 kDa, localizada na
membrana plasmética, € uma bomba eletrogénica que hidrolisa ATP para gerar um
movimento vetorial de H em direcd0 ao apoplasto, criando gradientes de pH e potencial
elétrico na membrana, o que viabiliza o transporte de ions e moléculas para dentro ou fora da
célula via proteinas de transporte.

Células competentes para o transporte de solutos sdo caracterizadas por apresentarem
elevada diferenca de potencial entre a face interna e externa da membrana, tipicamente ra
faixade -150 mV a -200 mV e um exterior acido, onde o pH apopléastico esta tipicamente
entre 4 e 5. Desta forma, é necessaria a criagdo de um gradiente de cargas el étricas e quimico
(ions ou moléculas) através da membrana que € chamado de gradiente de potencial
eletrogquimico (SONDERGAARD et al., 2004).

O transporte de NOs™ da rizosfera para o interior celular € termodinamicamente
desfavordvel em termos de gradiente de potencial elétrico e potencial quimico, assim, a
absor¢do de nitrato, que ocorre via simporte com dois prétons (NOs/2H"), requer energia
presumidamente como uma forca prétonmotriz, que € proporcionada por bombas
eletrogénicas de prétons (H'-ATPases) (SONDERGAARD et al., 2004). SANTI et al. (1995)
observaram um aumento na quantidade de H'-ATPases e ateragdo dos seus pardmetros
cinéticos em plasmalema de raizes de milho quando expostas ao NOs'.

QUAGGIOTTI et a. (2003) observaram que variedades de milho adaptadas a baixa
disponibilidade de nitrogénio, quando sob baixa concentracdo de NOz no meio externo,
mantinham um influxo de NO3™ maior que variedades melhoradas e ab mesmo tempo essas
variedades adaptadas mantinham um nivel constante de mRNA para uma H*-ATPase,
sugerindo gque a expressao dessa enzima possibilitaria uma vantagem na absorgdo de NO3™ em
relacdo a variedade ndo adaptada. Em trabalho com milho HIREL et al. (2001) sugerem que o
alto teor de nitrato acumulado nas folhas nos estagios iniciais de crescimento das plantas € um
bom indicador da sua capacidade para produzir e acumular N nos gréos e supdem que este é
um bom parémetro para a selecdo de plantas com alta eficiéncia no uso de N.

Estudos noleculares tém mostrado que as RH'-ATPases sdo codificadas por uma
familia multigénica dividida em duas subfamilias (SANTI et a., 2003). O genoma de plantas
dicotiledbneas (Arabidopsis thaliana) e monocotiledéneas Qryza sativa) foi seqlienciado,
resultando na identificacdo de, respectivamente, 11 e 10 isoformas das H'-ATPases de
membrana plasmatica (BAXTER et a., 2003). Este elevado nimero de isoformas em plantas
pode indicar que algumas bombas tém funcéo redundante, ou que a diversidade de isoformas
também pode estar relacionada com a natureza multicelular das plantas. Algumas isoformas
exibem padréo de expressdo tecido- e desenvolvimento-especifico e apresentam ligeiras
diferencas bioquimicas e propriedades regulatérias (PALMGREN, 2001).



Em plantas de trevo, YAN et al. (2002) observaram gue quando essas plantas foram
cultivadas sob baixas concentragdes de fésforo ocorria um intenso desenvolvimento de raizes
protedides que levaram a uma grande acidificagdo da rizosfera, 0 que ocasiona um aumento
na solubilidade do fosforo tornando possivel a sua absor¢do pela planta. Estes autores
mostraram que nessas raizes protedides havia abundancia de P-H'-ATPases, indicando
também, sua participacdo na absor¢ao de outros nutrientes.

2.1.2 Transportadores de N-NOs (NRT)

Para a maioria das plantas cultivadas, em solos bem aerados, o nitrato € a maior fonte
de N. Em arroz inundado a difusdo de oxigénio pelas raizes promove O processo de
nitrificacdo em sua rizosfera e por consequéncia a absorcdo de N-NOs- mesmo nestas
condigtes (KIRK e KRONZUCKER, 2005).

A absor¢do de nitrato € realizada por transportadores que sdo codificados por uma
familia multigénica. Alguns dos transportadores de nitrato sdo constitutivos, enquanto outros
s&0 induzidos pelo NOs'. De acordo com sua afinidade pelo substrato os transportadores de
NOs™ sdo divididos em dois sistemas, denominados: sistema de transporte de baixa afinidade
(LATS — “Low Affinity Transport System”) atuando em concentraces externas superiores a
1 mmol L de NOs e codificado pelos genes da familia NRT1, e sistema de transporte de alta
afinidade (HATS — “High Affinity Transport System”), atuando em concentragdes externas
inferioresa 1 mmol L, e que sdo codificados pelos genes da familiaNTR2 (VIDMAR et al.,
2000; CEREZO et a., 2001; FILLEUR et d., 2001). Os HATS séo ainda subdivididos em
sistemas constitutivos (CHATS), que operam a baixas concentractes de NOs™ (em torno de 0,2
mmoles L) e induzidos (iIHATS) que s3 induzidos por concentracdes externas de NOz
muito baixas (CRAWFORD e GLASS 1998; FORDE 2000).

Quando a concentracdo externa de nitrato alcanca vaores acima de 1mmol L2, o
sistema de baixa afinidade comeca a operar. O sistema de baixa afinidade esta envolvido na
absorcdo de NO3’, em concentragdes externas elevadas, e a cinética de absor¢do de NO3’
aparentemente ndo mostra saturacdo nessa faixa de concentracéo, enquanto que os cHATS e
iIHATS mostram cinética de saturagdo, mesmo em baixas concentragOes externas de NOs
(VIDMAR et. ., 2000).

Em Arabidopsis thaliana, foram isolados sete genes membros da familia NRT2
(ORSEL et al., 2002), sugerindo que esta familia € composta de varios genes nas plantas
superiores. Os mecanismos dos IHATS para absor¢do de nitrato €m sido revelados por
andlises funcionais usando mutartes de A. thaliana, atnrt2, em que ndo funcionam o
AtNRT2.1 e parte do AtNRT2.2, mostrando um decréscimo na habilidade de absorver apenas
no iIHATS (CEREZO et d., 2001; FILLEUR et d., 2001).

Pela quantificacdo relativa através do método de RT-PCR (Transcricdo Reversa
acoplada a Reacdo em Cadeia da Polimerase), a familia de genes AtNRT2 foi agrupada em
trés categorias, nitrato-induziveis, nitrato-reprimidos e nitrato-constitutiveis (OKAMOTO et
d., 2003). Estes mesmos autores mostram uma clara correlacdo positiva entre a absorgéo de
nitrato e a quantidade de transcritos de AINRT2.1.

Assim como ocorre regulacdo na assimilacdo do NOs’, ha também controle na sua
absorcdo. Neste caso, 0s mecanismos regulatérios atuam principalmente nos transportadores,
regulando a entrada do NO3™ na célula por meio do controle no nivel de expresséo dos seus
genes. Membros das familias NRT1 e NRT2 sdo induzidos em resposta ao NOs* no ambiente
e regulados por sinais internos, incluindo metabdlitos de nitrogénio e demanda da planta por
este nutriente (CRAWFORD & GLASS, 1998).

Estudos ja mostraram que a quantidade de mMRNA dos genes de iHATS aumenta
rapidamente ap06s fornecimento de nitrato as plantas previamente privadas deste elemento
(ZHUO et a., 1999). E bem conhecido que o sistema de absorcédo de NOs™ de alta afinidade
em plantas superiores € rapidamente induzido pela presenca externa de nitrato (CRAWFORD
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& GLASS, 1998). Entretanto, esse tipo de inducéo jafoi verificado também para o sistema de
baixa afinidade (WANG et ., 2001).

O fato de que os trangportadores de NOs  de dta afinidade sdo induzidos pela
exposicdo ao NOs” ou NO; nuncafoi explicada satisfatoriamente. Nas tentativas de identificar
as moléculas responsaveis pela indugdo e repressdo dos transportadores de N, tem havido
pouca discordancia de que o NOs™ é o indutor natural dos transportadores de alta afinidade
(GLASS, 2003). Por outro lado, estudos na tentativa de identificar metabdlicos responsaveis
pela repressdo destes transportadores tém mostrado que o status de N e 0 reservatrio interno
de NOs n&o sdo importantes para sua repressdo, mas sim os produtos da reducdo do NOs
como NH;*, glutamina e outros aminoacidos (ZHUO et al., 1999; GLASS et a., 2002;
ORSEL et d., 2002).

E necessério também considerar os fatores envolvidos na ativagio e/ou regulacéio das
funcbes dos NRT2 (ARAKI e HASEGAWA, 2006). Estudos demonstram que para haver
absorcdo de NOs via NRT2, s80 necessarias proteinas especificas que se associam a estes
transportadores e sO assim os tornam funcionais (ZHOU et a., 2000). Estas proteinas
receberam a sigla NAR Nitrate Assimilation Related? e recentemente foram classificadas
numa nova familia de transportadores de nitrato, a NRT3.

Em Chlamydomonas reinhardtii, a proteina NAR2 possibilita aos NRT2 transportar
nitrato (ZHOU et a., 2000). TONG et a. (2005) encontraram genes parecidos a0 NAR2
(NAR2-like) de C. reinhardtii em cevada e mostraram que um dos seus membros
(HVNAR2.1~2.3), 0 HVYNAR2.3, habilitava 0o HYNRT?2.1 a transportar nitrato. Estes resultados
indicam que as proteinas NAR2 sd0 essenciais para a absor¢do de nitrato viaHATS.

ARAKI e HASEGAWA (2006) estudando os genes envolvidos no transporte de
nitrato no sistema de alta afinidade em arroz, encontraram quatro genes da familia NRT2
(OsNRT2.1~2.4) e dois genes NAR2 (OsNAR2.1~2.2) (Tabela 1). Estes autores verificaram
gue o pré-tratamento com amonio afeta a expressdo dos OsSNRT2s nas raizes. Em pléantulas
sem o pré-tratamento com aménio, transcritos de OsSNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNRT2.4 foram
detectados meia hora apds o tratamento com 200 pM de nitrato, enquanto o OsNRT2.3 ja
apresentava expressao antes da inducdo por nitrato. Quando as plantulas foram pré-tratadas
com amonio, a inducdo do OsSNRT2.1 e do OsNRT2.4 s6 foram observadas duas horas apos a
inducdo com nitrato, enquanto os OsNRT2.2 e OsNRT2.3 j& apresentavam expressao no inicio

da inducéo.
Tabela 1. Caracteristicas dos NRT2s e NAR2s em arroz
Gene Cromossomo  Fita(+/-) N°deacesso Gene ID

OsNRT2.1 2 + AB008519 LOC_0s02g02170.1
OsNRT2.2 2 - AK109733 LOC_0s02g02190.1
OsNRT2.3 1 + AK109776 LOC_0s01g50820
OsNRT2.4 1 - - LOC_0s01g36720
OsNAR2.1 2 - - LOC_0s02g38230

OsNAR2.2 4 - - LOC_0s04g40410
Fonte: ARAKI e HASEGAWA (2006).

O fato do OsNRT2.2 ndo ser expresso em solucdo sem N e apresentar expressao em
solucdo contendo amdnio permitiu levantar a hipétese de que 0 OsNRT2.2 possa ser uma
isoforma envolvida na absor¢do do nitrato proveniente da nitrificagdo na rizosfera do arroz
quando este esta submetido a nutricdo amoniacal (ARAKI e HASEGAWA, 2006).

O nitrato também induz a expresséo do OsNAR2.1 em apenas meia hora apos a adicéo
do nitrato acompanhando a expressdo do OsNRT2.1 e OsNRT2.4. Por outro lado, 0 OsNAR2.2
ja apresentava expressdo mesmo em solucdo sem N (ARAKI e HASEGAWA, 2006).




Estes resultados obtidos por ARAKI e HASEGAWA (2006) indicam que o OsNRT2.1,
OsNRT2.2 e OsNAR2.1 sdo genes candidatos a programas de melhoramento com o objetivo
de aumentar a eficiéncia de uso de nitrato em arroz.

Mutantes de Arabidopsis com bloqueio da expressdo dos genes que codificam para o
AtNRT2.1 e AtNRT2.2 apresentam o0 sistema HATS néo funcional, ou sgja, ndo absorvem
nitrato em baixas concentracbes (ORSEL et a., 2006). Estes dois genes estdo proximos no
genoma de Arabidopsis e compartilham 90% de similaridade entre s (ORSEL et al., 2002). E
interessante observar que, pares de genes NRT2s também tém localizagdo proxima dentro do
genoma de outras espécies, como em Clamydomonas (QUESADA et al., 1994) e arroz
(ARAKI e HASEGAWA, 2006). No arroz, as duas sequéncias sdo idénticas, mas com as
regidoes 3 e 5'-UTR diferentes, o que resulta em padrdes de expressao diferenciados (ARAKI
e HASEGAWA, 2006). Estas informagbes podem sugerir que genes funcionalmente
homaologos codificando a maioria dos componentes HATS devem ter sido originados na
evolucdo das plantas por eventos de duplicacdo de genes (MILLER et al., 2007).
Recentemente, outro mutante de Arabidopsis foi descrito, onde unicamente o bloqueio da
expressdo do AtNRT2.1 foi suficiente para diminuir drasticamente a contribuicdo dos
sistemas iIHATS e cHATS, mostrando que o AtNRT2.1 é o maior colaborador para os dois
sistemas (LI et al., 2007).

Em oocistos de Xenopus, AtNRT2.1 e homélogos de Clamydomonas e cevada, todos
0s genes NRT2 necessitam ser co-expressos com uma proteina NAR2 para serem capazes de
transportar NO3™ (ORSEL et al., 2006). Isto tem sido confirmado em estudos com plantas,
usando-se mutantes com a expressdéo do AtNAR2.1 blogueada Um destes mutantes
(atnar2.1-1) € extremamente deficiente no sistema HATS (ORSEL et a., 2006).

2.1.3 Transportadores deN-NH4" (AMT)

As proteinas transportadoras de NH;" sfo codificadas por uma familia multigénica e
apresenta ampla variagcdo de padrfes de cinética de absorcdo, fato que demonstra a
plasticidade das plantas para a aquisicdo de formas reduzidas de N, abundantes durante um
grande periodo na evolugdo das plantas superiores. Ao contrario do que acontece para 0
nitrato, as plantas em geral ndo tendem aacumular altas concentracfes do ion amoénio (LEA e
AZEVEDO, 2006). Da mesma forma que acontece para a absor¢éo de nitrato, a absorc¢éo de
amonio é feita por um sistema bifésico. Quando os niveis de NH;" no meio externo (solucdo
nutritiva ou solugdo do solo) estdo abaixo de 1 mM, opera um sistema de absorcéo de alta
afinidade (HATS), e acima desta concentracdo opera o sistema de absor¢do de baixa afinidade
(LATS).

A absor¢do de ambnio € mediada por uma familia de transportadores AMT, e a
regulacéo deste transporte pode ocorrer por varios diferentes mecanismos (MILLER et al.,
2007). Quando as raizes sdo nutridas com glutamina (gln) ou se usa inibidores da atividade da
glutamina sintetase (GS) é possivel observar que a gln na célula altera a transcricéo dos genes
AMT, enquanto o NH4" citosdlico pode regular pés-transcricionalmente os genes AMT
(RAWAT et d., 1999). Generalizando, a regulacdo da absor¢éo de amoénio pode ocorrer em
nivel de mRNA e os transcritos AMT sdo fortemente dependentes do status de N da planta,
mas em Arabidopsis o padréo é diferente para os diferentes membros desta familia (MILLER
et a., 2007). A expressao de dguns genes AMTs aumenta rapidamente logo no inicio da
deficiéncia de N, enquanto outros podem aumentar sb apds uma deficiéncia muito prolongada
(LOQUE e VON WIREN, 2004). Experimentos “split-root” (experimentos com separacdo
espaciad das raizes de uma mesma planta em ambientes distintog sugerem que a
disponibilidade local e ndo o status de N da planta inteira é que regulam a expresséo de
transportadores de aménio, diferente do observado para os transportadores de NO3z™ onde 0
status de N da plantainteira € que foi importante parata regulacdo (GANSEL et a., 2001).



Plantas de tabaco transformadas com um AMT de Arabidopsis, sob o controle do
promotor 35S, mostrou aumento de 30% na absorcdo de NH;" em cultivo hidropdnico,
guando comparado com o tipo selvagem (YUAN et al., 2007). Por outro lado, em solo
suplementado com NH;" como fonte de N, as plantas transformadas ndo mostraram
crescimerto ou absorcdo de NH," diferentes do tipo selvagem (YUAN et al., 2007).

Uma familia de cinco genes de transportadores de aménio (AMT1;1 a AMTL;5) foi
originamente identificada em A. thaliana, por similaridade com transportadores de aménio de
cianobacteria, enquanto que em tomate somente trés genes AMT1 foram identificados. Em
ambas as espécies uma segunda sequéncia referente a0 AMT2 mais parecida aos
transportadores isolados de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli foi identificada
(LOQUE e VON WIREN, 2004). Em arroz, 10 diferentes genes foram identificados e podem
ser divididos em quatro grupos (SUENAGA et al., 2003).

Uma caracteristica chave nos estudos de expressdo de genes que codificam para os
transportadores de aménio € que eles apresentam consideraveis variagdes entre espécies. A
privacdo de N e a presenca de carboidratos solUveis aumentam a transcri¢do de genes AMT
em A. thaliana. Os genes para AMT1;1 e AMT1,;3 tiveram seus transcritos aumentados com a
remocdo da fonte de N, enquanto os transcritos de AMT1;2 e AMT2;1 aumentarm apds um
longo periodo de deficiénciade N (LOQUE e VON WIREN, 2004).

A proteina do AMT1;1 localiza-se na membrana plasmatica das células do cortex
radicular, periciclo, epiderme e pélos radiculares (MAYER e LUDEWING, 2006). Estudos
com a técnica de insercdo de FDNA para o AMTL1;1 produziram linhagens de A. thaliana
com apenas 30% de decréscimo na habilidade de absorver aménio através do HATS,
indicando a sobreposicdo de funcbes das diferentes proteinas AMT (KAISER et al., 2002).
Dado o grande nimero de membros da familia AMT em arroz, a regulacéo génica é mais
complexa. O AMT1;1 mostrouse constitutivo e induzido por ambnio na parte aérea e raiz,
enquanto o AMT1;2 foi especifico de raiz e a expressdo foi induzida por aménio. Ja o
AMTL;3 foi especifico de raiz e sujeito a repressdo por nitrogénio (SONODA et a., 2003).
Além disso, AMT2;1 mostrou expressao constitutiva nas raizes e na parte aérea, enquanto o
AMT3;1 teve apenas fraca expressao nestes mesmos 0rgaos (SUENAGA et a., 2003). Numa
série de experimentos realizados por KUMAR et al. (2003), foram observados aumentos na
expressdo do AMT1;1 e em menor escala do AMTL1;2 e AMTL;3 quando as plantas foram
transferidas de uma solugdo contendo 10 mM de amonio para outra contendo 10 M.

HOQUE et a. (2006) obtiveram duas linhagens trangénicas de arroz com a
superexpressao do cDNA do AMT1;1 sob o controle do promotor da ubiquitina de milho.
Estes autores verificaram que as plantas transgénicas exibiram aumento nas taxas de absor¢éo
de ambnio comparado com as plantas selvagens, e que a biomassa da parte aérea e sistema
radicular foram menores durante a germinacdo e nos estagios iniciais de crescimento das
plantas crescidas com alto suprimento de aménio (2 mM).

2.2. Enzimas de Assimilagéo de N e Eficiéncia de Uso de Nitrogénio
2.2.1 Nitrato redutase (NR) enitrito redutase (NiR)

Duas sucessivas etapas enziméticas na rota de assmilacdo de nitrogénio reduzem
nitrato aamoénio. O nitrato é primeiro convertido a nitrito pela nitrato redutase (NR) e entéo o
nitrito é trandocado do citoplasma para os cloroplastos ou plastidios, onde é reduzido a
ambnio pela nitrito redutase (NiR). Independentemente da quantidade ou forma do fertilizante
nitrogenado adicionado, NOs~ é provavelmente a principal forma de N absorvida pelas
plantas, devido ao estimulo do processo de nitrificagdo nos solos. Nos anos 70, considerava-se
gue a etapa de reducdo do NOs” a NO; era limitante para assimilacdo de N nas plantas e a
maioria dos programas de melhoramento criados visava selecdo de genGtipos com ata
atividade da NR, e assim altos rendimentos. Para milho, a variabilidade genética na atividade
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da nitrato redutase (NRA) existe, sendo a caracteristica herdada e sujeita a manipulacéo
através das técnicas de melhoramento cléssico. A slecdo para alta atividade da NR estava
associada com o decréscimo da concentracdo de NOs” foliar e baixa area foliar especifica, mas
estes programas ndo produziram variedades com altos rendimentos (MASCLAUX et 4.,
2001; HIREL et a., 2001). Realmente em véarios casos a NRA e rendimentos estavam
negativamente correlacionados. Estes estudos mostraram que os niveis de NR ndo limitavam a
assimilacdo de NOjs™ e, portanto, o rendimento, em resposta a aplicacéo adicional de N. As
observagtes de que a superexpressdo da NR em folhas de Nicotiana plumbaginifolia tem
pouco efeito sobre 0 seu crescimento, suportam estaidéia (KAISER et al., 2002).

Além da NR/NIR, as enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT)
s80 requeridas para a assimilagdo de N, e existe a possibilidade que uma ou que ambas as
enzimas limitem a assimilagdo de NOs™ e conseqlientemente o crescimento e rendimento. Sob
condi¢cdes de campo, o crescimento (producdo de matéria seca) e rendimento aumentaram
com a aplicacd de N de 50 a 200 kg N ha, onde pequenas mudancas ou até mesmo
decréscimo pode ocorrer acima desse valor (LAWLOR, 2002). A taxa 6tima de aplicacéo de
N em relacdo a producdo de matéria seca e ao rendimento é dependente de uma gama de
fatores como: gendtipo, condigcdes ambientais e método da aplicacéo de N.

Usualmente, com elevado suprimento de N, a absorc¢éo e assimilacdo desse nutriente €
maior e em alguns casos as plantas podem responder a altas doses de N se a concentragéo de
CO, atmosférico for aumentada (ANDREWS et al., 2001). A expressdo dos genes da nitrato
redutase em plantas € influenciada por varios fatores enddgenos e ambientais, e pode ser
regulada em nivel transcricional, traducional e pos-traducional (MEYER e STITT, 2001). Em
geral, mutantes destituidos da atividade de NR ou plantas transgénicas com expressao
reduzida do gene da NR tendem a acumular altos niveis de NOs” (MEYER e SITT, 2001;
HANSCH et a., 2001). Também foi demonstrado que a superexpressdo da NR, quando
dirigida pelo promotor 35S, reduz o acimulo de nitrato em folhas de Nicotina plumbaginifolia
(QUILLERE, et al., 1994). A reducdo nas concentragdes de nitrato foi acompanhada por altos
niveis foliares de glutamina e malato.

O uso do promotor 35S para dirigir a expressdo da NR foi capaz e permitir um
aumento na transcricdo do gene da NR, mas a proteina NR pode ainda ser controlada pés-
traducionalmente através de um mecanismo de fosforilacdo e posterior ligacdo a proteina 14-
3-3 que inibe a atividade enziméticada NR (PROVAN et a., 2000).

Uma proteina NR na qual estavam faltando os 56 aminoacidos do seu dominio N
terminal foi expressa in Nicotiana pumbaginifolia e perdeu a regulacéo pos-traducional pela
luz (LILLO et al., 1997). Neste dominio, a proteina NR é fosforilada e liga-se endogenamente
a proteina 14-3-3 e se torna inativa. No entanto, esta modificagdo da NR n&o produziu
resultados satisfatérios, pois houve acimulo de NO,” téxico e a planta mostrou-se clorética.

Embora FERRARIO-MERY et al. (2001) tenham sido capazes de mostrar aumento da
atividade da NR em plantas transgénicas, ndo conseguiram identificar nenhum fendtipo
associado com esta caracteristica. DJENNANE et a. (2002), introduziu um gene da NR sobre
o controle do promotor 35S em batata. As plantas transgénicas ndo mostraram nenhum
aumento de rendimento ou nimero de tubércul os.

CRETE et al. (1997), ao superexpressar a nitrito redutase (NiR) em Arabidopsis e
Tabaco, verificaram que as plantas transgénicas ndo mostraram diferenca fenotipica. Embora,
0 mMRNA da NiR tenha sido fortemente expresso nas plantas transgénicas, a atividade da NiR
e os niveis de proteina foram significativamente reduzidos nas plantas em meio com amonio,
sugerindo que uma regulacdo pds-transcricional esta operando sobre a expresséo da NiR.

Recentemente, LEA et a. (2006), relatam que a regulacéo pés-traducional da NR afeta
fortemente os niveis de aminoacidos livre, aménio, e nitrato, enquanto a regulacdo pos-
transcricional tem pouca influéncia. Alguns exemplos de plantas transformadas com NR e
NiR e os principais fenétipos obtidos podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2. Eficiéncia no uso de nitrogénio em plantas transgénicas expressando genes envolvidos na absor¢do e metabolismo de N (Adaptado de

GOOD et al., 2004).

Produto génico

Gene ~ Fonte Promotor Planta alvo Fen6tipo Observado Referéncias
(funcdo celular)
Transportadores de Nitrogénio
Transportador de N . . . . ~ .
NRT1.1 (alta afinidade) Arabidopsis CaMV 35S Arabidopsis Absorc¢éo de nitrato LIU etal. (1999)
Transportador deN Nicotiana . o . . FRAISIER et al.
NRT2.1 (alta afinidade) plumbaginifolia CaMV 35S; rolD Nicotianatabaccum  Conteddo de nitrato (2000)
Nitrato Redutase e Nitrito Redutase
Nia2 Nitrato redutase Nicotiana tabaccum CaMV 35S Solanum tuberosum Reduga_o do conteido DEJANNANE et al.
deNO;3 (2002)
Contetdo de NOg/,
Nia Nitrato redutase Nicotiana tabaccum CaMV 35S Lactus sativa sensibilidade ao CURTIS et al. (1999)
cloreto, niveisde NOs’
. Nitrato redutase S Nicotiana Atividade deNR,
Nia (mutacio Ser521) Nicotiana tabaccum CaMV 35S plumbaginifolia acumulagdo de nitrato LILLO et al. (2003)
. Nicotiana L AtividadedeNR, VICENTZ et a
NR Nitrato redutase plumbaginifolia CaMV 35S Nicotiana tabaccum transcritos de NR (1991)
, Nicotiana N Biomassa, atividadede ~FERRARIO-MERY
NR Nitrato redutase plumbaginifolia CaMV 35S Nicotiana tabaccum NR, estresse H,0 et al. (1998)
NiR Nitrito redutase Spinacia oleracea CaMV 35S Arabidopsis Assimilagéo de NO, IZA(‘.ESHASHl etal.
NiR Nitrito redutase Nicotiana tabaccum ~ CaMV 35S N. tabaccum, Atividade de NiR CRETE et al. (1997)
Arabidopsis
Aminotransfer ases e Deidr ogenases
Aspartato . . L Atividade enzimatica, SENTOKU et al.
ASpAT aminotransferase Panicum miliaceum CaMV 35S Nicotiana tabaccum atividade de PEPC (2000)
Glutamato : N Biomassa, peso seco, AMEZIANE et al.
GdhA deidrogenase E. coli CaMV 35S Nicotiana tabaccum rendimento no campo (2000)
Sementes com mais N,
ASN1 Asparaginasintetase  Arabidopsis CaMV 35S Arabidopsis toleréncia a limitacéo LAM et al. (2003)
deN
ASN1/2gInAS1 Asparaginasintetase, Pisum sativum CaMV 35S Nicotiana tabaccum Taxg de crescimento, BREARS et a. (2003)
GS mutada analise de aa
AtGIUR2 Receptor de Arabidopsis CaMV 3552 Arabidopsis Crescimento reduzido, .\ o o1 (2001)
glutamato uso do célcio




2.2.2 Glutamina sintetase (GS)

O NHy4" absorvido pelas células € assimilado formando aminoécidos primariamente
via glutamina sintase (GS)/Glutamato sintase (GOGAT), embora rotas alternativas, como, por
exemplo, via glutamato desidrogenase (GDH) e asparagina sintase possam ocorrer, em
condic¢des como p. ex. de estresse (HIREL e LEA, 2002; DUBOIS et al., 2003). No caso da
GDH, existem fortes evidéncias que a sua principal funcéo é a desaminacdo do glutamato,
produzindo aménio que pode ser adicionado em aminoacidos de menor relacdo C:N (MIFLIN
e HABASH, 2002).

A glutamina sintetase catalisa a conversio de glutamato e NH;" para glutamina com
gasto de ATP. Existem duas isoformas de GS: a GS citosdlica (GS1), ocorrendo no citosol de
raizes e células da parte aérea, e a GS plagtidica (GS,), presente nos tecidos fotossintéticos,
plastidio de raizes e outros tecidos ndo fotossintéticos. Embora exista somente um gene que
codifica para GS2, estudos com diversas espécies mostraram que a GS; é codificada por uma
familia multigénica (variando entre trés e seis genes) (HIREL e LEA, 2002). Em milho, foram
observados cinco diferentes genes para GS; expressos em raizes, e que houve diferencas na
expressdo dentro dos tecidos. No entanto, o papel preciso de cada uma dessas isoformas de
GS; ainda ndo é bem conhecido.

Seguindo a descoberta da importancia da glutamina sintetase (GS) e da glutamato
sintase (GOGAT) na assmilagdo do ambnio em plantas superiores, varios laboratorios tém
concentrado esforgos para entender os mecanismos que controlam esta rota (GOOD et al.,
2004). Os mutantes ou plantas transgénicas produzidos com niveis alterados de GS/GOGAT
tém sido utilizados para avaliar os efeitos destas enzimas sobre o desenvolvimento das plantas
e para estudar a expressao de diferentes membros da familia multigénica da GS.

Embora varios estudos tenham demonstrado aumento na atividade de GS em plantas
transgénicas, muitas destas plantas tem sido incapazes de mostrar algum fendtipo associado a
esta caracteristica. ORTEGA et a. Q001) mostraram que plantas transgénicas de afafa
transformadas com GS sobre o controle do promotor CaMV 35S acumularam transcritos sem
um aumento correspondente nos nivels de atividade enzimatica. Estes resultados indicam que
um controle pos-transcricioral pode regular os atos niveis de expressao da GS. Apesar deste
exemplo ndo mostrar resposta ou fendtipo pela superexpressdo de GS, outros estudos tém
mostrado aumento significativo na biomassa de plantas em outras constru¢cdes com GS1. Por
exemplo, OLIVEIRA et a. (2002) superexpressando o gene GS1 sob o controle do promotor
CaMV 35S, demonstrou que as plantas transgénicas aumentaram 0 peso fresco, peso seco e
proteina foliar, correlacionados diretamente com os atos niveis de GS nas folhas. Estes
resultados sugerem que a superexpressao da GS ndo resulta consistentemente em aumento na
atividade da GS e que o aumento na atividade da GS néo esta sempre relacionado ao contelido
de N e acumulacéo de biomassa.

Varios estudos tém reportado 0 aumento nas taxas de crescimento em plantas
transgénicas superexpressando GS1, em todos os casos ocorrendo em condi¢cdes de baixo
suprimento de N (OLIVEIRA et al., 2002; FU et al., 2003; HABASH et al., 2001). Quardo
linhagens transgénicas de trigo superexpressando GS1 de Phaseolus vulgaris sob o controle
do promotor da menor subunidade da rubisco (rbcS) foram crescidos em potes até a
maturidade e sua produtividade analisada, elas demonstraram um aumento na capacidade de
acumulo de nitrogénio nas plantas. Além disso, uma das linhagens mostrou significativo
aumento do sistema radicular e rendimento de grdos com ato conteldo de nitrogénio
(HABASH et a., 2001). Alguns exemplos de plantas transformadas com GS1, GS2 e os
principais fenotipos obtidos podem ser vistos na Tabela 3.
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Tabela 3. Glutamina sintetase/Glutamato sintase e genes regulatérios envolvidos na absorcéo e metabolismo de N (Adapt. GOOD et a., 2004).

Produto génico

Gene = Fonte Promotor Planta alvo Fendtipo Observado Referéncias
(funcéo celular)
Glutamina sintetase/Glutamato sintase (GS/GOGAT)
Glutamina sintetase . . o Maior crescimento, ptn
GS1 (citosolica) Pisum sativum CaMV 35S Nicotiana tabaccum foliar e niveis de NH," OLIVEIRA et al. (2002)
Glutamina sintetase : . Hibrido de damo Aumento do crescimento,
GSL (citosdlica) Pinus sylvestris CaMV 35S (P.tremula X P.alba)  clorofilae proteina FU etdl. (2003)
GS1 Gl_utar'n_| nasintetase Phaseolus vulgaris Sut_)unl dade menor da Triticum aestivum Aumento da C?p&'g "’?de HABASH et a. (2001)
(citosolica) rubisco de acumular nitrogénio
GsL Glutamina sintetase Medicago sativa CaMV 35S Nicotiana tabaccum ~ \Umento do cresiimento, e res o o (2001
(citostlica) peso daraiz e parte aérea
GS1 g ltj(t)zro,r;:ggs ntetese Medicago sativa Srglb3p Lotus japonicus Esterilidade das plantas SUARES et d. (2003)
Gs1 % E[Jctg?: 22)5' ntetase Glycine Max RolD Lotus japonicus Decréscimo dabiomassa ~ LIMAMI et al. (1999)
GS1 g ?;;T;Q:)g ntetase Glycine Max CaMV 35S Lotus corniculatus Senescencia acelerada VINCENT et a. (1997).
Gs1 Glutamina sintetase Glycine Max CaMV 35S Medicargo sativa Sem aumento daatividade  opreca o 4. (2001)
(citostlica) daGS
Glutamina sintetase Aumento da
G2 v Oryza sativa CaMV 35S Oryza sativa fotorespiragdo etolerancia HOSHIDA et al. (2000)
(plastidica) =
asalinidade
G2 Gl “ta',“! nasintetase Nicotiana tabaccum Sul:_)unl dade menor da Nicotiana tabaccum Aumc_anto dataxade MIGGE et al. (2000)
(plastidica) rubisco crescimento -
Fd-GOGAT Glutamato sintase Fax- Nicotiana tabaccum CaMV 35S Nicotiana tabaccum M udanca na assimi lago FERRARIO-MERY et
dependente diurna de aménio a. (2002)
Glutamato sintase . O. sativa NADH- . Aumentc do enchimento
NADH-GOGAT NDA H-dependente Oryza sativa GOGAT Oryza sativa dos gréos YAMAYA et a. (2002)
. Maior contetdo de
NADH-GOGAT Glutamato sintase Medicago sativa CaMV 35S Nicotiana tabaccum carbono e N-total na parte CHICHKOVA et dl
NDAH-dependente ! (2001)
afrea e PS seco
Fatores detranscricéo
ANR1 Fator de transcrigao Arabidopsi thaliana CaMV 35S Arabidopsi thaliana Comprimento radicular ZHANG e FORDE,
MADS (1998)
Fator de transcrigdo .
. . . . Crescimento sob YANAGISAWA et al.
Dof1 DOF, associ ado a0 Zea mays 35SC4PDK Arabidopsi thaliana condicdes limitantepor N (2004b)
metabolismo de C.
GLB1 Proteina Regulatéria Pl Arabidopsis thaliana CaMV 3552 Arabidopsi thaliana | @ decrescimento e HSIEH et al. (1998)

producdo de antocianina
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2.2.3 Glutamato sintase (GOGAT)

A glutamato sintase (GOGAT) catalisa a conversdo de glutamina e 2-oxoglutarato (2-
OG) formando duas moléculas de glutamato, podendo usar ferredoxina ou NADH como
doador de elétrons, passando a ser denominadas, respectivamente, de Fd- GOGAT e NADH-
GOGAT. Ambas as isoformas aparentam estar localizadas somente em cloroplastos e
plastidios, com uma atividade maior da Fd-GOGAT em tecidos fotossintéticos. Dois distintos
genes que sdo diferencialmente expressos nas raizes e folhas foram encontrados para codificar
a Fd-GOGAT, enquanto gue para NADH-GOGAT, ainda ndo esta claro se existe um ou dois
genes (LEA e MIFLIN, 2003).

Estudos com diferentes espécies afirmam que para concentracbes ndo toxicas de
amonio as raizes sio os principais locais de assimilagdo de NH;* (ANDREWS et al., 2001).
Geramente as raizes aparentam ter atos nivies de GS e NADH-GOGAT e, aém disso, ambas
as enzimas sdo induzidas pelo aumento no suprimento de NH;" (HIREL e LEA, 2002
ISHIYAMA et al., 2003).

Nas raizes ou no escuro, o doador de elétronsrequerido para reducdo do NO3™ e paraa
glutamato sintase (GOGAT) é gerado através da via oxidativa das pentoses fosfato. Nas
folhas, o ATP requerido para a GS; e a ferredoxina requerida pela NiR, e Fd-GOGAT séo
derivados diretamente dos fotossistemas | e |1 de cloroplastos (sob iluminag&o).

A raiz € o principal local de assimilag&o priméria de NH4*, enquanto que o NOs pode
ser assimilado nas raizes ou parte aérea. Nas raizes, a assimilagdo priméaria de NH;"
(absorvido diretamente ou através da reducdo do NOs3) acontece via GS;-GS,/NADH-
GOGAT, enquanto na parte aérea, GS,/Fd-GOGAT é a principal rota de assimilagio do NH"
produzido pelareducdo do NOs'.

Em comparacdo com a GS, poucos estudos tém sido feitos com a producéo de plantas
transgénicas superexpressando genes da GOGAT (GOOD et al., 2004). Plantas transgénicas
superexpressando uma GOGAT de afafa, mostraram aumento da producdo da proteina
GOGAT, mas ndo houve nenhum fenétipo associado com esta caracteristica (CHICHKOVA
et a., 2001). Por outro lado, YAA et a. (2002), superexpressando a NADH-GOGAT em
arroz sob o controle do seu proprio promotor, observou que as plantas transgénicas
aumentaram (cerca de 80%) 0 peso dos graos. Este estudo mostrou que a superexpressao de
NADH-GOGAT pode ser usada como uma etapa chave no uso do nitrogénio e enchimento
dos gréos em arroz e outros cereais. Alguns exemplos de plantas transformadas com GOGAT
e 0s principais fendtipos obtidos podem ser vistos na Tabela 3.

2.2.4 Glutamato desidrogenase (GDH)

O metabolismo de carbono (C) e nitrogénio (N) é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. A complexa coordenacdo entre o metabolismo de C e N é
conseguida gragas a uma percepcao celular do balango C/N e posterior regulacdo da
transcricdo de muitos genes envolvidos na fotossintese, respiracdo e assimilagdo de N
(CORUZZI e ZHOU, 2001; PALENCHAR et al., 2004; MIYASHITA e GOOD, 2008).
Metabolicamente, esta complexa inter-relacéo entre o metabolismo de C e N envolve inter-
conversdes entre cetoacidos e aminoécidos (MIYASHITA e GOOD, 2008). A glutamato
desidrogenase (GDH) catalisa a aminagdo redutiva do 2-OG a glutamato, bem como a
desaminacdo oxidativa do glutamato a 2-OG. A conversdo destes metabdlitos tem sido
relatada como a maior conexdo do metabolismo de C e N em plantas, onde a GDH
aparentemente apresenta um papel central no metabolismo global das plantas (MIYASHITA e
GOOQOD, 2008).

Existem pelo menos dois genes de GDH em todas as espécies de plantas estudadas,
cada um codificando para um polipeptideo distinto, chamados de subunidades a e 3 da GDH
(PURNEL et a., 2005). A montagem randdmica das subunidades a e 3 para formar uma
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holoenzima hexamérica possibilita a formacdo de sete distintas isoenzimas que podem ser
visualizadas em gel ndo desnaturante de poliacrilamida (LOULAKAKIS e ROUBELAKIS-
ANGELAKIS, 1991). Em Arabidopsis, dois genes de GDH foram clonados e caracterizados
(TURANO et d., 1997).

O verdadeiro papel fisiologico da GDH em plantas foi um assunto controverso durante
as décadas passadas. Recentemente, MIYASHITA e GOOD (2008) identificaram e
caracterizaram mutantes de Arabidopsis defeituosos para os dois genes de GDH. Estes dois
mutantes, gdhl-2 e gdh2-1 foram cruzados para obten¢do de um mutante duplo para estes dois
genes, gdh1-2/gdh2-1 com negligives atividades de GDH NAD(H)-dependente. A andlise do
fenGtipo desses mutantes revelou que os mesmos apresentaram aumento de suscetibilidade as
condi¢des de deficiéncia de C, fornecido pala exposicdo das plantas ao escuro prolongado.
Estes autores também verificaram diminuicdo na taxa de crescimento das plantas mutantes
guando o suprimento de N foi fornecido na forma de glutamato, apoiando a funcéo catabdlica
da GDH paraalimentar o ciclo de Krebs durarte a condi¢cdo de deplecéo de C.

Embora pareca ser claro que a GDH ndo tem fungdo relevante no processo de
assimilacdo priméria de N, sob certas circunstancias fisiol égicas 0 seu papel na assimilacéo de
NH," n&o pode ser descartada (DUBOIS et al., 2003). SKOPELITIS et al. (2006), relatam que
aassimilagdo de ambnio pode ser atribuidaa GDH sob condicdes de estresse salino.

Acredita-se que o aumento de expressdo da GDH em resposta a elevados niveis de
amonio segja em funcdo da importancia do seu papel no processo de destoxificacdo do excesso
de aménio absorvido (TERCE-LAFORGUE et al., 2004).

MASCLAUX-DAUBRESSE et al. (2008), sugerem que em folhas senecentes, o pool
de aminoacidos gerado pela protedlise e uma série de reagfes de transaminagoes leva a um
aumento no pool de glutamato que serve como substrato imediato para a GDH. Esta enzima
por sua vez, catalisaria a desaminagdo do glutamato para produzir 2-OG e suportando o
processo de respiragdo, e o amonio resultante seria reassimilado pela GS1 para produzir
glutamina no citosol para exportacd. MASCLAUX-DAUBRESSE et al. (2006), mostraram
gue a GDH tem funcédo de desaminacdo do glutamato em folhas fonte.

2.2.5 Asparagina sintetase (AS)

A enzima asparagina sintetase (AS) catalisa a formacdo de asparagina (Asn) e
glutamato através da glutamina (GIn) e aspartato (Asp). Nas plantas superiores, a AS é
codificada por uma peguena familia de genes (ASN1, ASN2 e ASN3) (LAM et al., 1998).
Assim, junto com a GS, acredita-se que a AS tenha papel crucial no metabolismo primario de
nitrogénio (CARVALHO et a., 2003). Devido a asparagina ser um aminoécido usado para o
transporte de nitrogénio em longas distancias e possuir uma relacdo N:C maior que a GIn, a
Asn pode ser usada como molécula de transporte e composto de armazenamento de N,
tornando-se vital para a assmilagdo de nitrogénio e outros processos fisiologicos (GOOD et
al., 2004). Observacbes em que os niveis de transcritos e peptideos de AS em nddulos
transgénicos de Medicago truncatula aumentaram constantemente, enquanto que os niveis de
GS foram reduzidos, sugerem que a AS possa compensar a baixa atividade assimilatéria de
amonio da GS nesses tecidos (CARVALHO et al., 2003). Por outro lado, estes mesmos
autores demonstraram que a atividade de GS € essencia para a manutencdo de altos niveis de
AS. Assim, a GS é requerida para sintetizar Gln suficiente para suportar a biossintese de Asp
viaNADH-GOGAT e aspartato aminotransferase (AspAT).

A reducdo na atividade da GS em plantas transgénicas de Lotus japonicus também foi
correlacionado com um aumento no conteldo de asparagina (HARRISON et al., 2003),
apoiando a hipdtese de que quando a GS se torna limitante, a AS pode ser importante no
controle do fluxo de N reduzido no interior da planta. LAM et a. (2003) superexpressando o
gene ASN1 em Arabidopsis demonstraram que as plantas transgénicas aumentaram o
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contelido de proteinas sollveis nas sementes, aumentaram o contelido de proteinas totais e
apresentaram melhor crescimento em condicdes de limitacdo de N. Plantas de Arabidopsis
superexpressando ASN2 acumularam menos amoénio endogerno do que as plantas selvagens
guando crescidas em meio contendo 50 mM de aménio (WONG et al., 2004).

Estes estudos demonstram que é possivel manipular 0 metabolismo de nitrogénio e
crescer plantas superexpressando AS com caracteristicas favoréaveis na promogdo de uma
maior eficiéncia no uso de nitrogénio. Alguns exemplos de plantas transformadas com AS e
os principais fendtipos obtidos podem ser vistos na Tabda 2.

2.3. Remobilizacdo do N - Efeitos Sobr e a Eficiéncia no Uso do Nitrogénio

A remobilizacdo de N em plantas € um processo metabdlico muito complexo e de
grande importancia para a produtividade das plantas, porque recicla uma grande quantidade
do N armazenado em compostos organicos de folhas e de érgaos que podem funcionar como
dereserva (MASCLAUX et d., 2001).

O uso de nitrogénio pelas plantas envolve os mecanismos de absor¢do, assimilacéo,
trandocacdo e remobilizagdo (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2008). O rendimento de
graos é baseado ndo somente na absorcdo de nitrogénio antes do florescimento, mas também
durante a remobilizagdo do N na maturagdo de sementes (KICHEY et al., 2007). Segundo
estes autores, a contribuicdo do N remobilizado das folhas parao N total dos gréos em trigo e
milho é cultivar-dependerte e pode variar de 50% a 90%. Tem sido proposto que aumentar a
eficiéncia de remobilizacdo do N (ERN) é uma grande vantagem por reutilizar o N das partes
vegetativas das plantas para o enchimento dos gréos, além de diminuir os custos com
aplicacOes de altas doses fertilizantes nitrogenados apés o florescimento (MASCLAUX-
DAUBRESSE et al., 2008).

Muitas das pesquisas sobre EUN tém sido focadas na absor¢éo do nitrogénio do solo e
seu metabolismo e transporte para as folhas (GOOD et a., 2004). No entanto, em cereais e
outras culturas, o rendimento de gréos esta baseado ndo somente no nitrogénio absorvido
antes do florescimento, mas também na remobilizacdo do N foliar durante a maturacdo das
sementes (SHRAWAT e GOOD, 2008). Em arroz, aproximadamente 80% do N total nas
paniculas provém da remobilizacéo através do floema de orgéos senescentes (TABUCHI et
al., 2007). Estudos tém sido feitos para identificar genes que codificam para proteinas que séo
especificamente ativadas durante a remobilizagdo de N, carbono e minerais durante a o
periodo da senescéncia (GALLAIS e HIREL, 2004).

FELLER et a. (1994), observaram um aumento na atividade da GS e GDH durante a
senescéncia foliar, indicando que estas enzimas podem estar envolvidas de alguma maneira na
remobilizagdo do N em plantas.

A GS citostlica (GS1) € somente induzida durante a senescéncia foliar e, portanto tem
sido sugerido que esta enzima reassimilaria o aménio liberado da hidrélise de proteinas
(BRUGIERE et ., 2000). Vérios estudos utilizando plantas transgénicas de tabaco com GS1
demonstram que a manipulacdo genética influencia o fendtipo da planta e o metabolismo de N
guando sob condicbes de limitagdo por N (HIREL e LEMAIRE, 2005). Durante a
remobilizacdo de N em cereais, a GS1 promove a sintese de GIn, que é aprincipal formade N
reduzido encontrada nos vasos do floema, e a NADH-GOGAT1 é importante no
desenvolvimento de érgdos dreno para a remobilizacdo de GIn em arroz (ANDREWS et al.,
2004). Assim, a sintese de GIn em 6rgdos senescentes é considerada uma dapa chave na
reciclagem do N na planta.

Recentemente, o papel de dois genes que codificam para GS1 citosblica de milho
(gIn1-3 e gInl1-4) foi investigado em detalhes examinando-se o impacto de mutagoes
“knockout” desses genes sobre o rendimento e o efeito da superexpressdo do gln1-3 em milho
(MARTIN et a., 2006). Estes autores encontraram um mutante para os dois genes ginl-3 e
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glnl-4 que mostrou reduzido tamanho e nimero de espigas, sem reducdo na producdo de
biomassa na parte aérea na maturidade. Quando o milho foi transformado superexpressando
constitutivamente o gene glnl-3, houve um aumento significativo no rendimento observado
(~30%). Neste mesmo experimento observouse que ndo houve diferencas significaivas na
producdo de matéria seca da parte aérea entre as plantas do tipo selvagem e as linhagens
transgénicas, sugerindo um impacto especifico do gln1-3 na producdo de gréos. As plantas
transgénicas de milho superexpressando glnl-3 produziram maior nimero de espigas, tanto
sob baixo quanto sob ato suprimento de N, quando comparadas com as plantas do tipo
selvagem (HIREL et al., 2007). Estes estudos sugerem claramente que a GS1 possui um
importante papel no rendimento de gréos sob alta e baixa fertilizacdo com N. Estes autores
entdo sugerem que areacdo catalisada pela GS1 pode ser um dos elementos chave no controle
dos rendimentos nos cultivos.

Em arroz, mutantes knockout na GSL1 feitos através da insercéo de um retrotransposon
Tosl7 no exon 8 ou 10 do gene Osgsl;1 exibiu uma severa reducdo no crescimento e
enchimento dos gréos crescendo com uma fertilizagdo nitrogenada convencional. A
reintroducdo do cDNA do Osgsl;1 sob o controle do seu proprio promotor nos mutantes
restabeleceu o fendtipo com crescimento normal (TABUCHI et al., 2005). Mais tarde, estes
mesmos autores mostraram que a GS1;1 € importante para um crescimento e enchimento
norma de gréos, e que aGS1;2 e a GS1;3 ndo sdo capazes de compensar a funcdo da GS1;1
(TABUCHI et al., 2007).

2.4. Aplicacdo de QTL (Quantitative Trait Loci — Loci para Caracteristica Quantitativa)
no Estudo de Eficiéncia de Uso de Nitrogénio

A eficiéncia de uso do nitrogénio é um complexo de caracteristicas quantitativas que
dependem de inimeros fatores externos e internos, aém da disponibilidade de nitrogénio,
fixacdo fotossintética de carbono para prover precursores requeridos para biossintese de
aminoacidos e outras moléculas organicas, ou respiracéo para prover energia (RAGHURAM
et al., 2006). Embora estas caracteristicas sgjam controladas por um grande nimero de loci
atuando individualmente ou em conjunto, dependendo da nutri¢éo, e condic¢des ambientais e
de desenvolvimento da planta, € possivel encontrar variabilidade fenotipica e genotipica para
entender parcialmente as bases genéticas da EUN, e assim, identificar alguns dos
componentes chaves de rendimento para o melhoramento assistido por marcadores. Em
milho, HIREL et a. (2001) analisaram linhagens recombinantes para caracteristicas
fisiol6gicas como contetido de nitrato, e atividade da NR e da GS. Quando foram comparadas
as variagbes nestas caracteristicas e componentes de rendimentos foram encontradas
correlagdes positivas entre os contelidos de nitrato, a atividade de GS e o rendimento. Quando
os loci que governam caracterisiticas quantitativas foram determinados no mapa do genoma
do milho, as posi¢oes de QTLs para os componentes de rendimento e a localizacdo de genes
para GS citosolica (GS1) coincidiram. Resultados similares foram obtidos por OBARA et al.
(2001), confirmando as indicacbes prévias de que a atividade de GS1 em folhas é uma das
mais importantes etapas no controle da realocacdo de moléculas das fontes para os 6rgéos
drenos durante a senescéncia e 0 enchimento de gréos em cereais.

Nas Ultimas décadas, a combinacdo de estudos agronémicos e fisiolégicos com a
genética quantitativa tem possibilitado o uso de marcadores moleculares para identificar loci
regulatérios envolvidos na expressdo de uma caracteristica quantitativa (QTL). Alguns
trabalhos foram desenvolvidos em busca de QTLs responsaveis pela eficiéncia de uso de
nitrogénio e qualidade de gréo CHO, et al., 2007; ISHIMARU, et al., 2005; LIAN, et al.,
2005; HIREL, et a., 2001; HU et al., 2004).

O mapeamento mais refinado, e a clonagem dos maiores bci identificados nestes
estudos podem fornecer, em um futuro proximo, uma maior compreensdo dos genes
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envolvidos nestes processos (KRAPP, et al., 2005). Deste modo, o0 estudo dos genes presentes
nestes QTLs assim como o perfil de expressdo de genes em plantas eficientes ou que
apresentem maior desempenho em condicOes de baixa fertilidade, pode fornecer grandes
informacdes sobre 0s mecanismos envolvidos na maior eficiéncia de um grupo de plantas.

Em trigo, estudos de QTL sob dta e baixa disponibilidade de N, tém mostrado que
independente da disponibilidade ce N, a absor¢do deste nutriente é controlada por varios
genes (AN et al., 2006). A tolerdncia a condicbes de baixa disponibilidade é uma
caracteristica altamente desgjavel em plantas para um sistema sustentavel. Foi observado que
a tolerancia a baixa disponibilidade de N por plantulas de arroz possui uma complexa base
genética e requer extensos estudos para sua completa caracterizagdo (LIAN et al., 2005).

Em trigo, foi identificado um QTL que conferia um maior contelido de proteinas nos
gréos das plantas que o0 possuissem em seu genoma (DISTELFELD et a., 2006). Este loci foi
encontrado em uma cultivar “antiga’, e comparando esta com cultivares modernas, que
apresentam menores teores de proteina, verificourse que nas variedades modernas ocorreu a
substituicdo de um par de bases, reduzindo a expressdo do gene. Além disso, foi verificada
uma alta similaridade entre seqiiéncias do DNA deste QTL com sequiéncias de DNA no
cromossomo 2 de arroz, significando que, nesta regido do DNA de arroz pode também haver
um QTL envolvido com o teor de proteinas nos gréos. Em continuidade ao trabalho de
DISTELFELD et a. (2006), a regido do QTL para proteina no gréo foi seqlienciada e foram
identificados trés genes. Estes trés genes foram classificados como fatores de transcricéo, da
familia NAC (refere-se as iniciais dos trés primeiros genes descobertos desta familia; NAM
de petiniae ATAF1, ATAF2 e CUC2 de Arabidopsis), grupo NAM (No Apical Meristem—
um dos genes deste grupo regula a formagédo do meristema apical), e verificonrse que a
delecdo de um par de bases em um desses genes resultava em reducéo dos teores de proteinas
e nutrientes nos graos de trigo (UAUY et al., 2006).

Os genes NAC vém sndo relacionados a senescéncia em plantas, assm como 0s
genes da familia WRKY (refere-se a sequencia de aminoacidos WRKYGQK muito
conservada entre as proteinas desta familia), e 0 aumento da expressdo dos genes NAC foi
observado durante a senescéncia em folhas de plantas de trigo (GREGERSEN et al., 2007). A
maior capacidade de remobilizacdo de N mostra alta correlagdo com o teor de proteinas nos
gréos (REED et al., 1980; SOUZA et d., 2001; DISTELFELD et d., 2006).

2.5. Fatores de Transcricao Envolvidos na Eficiéncia de Uso de Nitrogénio

Os fatores de transcricdo (FT) sdo proteinas que se ligam ao DNA €/ou que interagem
com outros reguladores transcricionais promovendo o remodelamento da cromatina e
modificagdes de proteinas, visando recrutar ou bloguear o acesso da RNA polimerase a
determinadas regides do DNA (UDVARDI et a., 2007). Segundo estes mesmos autores,
aproximadamente 7% das sequiéncias codantes do genoma vegetal é reservada para os fatores
de transcricdo, o que pode ser considerado um atestado da complexidade da regulacéo
transcricional nestes organismos.

As plantas s80 organismos £ssais e, portanto estdo sujeitas a variagdes ambientais
extremas de luz, temperatura, &gua, nutrientes, e desafios biol gicos de competidores, pestes e
patogenos. Dessa forma, o processo evolutivo tem dotado as plantas de um flexivel programa
de desenvolvimento permitindo-as responder de maneira rapida e precisa as condicoes
abidticas e bidticas prevalentes. O desenvolvimento e a diferenciaco em plantas sdo
programados primariamente em nivel de transcricdo génica, que sdo controlados por FT
(UDVARDI et al., 2007).

Os fatores de transcricdo séo frequentemente definidos como proteinas de ligagdo @
DNA em seqgiiéncias-especificas, e sdo capazes de ativar €/ou reprimir a transcricdo de genes.
Em Arabidopsis thaliana ha mais de 1.800 genes que codificam para FTs (GUO et al., 2005;
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[IDA et al., 2005). Somente um décimo destes FT ja foram caracterizados geneticamente (QU
e ZHU, 2006).

Ja é bem conhecido o conceito de que em vias de transducéo de sinais muitos genes
s80 sujeitos a regulacdo transcricional por um Unico sinal comum, geralmente mediado por
sequéncias regulatérias que existem em todos os genes que respondem ao sinal. O controle da
transcricdo é considerado o passo mais importante da regulacdo génica, uma vez que, de todos
0S passos possivels para 0 controle da expressdo, apenas o controle da transcricdo assegura
gue nenhum intermedi&rio supérfluo sgja sintetizado e, obviamente, porque sem transcricéo
ou sem sintese de RNA, ndo havera sintese protéica. O controle da transcricdo ocorre por um
mecanismo integrado onde atuam as sequéncias CIS e os fatores TRANS.

As sequéncias CIS sdo sequéncias preservadas de nucleotideos (sequencias de
consenso) que compdem os sitios regulatérios no DNA. Nessas sequéncias ligam-se fatores de
transcricdo ndo especificos (participam da regulacdo de todos os genes) que formam
complexos com a RNA polimerase posicionando enzima na regido de iniciacédo da
transcricdo. Estes sitios geralmente estéo situados antes do ponto de inicio da transcricdo no
caso da RNA Polimerase Il, e $0 os locais onde o complexo de transcricdo € formado.
Existem inimeros sitios regulatérios no DNA, e 0s mais comuns, ou segja, aqueles presentes
na transcricdo de quase todos o0s genes, sdo 0 TATA box, o sitio CAT e o sitio GC.

Os fatores TRANS s&0 as proteinas regulatorias, que reconhecem regides especificas
do DNA (que sdo as sequéncias CIS). Essas proteinas possuem em geral dois dominios, um
para ligacdo a0 DNA e outro para ligacdo a RNA polimerase ou a outras proteinas. Os
dominios de ligagdo ao DNA dessas proteinas podem apresentar motivos estruturais do tipo
dedo de zinco, ziper de leucina ou hélice-volta-hélice, que caracterizam os fatores TRANS.

A superficie de contato entre as proteinas regulatérias e os sitios regulatérios no DNA
€ altamente especifica, e um grande nimero de contatos entre proteina e DNA assegura uma
interacdo forte.

Depois de nmais de uma década desde que o0s primeiros avancos com a engenharia
genética na agricultura surgiram, os primeiros resultados comerciais j& comegam a serem
observados (CASTLE et al., 2006). Estes primeiros produtos foram baseados na sua grande
maioria em simples caracteristicas monogénicas, como tolerancia a herbicidas ou resisténcia a
insetos, que ndo requerem modificagbes de complexas rotas metabdlicas nas plantas
transgénicas (CENTURY et al., 2008). Desde ent&o, tem se depositado grande expectativa por
parte da industria da biotecnologia no surgimento de uma segunda geracéo de produtos
transgénicos para caracteristicas mais complexas relacionadas ao rendimento e a estabilidade
de rendimento, que estdo geralmente associadas a um complexo controle poligénico
(SALMERON e HERRERA-ESTRELLA, 2006).

Avancos nos conhecimentos de genémica de plantas e nos sistemas biol 6gicos, como a
disponibilidade das seqiiéncias gendmicas completas de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) e
Arroz Qryza sativa), tém oferecido oportunidades sem precedentes para identificar genes
regulatorios e rotas metabdlicas que controlam estas importantes caracteristicas (CENTURY
et a., 2008). Segundo estes mesmos autores, devido aos fatores de transcricdo atuarem como
reguladores chave dos processos celulares, eles se tornam excelentes candidatos para a
modificagdo de complexas caracteristicas nas plantas cultivadas, e esta tecnologia baseada no
uso de FTs se torna agora, parte proeminente de uma proxima geracdo para obtencdo de
sucesso na biotecrol ogia associada a agricultura

Embora esteja sendo proposto que os fatores de transcri¢céo sejam a onda do futuro da
biotecnologia na agricultura, existem fortes evidéncias de que os FTs ja tenham desenvolvido
importantes papeis na origem da agricultura através da domesticacdo de véarias espécies de
plantas hoje cultivadas. Em arroz, uma caracteristica chave para sua domesticagdo foi a
diminuicdo da queda dos gréos, permitindo assim uma eficiente colheita. KONISHI et al.
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(2006) demonstraram que um gene (@SH1) que codifica para um FT estava envolvido com
esta caracteristica.

2.5.1 Fatores detranscricdo da familia MADS box

A arquitetura do sistema radicular tem um papel determinante em como a planta
captura agua e nutrientes do solo eficientemente. O crescimento ocorre nas pontas das raizes e
0 processo de exploracdo do volume de solo depende do comportamento de um grande
nimero de pontas de raizes que podem assumir diferentes ordens de ramificacfes (FILLEUR
et a., 2005). Cada ponta de raiz esta equipada com uma bateria de sensores e mecanismos
capazes de responder a uma grande variedade de sinais ambientes, tais como: nutrientes,
potencia de agua, luz, gravidade e ao toque. Quando as plantas estéo expostas a flutuactes no
suprimento de nutrientes, elas respondem com uma extensiva reprogramagdo do metabolismo,
bem como modificagbes adaptativas nos niveis de crescimento e desenvolvimento (GAN et
al., 2005). Profundas mudancas na expressdo génica sdo conhecidas por preceder ou
acompanhar estes gjustamentos metabdlicos e morfologicos (WU et a., 2003; WANG et al.,
2004), mas as rotas de transducdo de sinais e 0s mecanismos regulatérios que convertem
mudancas na disponibilidade de nutrientes em um apropriado conjunto de respostas
moleculares e celulares sdo ainda muito pouco entendidos (GAN et al., 2005).

O ANRL (gene induzido por NOsem Arabidopsis - NOs™-inducible Arabidopsis gene)
de Arabidopsis foi identificado como um componente de uma rota de transducéo de sinais que
regulam o crescimento de raizes laterais em resposta a mudancgas no suprimento externo de
NOs" (ZANG e FORDE, 1998). Estes autores verificaram que linhagens transgénicas de
Arabidopsis thaliana em que a expresséo do ANR1 foi reprimida por antisenso ou co-
supressdo ndo mostraram crescimento de raizes laterais em resposta ao fornecimento
localizado de nitrato. Mais tarde verificou-se que 0 ANR1 codifica para um membro de uma
familia de fatores de transcricéo conhecida por MADS box (refere-se as iniciais dos primeiros
membros identificados; MCM1, AG, DEFA and SRF), com mais de 100 membros em
Arabidopsis thaliana (PARENICOVA et a., 2003). Tem sido relatado que os genes MADS
box apresentam importante papel no controle do desenvolvimento em fungos, metazoa e
plantas (MESSENGUY e DUBOIS, 2003).

A expressdo do ANR1 em raizes de plantas de Arabidopsis crescendo em sistema
hidropdnico foi especificamente regulada pelas mudangas no suprimento de N, inicialmente
induzido pela privagcdo de N na solucéo e rapidamente reprimido quando do re-suprimento do
N (GAN et a., 2005).

2.5.2 Fatores detranscricdo GATA

Os fatores GATA sd0 pertencentes a uma classe de reguladores transcricionais
presentes em fungos, metazoas e plantas, que normalmente reconhecem a seqiiéncia de
consenso WGATAR (ondeW =T ou A; R =G ou A) (LOWRY e ATCHLEY, 2000). O
dominio de ligacdo ao DNA dos fatores GATA é congtituido por um tipo IV de dedo de zinco
na forma CX,CX17.20CX2C seguida por uma regido muito basica (REYES, et al., 2004). A
letra C representa o aminécido cisteina e aletra X, quaiquer outros aminoacidos. Em animais,
onde os fatores GATA desenvolvem fungdes criticas no desenvolvimento, diferenciacéo e
controle da multiplicacdo celular, o dominio de ligacdo ao DNA do GATA adota a forma
CX2CX17CX,C (PATIENT e MCGHEE, 2002). Em vertebrados e muitos invertebrados, as
proteinas GATA apresentam dois destes dedos de zinco, onde somente o dedo de zinco da
regido Gterminal esta envolvido com a ligacdo ao DNA. A maioria dos fatores GATA em
fungos contém um Unico dominio: CX,CX17CX2C ou CX;CX18CX,C (TEAKLE e
GILMARTIN, 1998). Eles demonstram estarem envolvidos na regulacdo global do
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metabolismo de nitrogénio, fotomorfogénese regulada pela luz e regulacdo circadiana
(SCAZZOCCHIO, 2000).

A maioria dos fatores GATA em plantas contém um unico dominio CX2CX1gCX>C,
mas fatores GATA com quaisquer motivos dedo de zinco de mais de 18 residuos ou dois
dominios dedo de zinco sdo também encontrados (REYES et a., 2004). Motivos de ligacéo ao
DNA dos GATA foram implicados na regulacéo de genes em plantas, dependente de luz (BI
et a., 2005). ARGUELLO-ASTORGA e HERRERA-ESTRELLA (1998) os identificaram
nas regides regulatdrias de muitos genes responsivos a luz, incluindo genes envolvidos ou
relacionados & fotossintese, como o que codifica a subunidade menor da rubisco e a proteina
de ligacdo a clorofila alb (KOCH, 1996). Embora alguns fatores GATA tenham sido
responsivos a luz in vitro, ndo ha ainda dados conclusivos sobre suas fungdes in vivo (JEONG
e SHIH, 2003; Bl et a., 2005).

Fatores GATA também tém sido relatados na regulacéo da assimilacéo de nitrogénio
em plantas. Eles foram identificados nas regides regulatérias de muitos genes envolvidos na
assimilacdo de nitrato, como os genes da nitrato redutase (NIA), da nitrito redutase (NiR) e da
glutamina sintetase (GS) (RASTOGI et al., 1997). Nos fungos, Neurospora crassa e
Aspergillus nidulans, respectivamente, as proteinas NIT2 e AREA sdo fatores de transcricéo
GATA que regulam globalmente genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio (Bl et a.,
2005).

Em leveduras, quatro fatores regulatérios globais do metabolismo de N, GLN3, NIL1,
NIL2 e DALS8O0, sdo fatores GATA com um unico dedo de zinco (HOFMAN-BANG, 1999).
GLN3 e NIL1 so ativadores trasncricionais, enquanto NIL2 e DAL80 atuam como
reguladores negativos de muitos genes envolvidos no catabolismo de N (HOFMAN-BANG,
1999). O dominio de ligacdo é atamente conservado dentro dessa familia (LOWRY e
ATCHLEY, 2000). NIT2 e AREA compartilham fungbes muito similares, e a homologia
entre eles em 50 aminoé&cidos dentro da regido de ligacéo ao DNA € de quase 100%, enquanto
gue o total entre eles é de apenas 42%. Os reguladores do metabolismo de N em fungos, NIT2
e AREA, e em leveduras, GLN3, NIL1, NIL2, DAL80, compartilham alta homologia dentro
do dominio GATA de ligacdo ao DNA, mas possuem homologia muito baixa fora deste
dominio (BI et a., 2005).

No genomade Arabidopsis existem 30 genes que codificam para fatores de transcricéo
GATA (Bl et al., 2005), e em arroz 28 (REYES et a., 2004). A andlise filogenética mostra a
existéncia de quatro diferentes subfamilias de fatores GATA em Arabidopsis, todos eles
codificando proteinas com um Unico dedo de zinco. O aroz e a Arabidopsis compartilham
trés subfamilias de fatores GATA que muito provavelmente estdo relacionados deste a
divergéncia entre mono e dicotiledéneas, entretanto, varios grupos de fatores GATA sdo
exclusivosde arroz (REYES et al., 2004).

A despeito da identificagcdo destes varios genes que codificam para fatores de
transcricdo GATA, e 0s inlmeros estudos que se tem a seu respeito in vitro, muito pouco é
relatado das suas fungdes in vivo (REYES et al., 2004; Bl et a., 2005).

A andlise genética de um membro dos fatores de transcricdo GATA, GNC (induzido
por nitrato e envolvido no metabolismo de carbono) mostrou-se importante para a sintese de
clorofila e a sensibilidade a glicose (Bl et a., 2005). Mutantes de Arabidopsis para o gene
gnc, apresentaram reducdo nos niveis de clorofila e foram mais sensiveis a glicose exégena.
Dois genes para transporte de hexoses com uma possivel conexao na sindizacdo envolvendo
glicose foram significativamente reprimidos, enquanto que a superexpressdo do GNC em
plantas transgénicas induziu aexpressdo destes transportadores de hexoses e foram menos
sensiveis a glicose exdgena (Bl et al., 2005).

Em trabalho desenvolvido recentemente por GIRIN et a. (2007), foi identificada uma
regido de 150 pb no promotor de um transportador de nitrato de ata afinidade (AtNRT2.1),
envolvido na regulacdo da expressdo génica dependente da disponibilidade de N e C. Nesta
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regido de 150 pb foram identificados elementos CIS para ligagéo de fatores de transcricao
GATA e DOF (item 2.5.3), indicando uma possivel participagdo destes na regulacdo do
metabolismo de N e C.

2.5.3 Fatores detranscricéo Dof

As proteinas Dof congtituem uma familia de fatores de transcricdo exclusivos de
plantas, e que contém uma classe particular de dominio de ligagcdo ao DNA tipo dedo de zinco
(Dof, DNA one finger). Membros desta familia tém sido encontrados assumindo diversas
fungdes na regulacdo de genes e processos especificos das plantas. Andlises bioquimicas,
moleculares e genéticas tém revelado que proteinas de dominio Dof funcionam como um
ativador transcricional ou repressor envolvido em diversos processos bioldgicos em vegetais.
Embora muitas funces fisiolégicas dos Dof ainda ndo tenham sido elucidadas, ja € evidente
gue esses fatores desempenham fungdes criticas na regulacdo transcriciona relacionada ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (YANAGISAWA, 2004a).

Transgénicos de Arabidopsis expressando Dofl de milho revelaram altos niveis de
expressdo dos genes gque codificam para a fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e piruvato
qguinase (PK), cujos promotores continham provaveis locais de ligacdo para o fator de
transcricdo Dofl. Além disso, resultados ja obtidos através de microarranjos de DNA
(microarrays) sugerem que a expressao de outros genes, incluindo citrato cintase (CS) e
isocitrato  desidrogenase (ICDH), também foi aumentada em plantas transgénicas
(YANAGISAWA, 2004b). Assim, a expressdo do Dof1 parece estar sincronizada a expressao
de muitos genes envolvidos na producdo de esgueletos de carbono.

Estudos utilizando cotransfeccdo mostraram que o Dofl aumentou a atividade dos
promotores dos genes para ortofosfato diquinase citosolica e PEPC, que ndo estéo presentes
em animais (YANAGISAWA, 2000). Este mesmo autor observou que outra proteina Dof de
milho, a Dof2, inibiu a atividade do promotor da PEPC, mas foi capaz de ativar outros
promotores, sugerindo que as proteinas Dof tém funcdo regulatoria, na expressao de multiplos
genes associados com rotas especificas de plantas, para o metabolismo de carbono em milho.

A expressao de genes em plantas envolve classes de fatores de transcricdo que séo
especificamente relacionados com a regulacdo de genes especificos e/ou mediacdo de uma
variedade de sinais especificos. As proteinas Dof tém propriedades similares de ligagdo ao
DNA devido a0 seu dominio de ligagdo ao DNA ser extremamente conservado
(YANAGISAWA, 2004a). Muitas proteinas Dof ja foram descobertas tanto em
monocotiledbneas quanto em dicotiledéneas. Atualmente se conhece apenas uma pequena
fracdo do seu envolvimento no metabolismo das plantas, embora se saiba que estas proteinas
exercem funcgdo vital na expressdo de genes em plantas. No genoma completo de Arabidopsis,
foram identificadas 37 provaveis sequéncias de genes Dof relacionados com a formacéo de
sofisticados controles trarscricionais em plantas superiores (LIJAVETZKY et al., 2003).

Depois do isolamento do primeiro cDNA para uma proteina de dominio Dof em milho
(YANAGISAWA & 1ZUl, 1993), muitos cDNAs codificando para proteinas Dof tem sido
clonados de muitas espécies de plartas.

O genoma das plantas superiores aparentemente codifica um grande nimero de genes
Dof (YANAGISAWA, 2004a), e os processos hiologicos envolvendo as proteinas Dof sdo
provavelmente muito divergentes. No genoma de Arabidopsis, foram encontrados 37 genes
que provavelmente codificam para proteinas Dof (YANAGISAWA, 2002), e
aproximadamente 30 genes ja foram encontrados no genoma de arroz (LIJAVETZKY et al.,
2003). O dominio conservado das proteinas Dof poderia dotar todas estas proteinas com
caracteristicas semelhantes, por outro lado, a diversificada regido fora do dominio Dof pode
estar ligada a diferentes fungdes das vérias proteinas Dof (YANAGISAWA, 2004a;
LIJAVETZKY et al., 2003). Devido ao dominio Dof sozinho ser capaz de conferir
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especificidade de ligacdo ao DNA (KISU et al., 1998), a regido fora do dominio Dof néo
aparenta ter fungdes de ligagdo ao DNA.

Todos os dominios Dof apresentam quatro residuos conservados de cisteina, embora a
seguéncia de aminoacidos dos dominios Dof e o arranjamento dos residuos de cisteina sejam
diferentes de outros motivos dedos de zinco (YANAGISAWA, 2002; YANAGISAWA,
1998). A troca do residuo conservado de cisteina por um residuo de alanina ou serina inibiu
completamente a ligacdo do dominio das proteinas Dof ao DNA in vitro (YANAGISAWA,
1995; SHIMOFURUTANI et a., 1998) ein vivo (MENA et al., 1998).

A seguéncia especifica de ligagdo ao DNA das proteinas Dof ja foi estabelecida por
muitos experimentos in vivo e in vitro. Todas as proteinas Dof analisadas até 0 momento,
exceto para uma de abdbora, reconhecem a sequéncia de nucleotidios AAAG, essencial em
ensaios de ligacdo ao DNA in vitro (YANAGISAWA, 2002). Dessa forma, o dominio
conservado das proteinas Dof fundamentalmente aparenta prover todas as proteinas Dof de
especificidade similar de ligacdo ao DNA.

Plantas transgénicas de Arabidopsis superexpressando o fator de transcricdo Dofl de
milho, apresentam um desenvolvimento superior ao tipo selvagem quando expostas a um
baixo suprimento de nitrogénio (YANAGISAWA, 2004b). As bases genéticas deste
comportamento ainda ndo foram bem definidas e trabalhos sdo necessarios para buscar mais
informagdes a respeito.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste estudo, avaliou-se 0 efeito da superexpressao dos fatores de transcri¢céo ZmDof1
e OsDof25 sobre a eficiéncia de absorgcdo e uso do nitrogénio (N) em plantas de Arabidopsis
thaliana L. Inicialmente foi descrito o procedimento utilizado para identificacdo do ortélogo
do ZmDof1 em arroz Em seguida, conduzimos um experimento para verificar se ha mudancas
dos niveis de expressdo do OsDof25 (provavel ortdlogo do ZmDofl) em resposta ao
nitrogénio, e assim, certificar que este fator de transcricéo esta envolvido de alguma forma no
controle do metabolismo de N. Estdo descritas as metodologias utilizadas para clonagem e
superexpressao dos fatores de transcricdo ZmbDof1 e OsDof25. Uma andlise funcional destes
genes também foi feita

3.1 Identificacdo do Gene Ort6logo do ZmDofl em Arroz

Para identificar os provaveis genes ortdlogos no arroz para o Dof1 e Dof2 de milho,
foi feita uma arvore de similaridade das sequiéncias dessas proteinas com todas as seqiéncias
de proteinas Dof do arroz (Oryza sativa, ssp. japonica e indica) (Figura 1), bem como entre as
sequéncias codantes dos MRNA (Figura 2). Um ainhamento dos dominios dessas proteinas
também € mostrado na Figura 3. A numeracao dos fatores de transcricéo do arroz € arbitraria
e de acordo com a ordem de localizagdo nos cromossomos. As sequéncias polipeptidicas e
codantes foram retiradas do site do banco de dados de fatores de transcri¢céo de arroz, o DRTF
(Database of Rice Transcription Factors - http://drtf.cbi.pku.edu.cr/).

A base de dados dos fatores de transcricdo de arroz € uma colecéo de fatores de
transcricdo conhecidos e provaveis de Oryza sativa L. ssp. indica e ssp. japonica. Dentro
dessa base de dados ja foram identificados 36 genes em 30 loci de fatores de transcricdo Dof
para arroz ssp. japonica e 28 genes em 28 loci para ssp. indica.

Como mostrado nas Figura 1 e 2, 0 OsDof25 da ssp. japonica € smilar ao ZmDof1,
tanto na comparacéo da sequéncia peptidica, como da sequéncia dos nuclectideos do mRNA.
Portanto, 0 OsDof25 foi identificado como provavel ortdlogo do ZmDofl. Os dominios de
ligacdo desses fatores de transcricdo sdo extremamente conservados, com apenas um
aminoécido de diferenca entre 0 ZmDof1 e 0 OsDof25.
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CPRCRSTNTK
CPRCRSTNTK
CPRCRSTNTK
CPRCRSTNTK
CPRCGSRETK
CPRCNSMDTK
CPRCNSMDTK
CPRCSSMDTK
CPRCSSMDTK
CPRCNSMDTK
CPRCNSMDTK
CPRCRSRDTK
CPRCRSRDTK
CPRCNSMETK
CPRCNSMVETK
CPRCSSMDTK
CPRCSSMDTK
CPRCGSANTK
CPRCGSANTK
CPRCGSANTK

FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLQ QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKGCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKGCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKGCR
FCYYNNYSLS QPRYFCKGCR
FCYYNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYYNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYYNNYNLA QPRHFCKACR
FCYYNNYNLA QPRHFCKACR
FCYYNNYNLT QPRHFCKTCR
FCYYNNYNLT QPRHFCKTCR
FCYYNNYNLS QPRHFCKSCR
FCYYNNYNLS QPRHFCKSCR
FCYYNNYNLS QPRHFCKACR
FCYYNNYNTS QPRHFCKCCR
FCYYNNYNTS QPRHFCKCCR
FCYYNNYNTS QPRHFCKGCR
FCYYNNYNTS QPRHLCKSCR
FCYYNNYNTS QPRHFCKSCR
FCYYNNYNTS QPRHFCKSCR
FCYYNNYSLS QPRHFCKACK
FCYFNNYSLT QPRHFCKACR
FCYFNNYSLT QPRHFCKACR
FCYFNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYFNNYSLS QPRHFCKTCR
FCYFNNYSLS QPRHFCKACR
FCYFNNYSLS QPRHFCRACR
FCYFNNYSLS QPRHFCRACR
FCYYNNYSMA QPRYFCRECR
FCYYNNYSMA QPRYFCRECR
FCYYNNYNTS QPRHFCRACR
FCYYNNYNTS QPRHFCRACR
FCYYNNYNTA QPRHFCRACR
FCYYNNYNTA QPRHFCRACR
FCYYNNYSTS QPRHFCRACR
FCYYNNYSTS QPRHFCRACR
FCYYNNYSTS QPRHFCRACR
FCYYNNYSTS QPRHFCRACR
FCYFNNYNVR QPRHLCRSCR
FCYYNNYNVN QPRHFCKNCQ
FCYYNNYNVN QPRHFCKNCQ
FCYYNNYNI N QPRHFCKNCQ
FCYYNNYNI N QPRHFCKNCQ
FCYYNNYNI N QPRHFCKSCQ
FCYYNNYNI N QPRHFCKSCQ
FCYFNNYNVN QPRHFCKACH
FCYFNNYNVN QPRHFCKACH
FCYFNNYNVH QPRHFCRNCQ
FCYFNNYNVH QPRHFCRNCQ
FCYFNNYNVN QPRHFCKHCQ
FCYFNNYNVN QPRHFCKHCQ
FCYYNNYSRT QPRYLCKACR

RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'EGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'KGGSLR
RYW'RGGSLR
RYW'RGGSLR
RYW'KGGALR
RYW'KGGALR
RYW'RGGALR
RYWI'RGGALR
RYW'KGGALR
RYW'KGGALR
RYW'KGGVLR
RYW'KGGVLR

RYW'KGGLLR
RYW'KGGTLR

RYWIKGGTLR
RYWIKGGTLR
RYWIKGGSLR
RYWIKGGSLR
RYWIKGGSLR
RYWIRGGTLR
RYWIRGGALR
RYWRGGALR
RYWIRGGALR
RYWIRGGALR
RYWIRGGALR
RYWIRGGALR
RYWIRGGALR
RYWIQGGSLR
RYWIQGGSLR
RYWILGGSLR
RYWILGGSLR
RYWILGGSLR
RYWILGGSLR
RYWIHGGTLR
RYWIHGGTLR
RYWIHGGTLR
RYWIHGGTLR
RYWIAGGALR
RYWAGGTMR
RYWTAGGTMR
RYWTAGGAMR
RYWTAGGAMR
RYWTAGGSMR
RYWTAGGSMR
RYWIAGGALR
RYWTAGGALR
RYWTAGGAMR
RYWTAGGAMR
RYWTAGGAMR
RYWTAGGAMR
RHWIEGGTLR

NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRR
NVPVGGGECRR
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGEG TR
NVPVGEG TR
NVPI GGGCRK
NVPI GGGCRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK

NVPVGGGECRK
NVPVGGGTRK

NVPVGGGTRK
NVPVGGGTRK
NVPVGGGTRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGSRK
NVPVGGGECRK
NVPVGGGFRR
NVPVGGGFRR
NVPVGGGECRR
NVPVGGGECRR
NVPVGGECECRR
NVPVGGGYRR
NVPVGGGYRR
NVPVGGGECRK
NVPVGGGECRK
NVPI GGSTRK
NVPI GGSTRK
NVPI GGSTRK
DVPVGGASRR
DVPVGGASRR
DVPVGGASRR
DVPVGGASRR
RVASASPGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NLPVG- AGRR
NLPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
NVPVG- AGRR
DVPVGGGERKN

FCYYNNYSRT QPRYLCKACR RHWIEGGTLR DVPVGGGRKN

FCYYNNYSRT QPRYLCKACR

RHWIEGGTLR

DVPVGGGRKN

RCYHDSTTTP LPRHFCKACK RYWRGGTLR NVPVGGGCRK

eindica e Dof1 e Dof2 de milho pelo programa Clustal\W.



3.2 Resposta do Fator de Transcricéo OsDof25 ao N-NO3”

Para verificar se o fator de transcricdo OsDof25 tem sua expressdo alterada pelo
suprimento ou deficiéncia de N, foi conduzido um experimento utilizando a variedade de
arroz Nipponbare sp japonica. O cultivo foi realizado em cdmara de crescimento no Depto. de
Solos da UFRRJ onde as plantas foram submetidas a fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) com
luminosidade de 200 pmol m?.s? (fluxo de fétons fotossintéticos), umidade relativa do ar de
70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

As smentes de arroz da variedade Nipponbare foram previamente desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sodio 2%, por 10 minutos, e depois lavadas varias vezes com agua
destilada. Em seguida as sementes foram transferidas para potes com gaze contendo somente
agua destilada. Cinco dias ap6s a germinacdo, as plantulas receberam solucdo de Hoagland
(HOAGLAND e ARNOM, 1950) modificada com ¥4 da forca ionica total contendo 2,0 mM
de N-NOs3 e pH 5,5. Passados mais cinco dias, as plantas foram transferidas para vasos de 0,7
L (quatro plantas por vaso) com solucdo de Hoagland modificada a %2 da forca iénica total e
com 2,0 mM de N-NOs'. A partir de entéo, esta mesma solucdo foi reposta a cada trés dias.
Quinze dias apbs a germinacdo, 2/3 dos vasos receberam solucdo se Hoagland modificada
sem nitrogénio, enquanto o restante continuou recebendo a solucéo de Hoagland com 2,0 mM
de N-NOg3. Dezoito dias apdés a germinacdo, metade dos vasos com solucdo sem NOs’
voltaram a receber solu¢éo com 2,0 mM de N-NOs', enquanto a outra metade permaneceu
sem N. Assim, totalizam se trés tratamentos. um grupo permaneceu constantemente com N-
NOs" (controle), outro foi submetido a um periodo de dificiéncia deste nutriente, e o Gltimo foi
submetido a um ressuprimento com N-NOs’. Trés horas apés a aplicacdo dos tratamentos, as
plantas foram coletadas, divididas em parte aérea e raiz e congeladas em nitrogénio para
posterior extracdo de RNA total e andlise da expressdo génica.

Umailustracdo da conducéo do experimento pode ser visualizada na Figura 4.

Aplicagcdo
Tratamentos Coleta
Germinagdo 15DAG 18 DAG 3h

| 2mM NO, [ 2nmno;  [ammnog]  GaNGS

| sno;

! | ¥NO; | Deficiendia

Ressuprimento

Figura 4. Esguema ilustrativo da conducdo do experimento para verificar diferencas nos
padrdes de expressao do fator de transcricdo OsDof25 em resposta ao ressuprimento e
deficiénciade N-NO3; em arroz da variedade Nipponbare

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés repeticdes. A
construgdo dos gréficos foi realizada utilizando o programa Sigmaplot 10.0.

3.3 Amplificacédo dos Genes ZmDof1 e OsDof25 e M ontagem dos Sitios de Recombinacéo
para Uso da Tecnologia Gateway

Observacado: Todas as etapas envolvendo o processo de transformacdo das plantas, bem
como a sua manipulacédo foram realizadas no Instituto de Pesquisa Jardim Botanico - Rio de
Janeiro, sob a orientac&o e supervisdo do Dr. Eduardo de Matos Nogueira (UNIRIO e UEZO).

Os genes do ZmDof1 (Figura5) e do OsDof25 (Figura 6) ndo possuem introns e foram
amplificados do genoma nuclear. Para o gene ZmDof1 foi utilizada a linhagem de milho H84,
de onde originalmente este gene foi isolado, e para o gene OsDof25 a variedade Nipponbare
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sp. japonica. Foram desenhados primers especificos para amplificacdo dos genes inteiros
(Tabela 4).

Tabela 4. Primers utilizados para amplificacdo dos genes ZmDof1 e OsDof25

Gene Primers Sequéncia
ZmDofL ZmDof1F 5"-&GCAGGAGGCGTCATCGG-3’
ZmDof1R 5-CTGTCACGGGAGGTTGAGG-3
ODOI25 OsDof25F 5-GACTGCGACCATAAGAGACT -3... ATG
OsDof25R 5-GTGGGCTCATGGGAGGTTGA -3

Nota: Sublinhados representam o cddon de iniciagdo (primer Forward) e de terminagéo (primer Reverse). No
OsDof25F o codon de iniciagdo vem afrente do primer.

A reacdo de PCR foi realizada com uma DNA polimerase de alta fidelidade, a
Platinum Pfx, para uma maior fidelidade na amplificagdo. A reacdo foi realizada com a
seguinte composicao: tampdo de amplificacdo Pfx 1X, solucdo enhancer PCR; 1X, dNTP
0,3mM cada, MgSO, 1mM, primers 0,3uM, Pfx DNA polimerase 1U e amostra de DNA
2007g. Como os genes de interesse possuem uma alta quantidade de CG, antes de iniciar a
reacdo de PCR, 0 mix de reacdo sem a Pfx passou por uma etapa de desnaturagéo a 94°C
durante 10 minutos. Logo em seguida foi adicionada a Platinum Pfx e a PCR prosseguiu com
a seguinte programacgao: desnaturacao a 94°C por 2min e 45seg e 35 ciclos de 15seg de
desnaturacdo a 94°C, 30 seg de anelamento a 59°C (ZmDof1) ou 57°C (OsDof25) e 1min de
extensdo a 68°C para 0s dois genes.

GCCCCCCTCCTTTCAACTCCCTCGCTCCCTCGECCTTCCATCTTTCTCCCT CTGI CGGCAGT CTGCAGCAGCCCAG
CGCCGT CGCGCAT GCAGGAGGCGT CAT CGGCEECEECGECEEEEECCGAGCCCGECCGT CGGGCGECGCAGCATC
AGT T CGCCGGCGT GGACCT CCGGCGECCCAAGGEGET ACGCGECGECCEECGCCCECGCCGECEGET GGGCGAGEEEG
ACCCGT GCCCGCGGT GT GCGT CGCGGGACACCAAGT TCTGCTACTACAACAACT ACAACACCT CCCAGCCGCGECC
ACTTCTGCAAGGGECT GCCGCCGCTACT GGACCAAGGGT GGCACGCT GCGCAACGT CCCCGT CGGCGGCGGCACCC
GCAAGAAGCCCT CCT CCT CCTCCT CGT CGT CGT CCT ACGT GGCCGCCGCGGACGCCGACAGGCAGCCCAAGAAGA
AGCCCGCCAGCAAGAAGCGCCGCGT CGT GGCGCCGECCCCGEGAGCT CGCCACCGCGGECCGACCCAGGCAAGACGG
CGACCACCACCACGACGACGAGCGAGAT CACCACGGAGACT GGCGCGCT GGAGGACT CCGACT CCCTGGCGCACC
TGCT GCT GCAGCCCGGGACAGAGGACGCGGAGGCCGT CECGCT CGGECCT CGECCT CTCCGACT TCCCCT CCGCCG
GGAAGGCGGT GCTGGACGACGAGGACT CGT TCGT GT GGCCCGCCGCGT CGT TCGACAT GGGCGECGT GCTGEGECCG
GCGCAGGGT TCGCCGACCCGGACCCCGCCTGCATCTTCCT CAACCT CCCGT GACAGCCACACACGGT CACGGCEC
CGAGGCGTACGT CCTCCTGCTCTGCTCTGCT CTGCGCCT GAT GAT GAGT GCAAGGAAATGGAGCCGCTTTGATTCT
TCAGCTATTTGATGCATCTGCTAATTGATTTGGCAGT GGT GGT AAGGT ACACGCACGAT GAGCT GACTGCGT GGT
TCTTGGT TTGGGCCTTAGTATATGATGACGATGACGATGATACTAGT TGTAT GT GT GACGT GAGAGACGATCGCG
ACGACGACCTTGAATTTTAGT TTCTGAGATGAAAAAGGT CAACTAGTGGCCTCTGTATGACTTTAGT TTTACTCA
TGAACTCATCAGATGGCT GGCTATGGCTGI GGCT GT GGCTGT GGCTAACT CATCGT CAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 5. Seqguiéncia completa do mRNA do Dofl de milho. Nimero de acesso no NCBI,
X66076.1. Sublinhado representa a seqiiéncia codante.
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GCGACT GCGACCATAAGAGACT CCCGCT TCCGCCAACCGCCCACCACCCGTTCGACCATTTGCTTGCCCCCGCTC
CTCGGT TCCT CCCGACT CCACCGGECGCGCGCGECGCCGAGGGACCAGAGCAGCCACGECGCCGCCGCGCAT GCAGG
AGCAGCAGCCGGAGACCGEGCCGCCGECCGECGCAGCAGT TCGCCACCGT CGACCT GCGCCGT CCCAAGGGCTACG
CGGCGGECT CCCGCGACGCCACAGCCT GGT TCGECT GCGACT GCT GCT GCCGCCGCT GGCCCGGECT GCGACGGECGG
CAGCGGECGECGEECEEEEGAGEET GACCCGT GCCCGCGEGT GCGAGT CGCGGGACACCAAATTCTGCTACTACAACA
ACTACAACACCT CCCAGCCCCGGCACT TCTGCAAGT GT TGCCGCCGCTACT GGACCAAGGGT GGCACGCT CCGCA
ACGT CCCCGT CGGCEGECGECACGCGCAAGAAGT CCTCGTCTTCGT CGT CGT CGT CTTCCTCGT CATCCGCCGCCG
CCGCAGCACCCGCCGCCAAGCGCCAGAAGACGT CGAAGAAGCGCCGCGT CACGACT CCCGAGCCCCT CGCCGCCA
CCACCCCCGT CCTCACCGAAGCCGCCGCT GACT CCGCCGCCAAGACGACGACCGAAGCTACGT CGGAGAAGAAGA
CGACGACT TCCACAACGACGACGACACCGCCGGECGCCT GACACCACGAGCGAGAT CACCACGGAGCTCGT CGTCC
CGGCCGT GGAGGAGGACT CGT TCACGGACCT CCTGCAGCCGGACT CCGCCGCCGT CACCCTCGGCCTCGACTTCT
CCGACTACCCGT CCAT CACCAAGAGT CT GGCCGACCCGGACCT GCACT TCGAGT GGCCGCCGCCGGECGT TCGACA
TGGCGT CCTACT GGCCGGECCGECGCCEEET TCGCCGACCCGGACCCGACCGCCGT GT TCCTCAACCT CCCATGAG
CCCACT CGCCCGECEECEECEECEECEECT CAGGT GEGT GTGGGGEGT TTCCAACTACACCCGATGATGATTTCAT
CAGTTTCCGATTAATTAGTAAATTGCGCGT GGGGTATATGGT GAAAATGATGACGT TAATCTTACGCTTTTTGAGA
TTAGTGGCCGTGT TTTACTCTCGAGAGGGGCTAACTCAACCAAGTTTGGGT TGTTTTTCATGTGTATAACTCCTA
TCAAGGCTTGGCCTTTTTTTTTTCATACAATGGTCCTGCTATTTTCTACTCCA

Figura 6. cDNA do OsDof25. LOC_0s08g38220.1|11978.m07807. (http://www.tigr.org /tdb
/e2k1/osal/). Sublinhado representa a sequiéncia codante.

As construgdes génicas foram realizadas utilizando a tecnologia “MultiSite Gateway”
de clonagem. Depois da amplificacéo dos genes foram realizadas mais duas reacfes de PCR
com primers hibridos para a construcdo dos sitios de recombinacdo attB1 e attB2 para cada
um dos genes (Tabela5). Na primeirareacéo os primers anelaram-se no inicio e final do gene
e levavam metade do sitio de recombinacdo, e na segunda reagdo 0s primers anelaram-se na
primeira metade dos sitios attB e levavam a outra metade (Tabela 5). A primeira reacéo foi
realizada com uma desnaturacdo inicial de 2min e 45seg e 25 ciclos de 15seg de desnaturagéo
a 94°C, 30 seg de anelamento a 58°C e 1min de extensdo a 68°C para o0s dois genes. A
segunda reacdo também foi realizada em 25 ciclos com a mesma programacao descrita acima,
exceto pelos dois primeiros ciclos, que foram a uma temperatura de anelamento de 50°C e os
23 ciclos restantes a 60°C.

Tabela 5. Primers para amplificacdo dos genes ZmDofl e OsDof25 com os sitios de
recombinacdo attB1 e attB2 em duas reacoes.
Gene Reacao Primers Sequéncia
ZmDoflatBl  5-AAAAAGCAGGCTCCATGCAGGAGGCGTCATC-3'

ZmDofl T ZmDoflatB2 5-AGAAAGCTGGGTCCGGGAGGTTGAGGAAGATG-3’

0sDof25 1a OsDof25attB1 5 -AAAAAGCAGGCTACTGCGACCATAAGAGACTG3
OsDof25attB2 5 -AGAAAGCTGGGTATGGGAGGTTGAGGAACAGS
Adapt.attB1 5 -GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC-3’

Adaptador 2z Adapt.attB2 5 -GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’

3.4 Tecnologia Gateway® e Clonagem dos Genes Amplificados

A tecnologia Gateway desenvolvida pela Invitrogen, € um méodo de clonagem
baseado no sistema sitio-especifico de recombinacdo do bacteriofago lambda, que fornece um
répido e atamente eficiente meio de transferéncia de sequéncias de DNA heterélogo entre
multiplos sistemas de vetores, para andlise funcional e expressdo de proteinas (HARTLEY et
al., 2000). Esta tecnologia é uma poderosa e nova metodologia que facilita sobremaneira
estudos de expressdo de proteinas, clonagem de produtos de PCR, e andlise da funcéo de
genes por trocar as endonucleases de restricéo e ligases pela recombinacao sitio-especifica

As reacOes de recombinacdo da tecnologia gateway de clonagem sdo baseadas nas
reacOes de recombinacdo sitio-especifica do bacteriéfago lambda (fago ?) em E. coli. O
bacteriofago lambda pode crescer como um fago litico, onde a célula do hospedeiro € lisada

28



com a liberacdo da progénie do virus. Alternativamente, o fago ? pode integrar sitio
especificamente dentro do genoma de E. coli por um processo chamado lisogenizacéo.

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

As reacOes de recombinacdo integrativa e excisiva do fago ? s80 mediadas por
proteinas codificadas pelo proprio fago ? e pela E. coli. Estas reacfes de recombinagéo, feitas
in vitro, so a base da tecnologia de clonagem gateway (Tabela 6).

Tabela 6. Reaces de recombinacdo entre os sitios att do fago ? em E. coli.

Rota Reacao Catalizada por-...
Lisogénica attB x attP ? attL x attR (Int e IHF) BP Clonase™ 11
Litica attL x attR? attB x attP (Int, IHF e Xis) LR Clonase™ ||

Nota: Int —Integrase; IHF — Fator de Integragcéo do Hospedeiro; Xis— Exicisionase.

Os quatro sitios contém locais de ligacdo das proteinas que medeiam a reacdo. Os
sitios attB, attP, attL e attR contém 243, 25, 100, e 168 pares de base respectivamente. A
reaco attB x attP (Integracéo) é mediada pelas proteinas Int (Integrase) e IHF (Fator de
Integracéo do Hospedeiro). A reacdo attL x attR (excisdo) € mediada pelas proteinas Int, IHF,
e Xis (Excisionase). Int e Xis sdo codificadas pelo genoma do fago ?, enquanto IHF é uma
proteinade E. coli.

O Kit para construgdo  vetor contendo trés fragmentos desgjados fornecido pela
tecnologia MultiSite Gateway usa uma modificacdo da reacdo de recombinacéo sitio
especifica da tecnologia Gateway e permite a simultanea clonagem de trés fragmentos
(promotor desegjado, gene de interesse e regido terminadora ou proteina de fusdo) numa ordem
e orientacdo definidas, paracriar o clone de expressdo desejado.

No sistema MultiSite Gateway® os sitios att do ? foram modificados e otimizados
para acomodar clonagens recombinacionais simulténea de mdltiplos fragmentos de DNA. As
modificacbes incluem alteracbes de sequéncia e comprimento dos sitios att resultando na
criacdo de “novos’ sitios att que exibem aumento de especificidade e promovem a eficiéncia
requerida para a clonagem de muiltiplos produtos de PCR em uma Unica reagdo. Na tecnologia
MuliSite Gateway® quatro sitios att sdo utilizados, contra apenas dois da tecnologia
Gateway® padréo (Tabela 7). Isso permite que mais de um produto de PCR possa ser clonado
em apenas uma reacao.

Tabela 7. Sitios attB nas tecnologias MultiSite Gateway® e Gateway® padréo

MultiSite Gateway® Gateway®
attB1 attB1
attB2 attB2
attB3

attB4

Os vetores doadores da tecnologia MultiSite Gateway® séo usados para clonar os
produtos de PCR flanqueados pelos sitios attB para gerar os clones de entrada. Portanto,
devido a estes fragmentos serem flanqueados por diferentes sitios att, trés diferentes vetores
doadores sdo requeridos para possibilitar a geracdo de trés tipos de clones de entrada
requerido para o MultiSite Gateway® (Tabela 8). O exemplo da reacdo BP € mostrado na
Figura7.
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Tabela 8. Vetores doadores e suas fungoes

Vetor doador Funcao

pDONR™ P4-P1R Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios attB4 e attB1.
pDONR™ 221 Utilizado para clonar o produto de PCR flanqueado pelos sitios attB1 e attB2.
pDONR™ P2R-P3 Utilizado para clonar o produto de PCR flangueado pelos sitios attB2 e attB3.
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Figura 7. Esquema ilustrativo da reacéo de recombinacdo BP (Recombinacdo entre os sitios

attB dos genes e attP do vetor pPDONR221 para a obtencdo dos vetores de entrada)
necessarios para a construcdo do vetor para superexpressdo dos genes de interesse em
Arabidopsis. Ori — origem de replicacdo; KANR- gene de resisténcia a kanamicina; CMR
— gene de resisténeia ao clorafenicol; attB, attP, attL e attR — sitios de recombinacéo;
ccdB — gene que codifica para uma proteina que interfere na atividade da DNA girase
de E. coli, impedindo o seu crescimento; 35S — Promotor do virus do mosaico da
couwviflor CaMV 35S; Tag HA — peptidio de fusdo.

Depois da obtencdo de todos os vetores de entrada na reacdo BP, € necess&ria a

aquisicdo de um vetor de destino, ou sgja, aquele que vai permitir a recombinagéo coordenada
dos trés vetores doadores na reacdo de recombinacdo multipla, também chamada de reacéo
LR, pois envolve a recombinagdo entre sitios de rembinacdo attL e attR entre os vetores
doadores e o vetor de destino (Figura 8).
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Figura 8. Esquema ilustrativo da reacdo LR triplo para obtencdo dos vetores para
superexpressdo dos genes de interesse. Neste trabalho usamos o promotor 35S e um
Tag-3XHA fusionado a0 gene. Ori — origem de replicacdo; KANR- gene de resisténciaa
kanamicina; attB, attP, attL e attR — sitios de recombinagdo; LB — borda esquerda; RB —
borda direita; 35S — Promotor do virus do mosaico da couviflor CaMV 35S; Tag HA —
peptidio de fuso.

3.4.1 Purificacéo dos genes que apr esentam os sitios de recombinacao

Depois de amplificados 0s genes que apresentam os sitios de recombinacdo, €
recomendada a purificagdo do produto amplificado para a remoc&o do excesso de primers e
dimeros de primers. Esses primers e seus dimeros podem recombinar eficientemente com o
vetor doador na reacdo BP e aumentar o “background” depois da transformacéo em E.coli.

A purificagdo foi realizada com aproximadamente 90uL de reacdo da PCR, para
aumentar a quantidade de produto de PCR recuperado. Aos 90uL do produto amplificado
contendo os sitios attB foram adicionados 270 pL de TE pH 8,0 e 180 uL de PEG 8000
contendo 30 mM MgCh. Esta mistura foi agitada em vortex e em seguida entrifugada a
10.000g por 15 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente com
0 auxilio de uma pipeta, do lado oposto ao da formacéo do precipitado. O precipitado foi
dissolvido em 16 pL de TE pH 8,0, e a qualidade do produto recuperado foi visualisada em
gel de agarose 1%. Apds a verificagdo de que o produto recuperado estava com boa pureza
foram realizadas as reagdes de recombinacdo BP para criar 0s vetores de entrada.

31



Obs.: O protocolo padrdo para purificagdo de produtos de PCR usando extracdo com
fenol/cloroférmio seguido de precipitacdo com isopropanol ou etanol com acetato de sodio ndo €
recomentado para a purificagdo destes produtos contento o sitio attB. Este protocolo tem um limite de
exclusdo de fragmentos menores que 100 pb e ndo remove eficientemente os dimeros de primers.
Dessa forma foi utilizado o PEG 8000/MgCl, para purificacdo, que pode remover fragmentos de até
300 ph.

3.4.2 Reacdo BP — recombinacdo entre os sitios attB dos genes e attP do vetor
pDONR221 para a obtencdo dos vetor es de entrada

A reacdo BP foi redlizada com os genes anplificados levando os sitios de
recombinacdo attBl e attB2 e o vetor doador pDONR211 (Figura 9) para criagdo dos vetores
de entrada pPENTR-OsD0of25 e pENTR-ZmDof1. Esses vetores participam na reagéo de LR
tripla para formagcdo da construcdo génica utilizada na transformacdo das plantas Nesta
mesma reagdo de LR tripla estdo também os vetores de entrada levando o promotor 35S e 0
tag de HA (peptidio de fusdo com o gene).

rrnB T2 transcription terminator
Apall(4443) rmB T1 transcription terminator

M13 (-40) forward primer

/_—_&MH (-20) forward primer

Aval(s61)
attP1
Kan(R) pDONR221 I
47Gzbp
Apall(1386)
.
M13 reverse pn’mer,_,_/ Aval(1417)
TT primer Smal(141g)
T7 promoter BamHI (1833)
attP2 Neol(:g88)
Cmi{R)
EcoRI(2285)

Figura 9. Vetor pDONR221 usado para clonagem dos genes e formagdo dos vetores de
entrada. Notar a presenca dos sitios de recombinagdo attP1 e attP2, que recombinam
com os sitios attB1 e attB2 presente nos genes amplificados.

As reagOes BP foram realizadas utilizando o kit “Gateway® BP Clonase I Enzyme
Mix” da Invitrogen. Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados: 5uL do produto
amplificado e purificado (gene), contendo cs sitios attB, 1uL do vetor pDONR211, 2uL do
tampdo de reacdo BP e 2uL do mix de enzimas BP clonase. A mistura da reacéo foi
homogeneizada por pipetagem, vagarosamente, e a reagdo ocorreu a temperatura ambiente
durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi paralisada pelo tratamento com 1uL de
Proteinase K a 37°C durante 10 min.
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Antes de proceder a transformacéo, foi realizada uma didlise por trés horas em papel
de filtro de 0,025um colocado sobre agua miliQ autoclavada dentro de uma placa de Petri
estéril. O volume de reacdo foi reduzido para 5uL em centrifuga a vacuo. Em seguida, este
material da reacdo BP foi utilizado para transformacdo de células competentes de E. coli
(DH5a), a fim de caracterizar os clones de entrada. Misturou-se areagdo BP (5uL), com 40uL
de células competentes, que foi deixado em descanso no gelo por 5 min. Apés este periodo a
misturafoi submetida ao eletroporador a 1.700V e logo em seguida misturada com 400uL de
meio SOC. As bactérias, agora transformadas foram cultivadas por 1h a 37°C em agitador
orbital a 150 rpm. Para selecdo das bactérias transformadas, 100uL foi riscado em meio LB
contendo 50ug/mL de kanamicina.

3.4.3 Preparo de células competentes par a eletroporacéo (DH5a)

O estoque de E. coli DH5afoi riscado em meio LB sdlido e incubado durante a noite a
37°C. Natarde do dia seguinte, uma coldnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB sdlido
e mantida sob agitagdo constante a 150 rpm durante a noite. No dia seguinte pela manha 3mL
da cultura fresca foi inoculada em 300 mL de meio LB liquido acondicionado em erlemayer
de 2 L, mantido sob agitagdo constante a 200 rpm e 37°C até a cultura atingir uma DOggo entre
0,5a0,8. Entre 3 e 4 horas de cultivo foram suficientes para alcancar uma DOgyo entre esses
valores. Depois de atingida a DO, aiquotas de 50 mL da solugdo de células foram
acondicionadas em seis tubos falcon e mantidas em descanso no gelo por 30 mim. Em seguida
as células foram precipitadas a 4.000 g por 15 min a4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas, cuidadosamente, em 50 mL &gua destilada estéril gelada, para
retirada do excesso de sais. As células foram novamente precipitadas como descrito acima e
ressuspendidas em 25 mL de &gua destilada estéril gelada. As células foram entdo
acondicionadas em trés tubos falcon e novamente precipitadas como descrito acima. O
precipitado de cada tubo foi cuidadosamente ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% gelado
e as células transferidas para um Unico tubo. Finalmente, as células foram precipitadas como
descrito acima e o precipitado ressuspendido em 550uL de glicerol 10% gelado. A suspensdo
de células foi dividida em aliquotas de 50pL, acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e
mantidas em freezer -80°C por até seis meses.

3.4.4 ReacOes de LR triplo para obtencdo das construcdes usadas para a transfor macéo
de Arabidopsis

Todos os vetores envolvidos nas reagdes de LR triplo foram preparados utilizando o
kit da Qiagen para Midiprep (QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit) seguindo instrugdes do
fabricante. Utilizando-se midiprep foi possivel obter plasmidios de alta pureza (Tabela 9,
fator indispensavel para o sucesso da reacdo de clonagem mudltipla. O Miniprep de lise
acalina ndo é recomendado para areacdo de clonagem multipla do sistema Gateway .

Tabela 9. Quantificagdo dos vetores envolvidos nas reactes de LR triplo

Vetores Aosgo Aogo Razado Azso:Azgo  Conc. (?g/ulL)
pK7GW43DNew 0,041 0,089 2,17 225
PENTR-P.35S 0,035 0,070 2,00 175
PENTR-3XHA 0,026 0,054 2,07 135
PENTR-ZmDof1 0,030 0,080 2,12 220
PENTR-OsDof25 0,055 0,119 2,16 290

Obs.: Todos os vetores foram diluidos para 50ng/uL e usados como solucdo de trabal ho.
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As reacOes de LR foram realizadas utilizando o kit ‘Gateway LR Clonase Il Plus
Enzyme Mix” da Invitrogen. Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados: 25fmoles do
vetor de destino pK7FGW43DNew (Figura 10), 12,5fmoles do pENTR-P.actina, 12,5fmoles
do pENTR-3XHA e 125fmoles do pENTR-ZmDofl ou pENTR-OsDof25. O volume foi
elevado para8 pL com TE 1X pH 8,0 e adicionado 2 uL do mix de enzimas. A mistura da
reacéo foi homogeneizada por pipetagem vagarosamante e a reagdo ocorreu a temperatura
ambiente durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi paralisada pelo tratamento com
1uL de Proteinase K a 37°C durante 10 min. Antes de proceder a transformagéo, foi realizada
uma didlise por trés horas em papel de filtro de 0,025um colocado sobre agua miliQ
autoclavada dentro de uma placa de Petri estéril. O volume de reacdo foi reduzido para 5L
em centrifuga a vacuo.

A fim de caracterizar os clones obtidos, foi realizada atransformagdo de E.coli como
descrito anteriormente para a reacdo BP. O volume total obtido apds transformacéo e cultivo,
foi riscado em meio LB contendo Espectinomicina (Sm) 50pg/mL e Estreptomicina (Sp) 20
pg/mL para selecdo das células transformadas com o vetor levando a contrucdo génica. A
confirmagdo da clonagem foi feitapor digestdo dos plasmidios com enzimas de restricao.

attR 3
M13R
BamHI [11784) attR4
Kan ccdB
LB ' BamHI (B22)
CmR

EroRI(1295)

Sp/sm BamHI (1545)

pK7GW43DNew

11755 bp

EamHI (3433)
3'3565%
RB

Figura 10. Vetor pkK 7GW43DNew usado na reagcdo de recombinacao tripla com os vetores de
entrada obtidos nas reacdes BP. Este vetor leva o gene de resisténcia a Kanamicina
(Kan) para selecéo das plantas transformadas.

3.5 Transformacédo de Agrobacterium tumefaciens com as Construcdes de Arabidopsis

Depois de caracterizadas as construgdes génicas, estas foram inseridas em

Agrobacterium tumefaciens estirpe C58C1 com descrito a seguir.
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Foi adicionado 1ug de plasmidio a 100uL de Agrobacterium competente (obtida
conforme descrito no item 3.5.1), a mistura foi homogeneizada suavemente e incubada no
gelo por 30 minutos. As células com o plasmidio foram congeladas em nitrogénio liquido por
cinco minutos e em seguida incubada a 37°C em banho-Maria por mais cinco minutos. Apés
este tempo, foi adicionado 1mL de meio YEB, e as células foram mantidas a 28°C, com
agitacéo constante a 150 rpm durante duas horas. A transformacgéo (1mL) foi plaqueada em
meio YEB sdlido com os antibiéticos correspondentes a construcdo (Sp/Sm) mais Rf-
Rifamicina (100pug/mL) e Gm Gentamicina (40ug/mL). As placas foram incubadas 28°C até o
aparecimento de colbnias (dois a trés dias). A transformagdo foi confirmada por PCR de
colonia.

3.5.1 Preparacdo de Agrobacterium tumefaciens competentes

O estoque de Agrobacterium tumefaciens (C58C1) foi riscado em meio YEB sdlido
(item 3.5.2) contendo rifamicina (100 pg/mL) e gentamicina (40 ug/mL), e incubado a 28°C
por 24 horas. Com uma al¢a flambada foi transferida uma col6nia isolada para um tubo falcon
de 50 mL contendo 3 mL de meio YEB (contendo Rf/Gm) que foi incubado a 28°C sob
agitacdo (150 rpm) por 48 horas. Pela manhd, 2 mL da cultura freca foi inoculada em 50 mL
de meio YEB contendo Rf e Gm em erlemayer de 250 mL. A incubagéo foi realizada a 28°C
sob agitacdo constante (150 rpm) até atingir uma DOgoo de aproximadamente 0,6. A cultura
foi dividida em dois tubos falcon de 50mL e incubada no gelo por 20 min. Em seguida, as
células foram precipitadas a 1.000g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
resuspendido em 500pL de uma solucéo contendo CaCh 20mM e glicerol 10%. As células
foram divididas em aliquotas de 100uL acondicionadas em microtubos estéreisde 1,5 mL e
mantidas em freezer -80°C por até sei's meses.

3.5.2Meio YEB para cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para o cultivo de Agrobacterium tumefaciens, foi utilizado o meio YEB contendo 5¢g/L
de extrato de carne, 1g/L de extrato de levedura, 1g/L de peptona, 5g/L de sacarose, 0,002g/L
de MgSOy, pH 7,4. Parameios sdlidos, foi adicionado 1,5% de agar a0 meio de cultura.

3.6 Transformacgdo de Arabidopsis Mediada por Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo de Arabidopsis foi redlizada através do método dip-floral.
Agrobacterium tumefaciens da linhagem C58C1 foram transformados com as construcdes
obtidas (35SZmDofl:HA e 35S0sDof25:HA) como mostrado no item 3.5. Apls a
transformagdo e confirmagdo da mesma por PCR de colbnia foi feito, pela manhd, um pré-
in6culo em 1mL de meio YEB com os antibi6ticos (Sm/Sp), e no final da tarde o volume foi
elevado para 10mL com meio YEB sem antibiético. O cultivo ocorreu por toda a noite, e na
manha do dia seguinte foi quantificada a DO que deveria estar por volta de 2. A estes 10mL
de cultura foram adicionados 40mL de uma solucéo contendo sacarose 10% e silwet 0,05%, e
usado imediatamente. A inflorescéncia das plantas de Arabidopsis que deveriam estar com
muitos botdes florais ainda fechados bi mergulhada nesta solucéo por 2 a 3 segundos e
levemente agitadas. Dez plantas foram utilizadas para cada constru¢éo. Um dia antes da
transformacéo as plantas foram irrigadas abundantemente para ficarem com os estdbmatos bem
abertos, e ap0s a transformacdo as plantas foram mantidas deitadas em bandejas cobertas com
filme PV C por 24 horas. Depois da transformagdo as plantas ndo foram irrigadas nos dois dias
seguintes, a partir de quando a irrigagéo seguiu normamente.

As sementes obtidas foram acondicionadas em microtubos, secas em estufa a 30°C por
dois dias e depois armazenadas em geladeira a aproximadamente 10°C para uso posterior.
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Todas as linhagens transgénicas de Arabidopsis obtidas passaram por avaliacéo
visando identificar aquelas com apenas uma copia do gene, ou sgja, as que apresentaram
segregacdo 3:1 na geragcao T2.

As plantas que sofreram 0 procedimento de transformacéo sdo chamadas de TO, as
sementes destas plantas déo origem as diferentes linhagens chamadas de T1, e as sementes
das linhagens T1 d&o origem a geracdo T2 onde ja é possivel observar a segregacéo. Com o
cultivo das sementes das plantas da geracdo T2 separadamente ja é possivel identificar quem &
heme ou homozigota na geracdo T3. Para as andlises mostradas posteriormente foram
escolhidas apenas as linhagens com apenas uma copia do gene, porém com diferentes niveis
de expressdo dos genes em estudo.

3.7 Analise do Efeito dos Fatores de Transcricdo ZmDof1l e OsDof25 sobre a Expressdo
de Genes do Metabolismo de Nitrogénio e Carbono em Arabidopsis

Para o cultivo em placas de Petri as sementes de Arabdopsis foram inicialmente
lavadas em 1mL de etanol 70% por 30 segundos, seguido de lavagem com hipoclorito de
sodio 1% com 0,025% de tween 20 por inversao durante no maximo 5 minutos. O hipoclorito
foi rapidamente retirado e as sementes lavadas por mais cinco ou Sseis vezes com agua
destilada estéril.

O meio de cultivo das plantas de Arabidopsis em placafoi o MS (Murashige & Skoog,
1962) a ¥ da forca iénica com 1% de sacarose, 0,5g L™t de MES e solidificado com 0,7% de
bacto agar. As sementes ja desinfestadas foram colocadas sobre papel de filtro estéril dentro
de placas de Petri e transferidas para a superficie do meio de cultivo com palitos de dente
estéreis, aproximadamente 40 plantas por placa de 9 mm de didmetro. As placas foram
fechadas e a seguir vedadas com fita microporosa e deixadas invertidas em geladeira a £C
para homogeneizar a germinagdo. As placas foram entdo transferidas para camara de
crescimento a 25°C com aproximadamente 200 pmol de fétons m? s e fotoperiodo de 14
horas.

Duas semanas ap0s a germinagdo, as plantas inteiras foram coletadas e armazenadas
em nitrogénio liquido para caracterizacdo inicial do efeito dos fatores de transcricéo sobre a
expressao de enzimas do metabolismo de cabono e nitrogénio. Para andlise dos metabdlitos
solUveis foi coletada apenas a parte aérea das plantas.

3.7.1 Extracdo de RNA total

Todo o procedimento para extracdo do RNA total foi realizado sobre gelo e as
centrifugacGes a 4°C. Toda &gua usada neste procedimento foi tratada com DEPC para
eliminacdo de RNases. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e
aproximadamente 100 mg de tecido transferidos para microtubos contendo 500uL de tamp&o
de extragéo, composto de 200mM de Tris-HCI pH 7,5, 100mM de LiCl, 5mM de EDTA e 1%
de SDS. Depois de misturadas, as amostras e o tampao de extragdo, foram adicionados 250L
de fenol e 250uL de cloroformio. Esta mistura foi entdo agitada em vértex durante um minuto
e em seguida centrifugada por 10 min a 20.000xg. A fase aguosa foi transferida para novos
tubos ja contendo 250uL de fenol e 250 uL de cloroférmio. Esta mistura foi novamente
agitada em vortex por um minuto, centrifugada por 10 min a 20.000xg e a fase aquosa
transferida para um novo tubo. Apds este procedimento o RNA foi precipitado com um
volume de LiCl 6M durante 16 horas a 4°C. Em seguida as amostras foram centrifugadas por
10 min a 20.000xg, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso com 1mL de LiCl
3M para uma segunda precipitacdo por 10 min a 20.000xg. O sobrenadante foi novamente
descartado e 0 precipitado ressuspenso com 250 yL de HO milliQ-DEPC. ApGs completa
dissolucdo do precipitado foram adicionados 0,1 volume de acetado de sddio 3M (25 uL) e 2
volumes de etanol absoluto (550 pL). Esta mistura foi mantida no freezer -80°C por 2h e
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entdo centrifugada por 15 min a 20.000xg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 300 pL de etanol 70%. Apds a secagem do precipitado o RNA foi ressuspenso em
50 pL de &gua milliQ-DEPC e armazenado em freezer -80°C.

3.7.2 Tratamento com DNase | esintese do cDNA

O RNA total foi quantificado em duplicata no espectrofotdbmetro SmartSpec™ 3000
(BIO-RAD). Trés microgramas de RNA total foram tratados com DNase (DNase |
Amplification Grade — I nvitrogen™) seguindo as instrugdes do fabricante. Trés microgramas
de RNA foram misturados com 3pL do tampéo de reacdo da DNase | 10X, 3uL da DNase |
num volume total de 30uL. A incubagdo da reagdo foi conduzida a 25°C por 15 min, seguida
da adicdo de 3uL de EDTA 25mM e posterior inativacio da DNase | a 65°C por 10 minutos.
A reagdo de sintese do cDNA foi realizada com o kit “TagMan® Reverse Transcription
Reagents” (Applied Biosystem) seguindo as instrucdes do fabricante (Tabela 10).

Tabela 10. Reacdo de Sintese do cDNA utilizando o kit TagMan® Reverse Transcription
Reagents (Applied Biosystem).

Componentes Volume (uL) Concentracao Final
H,O livre de RNase 8,25
Tampédo TagMan 10X 5 1X
MgCl 25Mm 11 5,5mM
Mix dNTPs 2,5mM 10 500uM por dNTP
Primer oligo d(T)1s 50uM 2,5 2,5uM
Inibidor de RNase (20U/uL) 1 0,4U/uL
Transcriptase Reversa
MultiScribe™ (50U/uL) 1.25 1.250/uL
Amostra 11 (1) 0,02ug RNA/UL reacdo
Total 50

3.7.3 Desenho dos iniciador es eexpr essao génica por RT-PCR em tempo real

Todas as sequéncias de mRNA dos genes de Arabidopsis foram obtidas do site
http://www.Arabidopsis.org/. Os primers foram desenhados o mais préximo possivel da
regido 3 -UTR (regido 3' ndo traduzida) devido a utilizacdo de primers oligo-dT para sintese
da 12 fita do cDNA. Para isso, foi utilizado o software Primer Express 3.0 (Applied
Biosystem). As caracteristicas dos primers foram testadas utilizando o software Oligo
Explorer 1.2 fornecido gratuitamente no site http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp . A
especificidade dos primers foi testada através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, ferramenta de busca e alinhamento basico)
(http://www. Arabidopsis.org/Blast/index.jsp).

Foram desenhados primers para 0s seguintes genes: transportadores de aménio de ata
e baixa afinidades que mais contribuem para a absor¢io de N-NH;" por plantas de
Arabidopsis (AMT1.1 e AMT2.1 respectivamente); transportadores de nitrato de alta e baixa
afinidades que mais contribuem para a absorcdo de N-NOsz em plantas de Arabidopsis
(NRT2.1 e NRT1.1 respectivamente); fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC1 e PEPC2);
piruvato quinase (PK1 e PK2); isocitrato desidrogenade NAD™-dependente mitocondrial mais
abundantes em plantas de Arabidopsis (IDH1, IDH2, IDH5 e IDHG6); isocitrato desidrogenase
NADP*-dependente citosolica (ICDH1, ICDH2 e ICDH3); glutamato desidrogenase (GDH1 e
GDH2); glutamina sintetase citosdlica (GS1.1, GS1.2 e GS1.3); glutamina sintetase
cloropléstica (GS2) e ubiquitina 14 (Ubi14). Toda a lista de primers, bem como o nimero de
acesso de cada um dos genes sdo0 mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11. Sequéncias dos primers utilizados nas reagdes de RT-PCR em tempo red e
nimero de acesso dos genes para busca no site http://www.Arabidopsis.org/.

Gene Primer Forward Primer Forward N° acessc
AMT1.1 5 -CACAACAACGTTAGCTGGCTG-3 5 -CCAATGTCCCGAGAGTAGACG-3 AT4G13510.1
AMT2.1 5 -TCTGTCATCGGAGCAATTCAAG-3 5 -AGCTGCCCATGTTTGGATCA-3 AT2G38290.1
NRT1.1 5 -CGTCCACGCTCAATTAACGA-3 5 -CGATGGAACGGTCCAATGTC-3 AT1G12110.1
NRT2.1 5 -CTTGCGGAGCCACCTTTG-3 5 -TTAAACCCGAGATGATGCCTAGA-3 AT1G08090.1
PK1 5 -CGAGCAACTCCACTTCCAATG-3 5 -CGCTTTGTTAGCAGTCCGTACA-3 AT5G08570.1
PK?2 5 -ACGAGCAGAAGCCACAGATGT-3 5 -TTCTCCGCTAAGCATCACACA-3 AT5G63680.1
PEPC1 5 -TGCGACCACACATTTCTAAGGA-3 5 -GCGTATTCGCTAGTCGGGTTA-3 AT1G53310.1
PEPC?Z 5 -TGGACGAGGAGGTGGACCTA-3 5 -GTTACCCTCAATTGCCCATGA-3 AT2G42600.1
IDH1 5 -CGGTCATTGCAAAACTAGACTGA-3 5 -TTTGGCAACACAAAATCTGTATCA-3 AT4G35260.1
IDH2 5 -CCAACTTCGCTTGTGTAAAGCA-3 5 -TCGAAAGAATGTGGGAACTAGAAGTA-3 AT2G17130.1
IDH5 5 -AGAACAAATCCACAGTGCAATCA-3 5 -CCGTGGTGGTCGAACTACCT-3 AT5G03290.1
IDHG 5 -GGTTCCTCAACTACAACAGATTTCAC-3 5 -GGAAGATCCAATAAGTAAGTAAGGAAAG-3 AT3G09810.1
ICDH1 5 -GGGCTATTGCATGAATAAAAGGA-3 5 -GAGAAAGAAGGGCTAAAAAGATTCAA-3 AT1G54340.1
ICDH2 5 -GCACAAGGATTCGGGTCACT-3 5 -CGCTTCAGCTTCAATCGTCTT-3 AT1G65930.1
|CDH3 5 -GGACAAGAAACCAGTACTAACAGCATA-3 5 -CCAGTTTCGCCCTGTGTTCTA-3 AT5G14590.1
GDH -NAD;B1 5 -TCCATACTGGTTGAGGATTGTGA-3 5 -TCATTCGCATTCTCCCTGTTG-3 AT5G18170.1
GDH-NAD;A1 5 -AAGTGGTTGCAGTAAGCGACATT-3 5 -AGTTGCGTCCTTGTGTTTTATGAG-3 AT5G07440.1
GS1.1 5 -GTCATGTGCGATGCGTACACT-3 5 -CCGCAGCGTGTCTTTTGTTA-3 AT5G37600.1
GS1.2 5 -CATCCTTGTTATGTGTGATGCTTACA-3 5 -CGCAGCATGTCGCTTGTTAG-3 AT1G66200.2
GSl1.G 5 -CAAGAGGCACAACGCTGCTA-3 5 -TTCTTGCTCAATCCCATACCAA-3 AT3G17820.1
GS2 5 -GTGACCTCACTTTTGGCAGAGA-3 5 -TGAGCTGCAAGGGCTTCAG-3 AT5G35630.1
ZmbDof1 5 -ACGAGGACTCGTTCGTGTG-3 5 -GGGAGGTTGAGGAAGATGC-3 X66076.1*
OsDof2tE 5 -ACTCGTTCACGGACCTCCT-3 5 -CTTGGTGATGGACGGGTAGT-3' LOC_0s08938220.1 #
Ubil14 5'-TCACTGGAAAGACCATTACTCTTGAA-3' 5'-AGCTGTTTTCCAGCGAAGATG-3' AT4G02890.1

* NUmero de acesso no NCBI (National Center for Biotechnology Information). # Lécus
génico (http://www.tigr.org/tdb/e2kl/ osal/).

A reacdo de sintese do cDNA foi diluida 5X para utilizagdo nas reacdes de RT-PCR
em tempo real. O gene da ubiquitina 14 de Arabidopsis foi utilizado como padréo interno nas
reacOes de PCR. As reacOes de RT-PCR em tempo real foram feitas no aparelho StepOne
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o kit Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) seguindo as recomendagOes do fabricante. Todas as
reacOes foram feitas em duplicatas e ndo houve mais de 5% de variagdo entre tais duplicatas
devido a grande sensibilidade desta andlise. A reacdo foi montada em placas de PCR da
seguinte maneira: 10puL do tampéo Power SYBR Green PCR Master Mix 2X, 5uL de uma
solucdo de primers 3,2uM cada e 5uL do cDNA diluido, com volume fina de 20uL. A placa
foi selada com filme otico apropriado, agitada por dois minutos em vortex préprio e
centrifugada a 4.000g por 3 min a 25°C. A reacdo foi colocada no aparelho com a seguinte
programacao: 95°C 10 min seguida de 40 ciclos de 95°C 15 seg e 60°C 1min. Uma curva de
“melting” foi adicionada ao programa para identificar possiveis amplificacOes inespecificas.
Nenhum gene estudado mostrou amplificagdes inespecificas, validando todas as andlises de
expressao feitas neste trabal ho.

3.8 Andlise de Metabdlitos Soluveis

Amostras de um grama de materia coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e apos particdo com cloroférmio (Fernandes, 1984) a fragéo
soltvel obtida foi utilizada para a determinagdo dos teores de N-amino livre (Yemm &
Cocking, 1955), N-NOs™ (Cataldo et al., 1975) e acUcares olaveis (Yemm & Willis, 1957).

3.9 Determinacdo da Atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH) e da Malato
Desidrogenase (MDH) em Gel Nativo de Poliacrilamida (Native-PAGE)

Sementes de Arabidopsis tipo selvagens (WT) e mutantes (superesxpressando o fator
de transcricdo OsDof25), foram cultivadas como descrito no item 3.7.

Duas semanas apés a germinacdo, 0,1 gramas da parte aérea e de raizes das plantas
foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido para posteriores andlises. Cada amostra
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vegetal foi homogeneizada em tampédo de extracdo composto por 50mM de Tris-Cl pH=8,0,
1mM de EDTA, 1,5% de polyvinylpolypirrolidone (PVPP), 10mM de dithiothreitol (DTT),
30% de glicerol e 1ImM de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas na mesma solucéo tampéo de extracdo, na
proporcao 3:1 (tampdo : amostra). O homogenato foi centrifugado a 14.000g durante 30 min e
0 sobrenadante (extrato protéico) armazenado no freezer - 80°C.

O contetido de proteina foi determinado como descrito por BRADFORD (1976),
usando albumina de soro bovino como padr&o. Para determinacéo da atividade da glutamato
desidrogenase (GDH) uma aliquota do extrato protéico contendo 100ug de proteina foi
carregada em gel de acrilamida de 2 mm de espessura composto de gel de separacéo 5% e gel
de empilhamento 4%. O pH do gel de separacéo foi modificado para pH=8,0 e o do gel de
empilhamento para pH=7,3, 0 que permite uma melhor separacéo das isoenzimas de GDH. O
gel correu por 4h em amperagem constante de 20 mA. Para revelacdo, o gel foi imerso em 50
mL de uma solucéo contendo 100mM de Tris-Cl pH=9,3, 556mM de L-glutamato, 0,5mM de
CaCl;, ImM de NAD", 2mg de PMS e 10mg de NBT (Azul de Nitro-Tetrazdlio). Apds o
completo aparecimento das bandas o gel foi armazenado em glicerol 10% e depois escaneado.

Para a enzima malato desidrogenase (MDH), uma aliquota do extrato protéico
contendo 100ug de proteinafoi carregado em gel de acrilamida composto de gel de separacéo
8% e gel de empilhamento 5%, segundo LEAMMLI (1970). O gel correu dutante uma noite
em amperagem constante de 10 mA. O gel foi incubado a 30°C durante 30 min em uma
solucéo contendo 100mM de Tris-Cl pH 7,5, 1,5 mL de DL-malato 1M pH 7,5, 15mg de
NAD", 2mg de PMS e 10 mg de NBT. Apds o aparecimento das bandas o gel foi armazenado
em glicerol 10% e depois escaneado.

3.10 Determinacdo da Atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH) Aminacéao e
Desaminacdo

A atividade foi realizada como descrito por TURANO et d. (1996). O tampéo de
extragdo de proteinas foi 0 mesmo do item 3.9. Na reacdo de aminagdo, a atividade da GDH
foi determinada em 500 uL de uma solugdo contendo 100 mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de
(NH4)2S04, 13 mM de 2-OG, 0,25 mM de NADH (adicionado na hora do ensaio),
1 mM de CaCl, e 50 ug de proteina. A reacdo foi iniciada com aadicdo da proteina e a
cinética da atividade foi obtida em dois minutos com registro a cada 10 segundos. A atividade
foi expressa pelataxa de decréscimo da densidade 6tica com o tempo a 340 ?m. Nareacdo de
desaminacdo, a atividade da GDH foi determinada em 500uL de uma solugdo contendo
100 mM de Tris-HCI pH 9,3, 35 mM de L-glutamato, 0,25 mM de NAD" (adicionado na hora
do ensaio), 1 mM de CaCk e 50 pg de proteina. A reacdo foi iniciada com a adicéo da
proteina e a cinética foi a mesma dareacdo de aminacdo. A atividade foi expressa pela taxa de
aumento da densidade 6tica com o tempo a 340 ?m.

3.11 Determinacéo da Atividade de Glutamina Sintetase (GS)

A atividade foi realizada como descrito por FARDEN e ROBERTSEN (1980). O
tampdo de extracdo de proteinas foi o mesmo do item 3.9. A atividade foi realizada em
500 uL de uma solugdo contendo 50 mM de Imidazol-HCI pH 7,5, 5mM de hidroxilamina
neutralizada com Tris, 20 mM de MgChb, 25 mM de L-glutamato, 5 mM de [3- mercaptoetanol
e 5mM de ATP. O controle da reacéo foi realizado sem a adicdo de ATP no meio de reacéo.
A reacéo foi iniciada pela adicdo de 50 g de proteina ja incluidos nos 500 UL da reacdo e
conduzida a 30°C durante 30 min. A reacdo foi paralizada pela adicdo de 350uL de uma
solugdo composta por 4% (p/v) de acido tricloroacético — TCA e 3,2% (p/v) de cloreto férrico
anidro — FeClz preparada em HCI O0,5N. O ?glutamil monohidroxamato (GHD) foi
colorimetricamente determinado em ?=540 nm.
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3.12 Determinacéo da Atividade da I socitrato Desidr ogenase NADP'-dependente

A aividade da Isocitrato Desidrogenase NADP*-dependente foi realizada como
descrito por SCHIAVON et a. (2008). O tampédo de extracdo de proteinas foi 0 mesmo do
item 39. A dividade foi determinada em 500uL de uma solugdo contendo 88mM de
Imidazol- HCI pH 8,0, 3,5mM de MgCh, 0,41 mM de NADP" (adicionado na hora do ensaio),
0,55mM de isocitrato de sodio e 50ug de proteina. A reacéo foi disparada com a adicdo da
proteina e uma cinéticafoi realizada a cada 10 segundos durante dois minutos. A atividade foi
expressa pela taxa de acréscimo da densidade ética a 3407m pelo tempo.

3.13 Analises de Regides Promotor as de Genes que Sofreram Inducdo Pelo OsDof25

As andlises das regifes promotoras foram feitas manualmente contemplando
aproximadamente 1000 pb upstream (antes do local de inicio da transcricdo dos genes). O
motivo de ligacdo dos genes da familia dos fatores de transcricdo Dof ja estAd bem
caracterizado (YANAGISAWA, 2004). Todas as proteinas Dof exceto uma proteina de
abobora (KISU et a., 1998) reconhecem o motivo AAAG como elemento essencial para
ligacdo do Dof a molécula de DNA in vitro (para revisdo YANAGISAWA, 2002).
YANAGISAWA e SCHMIDT (1999) analisaram sistematicamente quatro proteinas Dof de
milho com DNA sintetizado deixando claro o absoluto requerimento de uma sequéncia
AAAG e mostrou que a sequéncia gque flanqueia do motivo AAAG exerce efeito limitado
sobre a interagdo Dof-DNA.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Andlise da Resposta do OsDof25 ao N-NO3 em plantas de arroz da variedade
Nipponbare.

Houve aumento significativo nos niveis de expressao do fator de transcricdo OsDof25
apos o ressuprimento com N-NOs™ tanto na parte aérea quanto nas raizes da plantas de arroz
da variedade Nipponbare (Figura 11). Este tratamento reflete as mudangas nos niveis de
expressao génica do OsDof25 apds transferéncia das plantas de uma condicéo de déficit de N
(72h sem N) em solucéo, paratrés horas de exposi¢cdo a uma nova solucéo contendo 2 mM de
N-NOs". Este desenho experimental permite identificar genes que sdo responsivos tanto ao
ressuprimento com N-NOsz  quanto a deficiéncia, pois compara a expressao em plantas
nutridas permanentemente com este nutriente.

3,5 25 - _
A) NO, - PA. B) NO, - Raiz
3,0 1
T 20
g 25 : g |
38 ,,] SR 15 J
xs vayo]
Qo © I Q 2
1] c 1]
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Const Ressup Defic Const Ressup Defic

Figura 11. Efeito do ressuprimento e da deficiéncia de N-NOs™ sobre a expresséo relativa do
fator de transcricdo OsDof25 na parte aérea (A) e nas raizes (B) de plantas de arroz da
variedade Nipponbare. Const: teor constante de N (2mM); Ressup: 72h sem N seguido
de ressuprimento com 2 mM durante 3 horas, e Defic: 75 horas sem N. O gene da actina
foi utilizado como padrdo interno nas reacbes de PCR. Barras representam desvio
padréo da média.

Com o ressuprimento de N as plantas que ficaram 72 h sem esse nutriente, houve
maior expressdo do OsDof25 na parte aérea em relagdo as plantas que receberam N constante.
O mesmo aconteceu também nas raizes (Figura 11). O aumento de expressdo deste fator de
transcricdo na parte aérea e raizes de plantas submetidas ao ressuprimento de N mostra algum
envolvimento deste fator de transcricdo no controle da expressdo de genes envolvidos em
rotas metabdlicas envolvendo este nutriente.

Na parte aérea, a deficiéncia de N também provocou aumento da expressdo do
OsDof25 (Figura11A). Por outro lado, nas raizes a deficiéncia causou uma reducdo nos niveis
de expressdo deste gene (Figura 11B). Este resultado sugere que a participacdo deste fator de
transcricao é diferente entre as partes da planta sob condicéo de déficit de N.

A constatacdo de que este fator de transcricéo responde a disponibilidade nitrogénio é
um forte indicio do seu envolvimento no controle do metabolismo de N e C e foi determinante
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para prosseguirmos com a clonagem e expressao deste fator de transcricdo em plantas de
Arabidopsis.

4.2 Amplificacdo dos Genes ZmDofl e OsDof25 e Congrucdo dos Sitios de
Recombinacéo

A seqguércia codante do gene OsDof25 possui 831pb, no entanto, para que fosse
possivel a obtencdo de um bom par de primers foi necessario amplificar uma regido de 978
pb, iniciando antes do codon de iniciagdo e incluindo no primer reverso o cédon de
terminagdo (Figura 12). Os primers utilizados podem ser vistos na (Tabela 4).

M 1 2 3

1000ph —>

600ph —>

Figura 12. Amplificacdo do gene OsDof25 do genoma nuclear da variedade de arroz
Nipponbare sp. japonica. M - Marcador 100bp DNA Ladder (Invitrogen), 1 - sem
Enhacer, 2 - com 0,5X do PCR Enhacer, 3 - com 1X do PCR, Enhacer.

Quanto a0 ZmDof1, a regido codante possui 717bp. Os primers desenhados para este
gene incluem os codons de iniciagdo e terminagdo e o tamanho do fragmento amplificado foi
de 720 pb figura 13). Como pode se observado nesta figura, houve a amplificacdo de
fragmentos inespecificos e/ou a dimerizacdo de primers, com fragmento majoritario de
tamanho esperado. O problema destes fragmentos menores pode ser bastante reduzido no
passo de purificagdo do fragmento de PCR com PEG 8000/30mM MgCh.

600ph —»

Figura 13. Amplificacdo do gene ZmDof1 do genoma nuclear da linhagem de milho H84. M -
Marcador 100bp DNA Ladder (Invitrogen), 1 - com 1X do PCRy Enhacer.

Ambos os genes OsDof25 e ZmDof1l possuem alto contetido de CG, o que dificultou a
reacdo de PCR e exigiu a utilizagdo de uma DNA polimerase mais robusta, neste caso a
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Platinum Pfx (Invitrogen). Também foi indispensavel a utilizacdo de 1X do tampdo PCRXx
Enhacer incluso no kit desta enzima.

As reagdes de PCR para construcéo dos sitios de recombinacdo nos genes OsDof25 e
ZmDof1 podem ser vistas na Figura 14. Para cada gene, foram realizadas duas reacoes de PCR
para construgdo dos sitios de recombinagdo. Primers hibridos foram utilizados para este fim.
O primeiro par de primers anelou-se no gene e levou metade do sitio de recombinacéo e o
segundo par anelou na primeira metade do sitio de recombinacdo e levou a outra metade.
Assim, ap6s estas duas rodadas de PCR, obtivemos os genes fusionados com os sitios de
recombinacdo attB1l e attB2, necessarios para entrada no sistema de clonagem Gateway. Os
primers utilizados podem ser vistos na Tabela 5.

Figura 14. Amplificagdo dos genes OsDof25 e ZmDof1 com o sitio de recombinacdo attB. M
— marcador 100bp DNA Ladder; 1 e 2 - primeira e segunda reagcOes respectivamente,
para a construcéo do sitio de recombinacéo attB para o gene OsDof25; 3e4 - primeirae
segunda reacdes, respectivamente, para a construcao do sitio de recombinacao attB para
0 gene ZmDof1.

4.3 Reacao BP para Obtencdo dosVetoresde Entrada

Os vetores de entrada sdo aqueles utilizados na reagdo de recombinagéo multipla para
obtencdo do vetor de expressdo (vetor utilizado paraa transformagéo das plantas). A reacéo
de recombinacdo BP esta descrita no item 3.4.2.

Apos areacdo BP, foi necess&rio verificar se realmente houve a clonagem do gene de
interesse, 0 que foi feito através da digestdo dos clones obtidos com as enzimas de restricéo
Pstl e EcCoRV para o vetor pENTR-ZmDof1 (Figura 15) e com EcoRV e Sall para o vetor
PENTR-OsDof25 (Figura 16). Para cada confirmacdo foram utilizadas duas enzimas de
restricdo, uma delas cortando no fragmento clonado (gene) e a outra no vetor (Figura 15 e 16).

Uma andlise de restricdo foi feita com o software “Vector NTI Advance 10" e a
confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos foi feita através da visualizacdo em gel de
agarose 1% (Figura 17). Foram obtidos diversos clones para cada um dos genes (Figura 17).

ApbGs a reacdo de clonagem e confirmagdo por restri¢do, foram escolhidos dois clones
de cada gene e enviados para sequienciamento. O resultado mostrou completa similaridade
com as sequércias depositadas para os dois genes.
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attL2
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Smal (3064) ECRV (103)
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Sacl (2946) M13R

ZmDof1

___Kan(R)
attL1
M13(-20) F

M13 (-40) F;\

rrnB T1 Term.

PENTR-ZmDof1l
3261 bp

B T2 Term.

Figura 15. Vetor de entrada, pENTR-ZmDof1 obtido apos reagdo BP. Vetores construidos
com o Software “Vector NTI Advance 10" da Invitrogen.

attL2
T7promoter
EcoRV (103)

Pstl (3318
Sac | (3273)
OsDof25

T7 primer
M13R

Kan(R)

sall (2729)
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M13 (-20) F\ﬁ
—=F
M13 (-40) F
rrB T1 Term.

rmB T2 Term.

pENTR-OsDof25
3513 bp

—f

Figura 16. Vetor de entrada, pENTR-OsDof25 obtido apés reacdo BP. Vetores construidos
com o Software “Vector NTI Advance 10" dalnvitrogen.



Figura 17. Confirmacdo por digestédo dos vetores pENTR-ZmDofl e pENTR-OsDof25 com
as enzimas de restricéo Pstl e EcoRV, e Sall e ECORV respectivamente. M — marcador
?Pstl; (1 a10) — clones obtidos com o gene ZmDof1; (11 a 20) — clones obtidos com o
gene OsDof25.

44 Reacdo LR para Obtencdo das Construcdes Usadas na Transformacdo de
Arabidopsis

A reacdo LR, ou reacdo de recombinacdo mulltipla esta descrita no item 3.4.4 e
ilustrada na Figura 8. Esta reagéo permite a clonagem de trés fragmentos de PCR (promotor,
gene e terminador) na orientagdo correta dentro de um vetor que sera utilizado para
transformacao das plantas. A confirmacéo destas construcdes foi realizada através da digestdo
dos clones obtidos com as enzimas de restricdo EcoRI e EcoRV para os dois vetores de
superexpressdo 35SZmDofl:HA (Figura 18) e 35S:0sDof25:HA (Figura 19). Os fragmentos
liberados apls digestdo foram de 1.627 e 1879 pb para o 35SZmDofLHA e
35S:0sDof25:HA respectivamente, como pode ser visto no gel da Figura 20.

Estes vetores foram introduzidos na linhagem C58C1 de Agrobacterium tumefaciens
(item 3.5), utilizada para atransformacéo das plantas de Arabidopsis (item 3.6).
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Pst (11795
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ZmDof1 M13F
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EcdrV (11044)
P-35S

Hirdll (313)
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attB4 3 ‘\\ ‘ Sad (741)
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Figura 18. Vetor para superexpressao do gene ZmDofl em Arabidopsis sob o controle do
promotor 35S e fusionados a um tag de HA (peptidio de fusdo). Vetor construido com o
Software “Vector NTI Advance 10” da Invitrogen.
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Figura 19. Vetor para superexpressdo do gene OsDof25 em Arabidopsis sob o controle do
promotor 35S e fusionados a um tag de HA. Vetor construido com o Software “Vector

NTI Advance 10" dalnvitrogen.
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Figura 20. Confirmagao por digestdo das construgoes dos vetores para superexpressao em
Arabidopsis pEXP-ZmDof1-HA (clones de 1 a 5) e pEXP-OsDof25-HA (clones de 6 a
10). M — ?Pstl.

4.5 Andlise Funcional dos Fatores de Transcricdo ZmDof1 e OsDof25

Para verificar se 0 OsDof25 é realmente 0 ortdlogo do ZmDof, como determinado pela
andise de similaridade das sequéncias polipeptidicas das proteinas e das sequiéncias codantes
dos genes (Figura 1 e 2), foi conduzido um estudo comparativo dos efeitos da superexpresséo
destes fatores de transcricéo sobre o fendtipo das plantas transformadas, metabdlitos solveis,
aém da enzima piruvato quinase, cuja expressdo € regulada positivamente pelo ZmDofl
(YANAGISAWA, 2004).

Obtivemos linhagens de Arabidopsis transgénicas com diferentes niveis de expressao
dos genes ZmDof1 (Figura 21) e OsDof25 (Figura 23). ParaZmDof1, foram analisadas apenas
as linhagens com os mais baixos niveis de expressao (Zml, Zm2 e Zm4), pois as linhagens
com niveis elevados de expressdo deste fator de transcricéo ndo cresceram satisfatoriamente.
Ja para o OsDof25, foi possivel avaliar, dentre as linhagens obtidas, aguelas com niveis de
expressao intermediarios a elevados (0Osl, Os3 e 0sl14).

Foi possivel notar que a medida que os nivels de expressdo se elevavam, as plantas
apresentavam fendtipos com clorose e acumulo de antocianina, aém de dificuldade de
crescimento (Figura 22 e 24). Estes dados sugerem modificagdes dréasticas no metabolismo
destas plantas, visto gue as linhagens com os niveis mais elevados de expressdo apresentaram
dificuldades marcantes de desenvolvimento (Figura 22 e 24).
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Figura 21. Expressdo do gene ZmDofl em diferentes linhagens de Arabidopsis transgénicas.
* Linhagens escolhidas por apresentar apenas uma insersdo do gene e crescimento
satisfatorio; as linhagens de maior nivel de expressso ndo desenvolveram
satisfatoriamente. O gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o
célculo da expressdo génica relativa. Barras representam desvio padrdo da média.

Figura 22. Fendtipos de algumas linhagens de Arabidopsis transgénicas com diferentes niveis
de expressdo do gene ZmDof1l. Aproximadamente 40 sementes por placa. Platulas com
duas semanas apis a germinacao.
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Figura 23. Expressdo do gene OsDof25 em diferentes linhagens de Arabidopsis transgénicas.
* Linhagens escolhidas por apresentar apenas uma inser¢do do gene; todas as linhagens
trasformadas com este gene desenvolveram satisfatoriamente, e, portanto escolhemos
trés com diferentes nivels de expressdo do OsDof25. O gene da ubiquitina 14 foi
utilizado como padréo interno para 0 caculo da expressdo génica relativa. Barras

representam desvio padrdo da média.

Fi'gura 24. Fendti po de algumas linhagens de Ai dopsis transgénicas com derent&s niveis
de expressdo do gene OsDof25. Aproximadamente 40 sementes por placa. Platulas com

duas semanas apos a germinagao.
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A oObservagdo de que as plantas transformadas apresentam dificuldade de
desenvolvimento pode estar em parte relacionada com um aumento da capacidade de
absorgdo de N-NH," por essas plantas. Foram feitas andlises de expressio génica em tempo
real de aguns transportadores de amonio e verificorse que houve aumento significativo na
expressao dos principais transportadores de amonio (AMTS) de alta e kaixa afinidade em
Arabidopsis (AMT1.1 e AMT2.1), respectivamente (Figura 25). Os niveis de expressdo dos
AMTs aumentaram tanto nas linhagens superexpressando o ZmDof 1 (Figura 25A) quanto nas
linhagens superexpressando o OsDof25 (Figura 25B). No entanto, 0s maiores incrementos nos
niveis de expressao foram observados com o gene OsDof25.
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Figura 25. Expresséo génica de alguns transportadores de amonio em linhagens transgénicas
de Arabidopsis superexpressando o ZmDofl (A) e o OsDof25 (B). A expressao génica
foi calculada usando como referéncia a planta selvagem (WT). O gene da ubiquitina 14
foi utilizado como padrdo interno para o clculo da expressdo génica relativa. Barras
representam desvio padrdo da média.

Estas plantas foram cultivadas em % forga iénica do meio MS, que contém 10 mM de
amoénio e 20 mM de nitrato. Essa concentracdo de aménio € extremamente devada, e um
possivel aumento de absorcdo promovida pelo aumento de expresséo dos AMTSs pode de fato
causar efeito toxico. Essa suspeita foi levantada pela observacdo de que em placas
contaminadas por fungos, a area sob influencia deste microorganismo possibilitava um
melhor desenvolvimento das plantas, revertendo o fendtipo de clorose

Ambos os fatores de transcricdo, ZmDof1 e OsDof25 provocaram aumentos nos niveis
de expressdo de dois genes da piruvato quinase (PK1 e PK2), onde o OsDof25 proporcionou
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niveis mais elevados de expressdo desta enzima que o ZmDof1 (Figura 26). YANAGISAWA
et a. (2004) ja relataram que 0 ZmDof1 provocava aumento dos niveis de expressdo desta
enzima. O fato do OsDof25 produzir a mesma resposta do ZmDof1 reforca a informacéo
fornecida pel os dendrogamas de similaridade (Figura 1 e 2) de que o OsDof25 é o ortélogo do
ZmDof1 em arroz.

20 2,0

A) AtPK1 AtPK 2
1
g 15 L = g 15 Bl
® ~ T ~
T I 39
o _\é_ —E— @ ;é_ —I—
x% § 10 1§ § 1,0 £
— 3 — 3
2 2
w 05 w 0,5
0,0 T T T T 0,0 T T T T
WT Zml Zm4 Zm2 WT Zml Zm4 Zm2
3,0 3,0
B) AtPK1 AtPK 2
2,5 % =T 25 Ea
© © ———
> £ >
5 ~20 8 20 Ea
g g

€ssao

(ubil14:pk2)
l_\
[6)]

€ssao

(ubil4:pk1)
[y
(2]

Expr
=
©

Expr
L
o

o
[&)]
o
[¢;]

0,0 00

WT Osl Os3 Osl4 WT Osl Os3 Osl4

Figura 26. Expressdo génica da enzima piruvato quinase (isoformas PK1 e PK2) em
linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando os genes ZmDofl (A) e
OsDof25 (B). A expressdo génica foi calculada usando como referéncia a planta
selvagem (WT). O gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padr&o interno para o
calculo da expressdo génica relativa. Barras representam desvio padréo da média.

Além de verificar o efeito desses fatores de transcricdo sobre a expressdo da enzima
piruvato quinase, nés também analisamos alguns metabdlitos sollveis nestas plantas quando
crescidas em meio MS a2 daforgaidnica. Foi possivel observar aumentos significativos nos
niveis de N-amino livre nas plantas transformadas com ambos os genes (Figura 27). Apenas a
linhagem Zm1 n&o diferiu das plantas selvagens, mas isso pode ser decorrente do baixissimo
nivel de expresséo do ZmDof1l nesta linhagem (Figura 21). As plantas superexpressando o
OsDof25 mostram correl agéo negativa entre N-amino e agUcares (R=0,56).

52



A) 180 14 60
_ - Aclc. sollveis
160 N-NO, " N-amino
w E3 w 50
S 1401 s T8
"o 120 "> 107 % =
120 5 o 40 £
o’ 100 B B 8 81 =
Z 8 £ 30
Z 80 - o gl ;
o @ pd
S 60 3 )
5 S, 2 201
[e]
E 40 £ =
20 21 a
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
WT Zml Zm4 Zm2 WT Zml Zm4 Zm2 WT Zml Zm4 Zm2
B) 180 14 60 )
160 4 N-NO; b Agic. soltiveis N-amino
I 50
; 140 | E s LzL B3
- - <10 - -
= 120 - o o 40 4
' — o
o’ 100 B 81 £
- g 5 30
z 80 - o 6 =
S 60 - 3 3 20
o} 5 41 S
E 401 £ E
2 4 10 1
20 1
0 T 0 T

WT Osi 0s30si4 WT Osi OS3 Osi4 WT Osi Os3 Osi4
Figura 27. Teores de N-NOs", agUcares soltveis e N-amino livres em linhagens transgénicas
de Arabidopsis superexpressando os genes ZmDofl (A) e OsDof25 (B). Barras

representam desvio padrdo da média.

4.6 Andlise Funcional Detalhada do Fator de Transcricdo OsDof25

Depois de verificado que o OsDof25 é o ortdlogo do ZmDofl em arroz, nos
conduzimos um experimento apenas com as linhagens de Arabidopsis superexpressando o
OsDof25. Neste experimento foram utilizadas apenas trés linhagens de Arabidopsis
transgénicas com diferentes nivels de expressdo e que apresentaram segregacdo 3:1 na
geracdo T2, ou sgja, com gpenas uma copia do gene OsDof25; Osl, Os3 e Os14 (Figura 23).

As linhagens apresentaram aumento da expressao génica de transportadores de alta e
baixa afinidades para absorcdo de aménio, AMT1.1 e AMT2.1 respectivamente (Figura 25).
LOQUE e VON WIREN (2004) relataram que a privagdo de N e a presenca de carboidratos
solUveis produziam aumentos dos niveis de transcricdo de genes AMT em A. thaliana, onde
AMTL1;1 e AMTL;3 teve seus transcritos aumentados com a remocgédo da fonte de N, enquanto
gue transcritos de AMT1;2 e AMT2;1 aumentam apenas depois de um longo periodo de
deficiénciade N.

Neste trabalho, as plantas foram crescidas em meio MS com metade da forca idnica,
ou sgja, com aproximadamente 20mM de NOs™ e 10mM de NH;". Dessa forma, as condiges
para aumento de expressdo destes transportadores ndo foram oferecidas, mas ainda assim,
houve aumento significativo da expressdo destes transportadores, sobretudo na linhagem com
maior nivel de expressdo do OsDof25 (Figura 25B). Este resultado sugere que o fator de
transcricdo OsDof25 pode estar envolvido no controle da transcrigdo destes transportadores de
amonio.

N&o houve aumento de expressdo do transportador de nitrato de baixa afinidade
(NRT1.1), no entanto houve forte repressdo da expressdo do transportador de alta afinidade
(NRT2.1) (Figura 28).
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Figura 28. Expressdo génica de transportadores de NO3™ de baixa (AtNRT1.1) e alta afinidade
(AtNRT2.1) em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene
OsDof25. A expressao génica foi calculada usando como referéncia a planta selvagem
(WT). O gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o caculo da
expressao génicarelativa. Barras representam desvio padrdo da média.

Na tentativa de identificar as moléculas responsaveis pela inducdo e repressdo dos
transportadores de NO3", ha pouca discordancia de que o NOs™ é o indutor natural dos
transportadores de alta afinidade (GLASS, 2003). Por outro lado, estudos para identificar
metabdlitos responsaveis pela repressdo destes, tém mostrado que o status de N e o
reservatorio interno de NO3z™ ndo sdo importantes para sua repressao, mas sim os produtos da
reducdo do NOz como o NH4*, a glutamina e outros aminoécidos (ZHUO et al., 1999;
GLASSet a., 2002; ORSEL et al., 2002).

Neste trabalho foi possivel observar um aumento significativo nos teores de N-amino
nas linhagens transgénicas superexpressando o OsDof25 (Figura 27). Estes resultados
corroboram os obtidos para a expressao dos transportadores de amoénio (Figura 25). O aménio
absorvido pelas plantas deve ser prontamente assimilado para evitar efeitos toxicos, o que
pode gerar aumento no pool de N-amino livre, fato este, observado neste trabalho (Figura 27).
Assim, aforte repressio da expressao génica dos transportadores de alta afinidade para nitrato
pode ser devido a0 aumento do contelldo de N-amino observado nas linhagens transgénicas
estudadas.

Apesar de ter ocorrido elevado aumento nos teores de N-amino livre, a redugdo nos
teores de aglcares solUveis sO pode ser observada com clareza na linhagem que apresentou
maior nivel de expressdo do OsDof25, a Osl4 (Figura 27). De qualquer forma, houve uma
correlacdo negativa entre N-amino livre e teores de agUcares solUveis (R=0,56).

Houve aumento de aproximadamente duas vezes na expressdo da enzima piruvato
quinase, isoformas 1 e 2 (Figura 26B) em linhagens transgénicas de Arabidopsis
superexpressando o gene OsDof25 e também foi possivel observar aumento de expressdo da
enzima fosfoenol piruvato carbolixase isoformas 1 e 2 (Figura 29).
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Figura 29. Expressdo génica da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (isoformas PEPCL e
PEPC2) em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene OsDof25.
A expressdo génica foi calculada usando como referéncia a planta selvagem (WT). O
gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o calculo da expressao
génicarelativa. Barras representam desvio padréo da média.

Na glicdlise, a piruvato quinase catalisa a conversdo do fosfoenolpiruvato (PEP) a
piruvato, que por sua vez pode entrar na mitocondria e alimentar o ciclo de Krebs (Figura 30).
A fosfoenolpiruvato carboxilase catalisa a conversdo do PEP a oxalacetato (AOA), este
ultimo pode sofrer acdo da malato desidrogenase citosélica (MDH) e dar origem ao malato,
que por sua vez também pode também entrar no ciclo de Krebs (Figura 30).
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Figura 30. llustragdo da interacéo entre o0 metabolismo de C e N. Aqui desconsideramos 0
processo de fotorrespiragéo. Modificado de HODGES et al. (2003). RuBP: Ribulose 1,5
bisfosfato; Glu: glutamato; Gln: glutamina; PEP: fosfoenolpiruvato; OAA: oxalacetato;
ACOA: acetil coenzima A; cPK: piruvato quinase citosdlica, PEPc: fosfoenolpiruvato
carboxilase; MDH: malato desidrogenase; PDH: piruvato desidrogenase; IDH: isocitrato
desidrogenase NAD"-dependente; ICDH: isocitrato desidrogenase NADP*-dependente;
NR: nitrato redutase; NiR: nitrito redutase; GS. glutamina sintetase; GOGAT:
glutamato sintase; DCT: transportador di/tricorboxilato; DiT1: transportador de 2-
oxolutarato/malato; DiT2: transportador de glutamato/malato.

YANAGISAWA e SHEEN (1998) ja& mostraram através de ensaio de mobilidade
eletroforética que o Dofl de milho foi capaz de se ligar a0 promotor da fosfoenolpiruvato
carboxilase de milho e induzir a sua atividade. Nés sugerimos que 0 aumento de expressdo da
fosfoenolpiruvato carboxilase e piruvato quinase pode ser uma estratégia das plantas
transformadas para aumentar a producdo de esqueletos de carbono, especiamente o 2-OG,
buscando a destoxificacdo do excesso de ambnio absorvido. Outra possibilidade é que este
fator de transcricdo coordene a expressao conjunta dos transportadores de amonio e dessas
enzimas do metabolismo de carbono.

Diante do resultado de maior nivel de expressdo da fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC), nds procuramos verificar as suas consequéncias para a atividade da malato
desidrogenase, enzima que cataliza a conversdo entre malato e oxaacetato. No citosol, a
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MDH pode converter o0 oxalacetato a malato e este Ultimo pode alimentar o ciclo de Krebs
(Figura 30). A andlise em gel nativo de poliacrilamida mostrou aumento significativo de
atividade da MDH na parte aérea das linhagenes transgénicas superexpressando o OsDof25
(Figura 31). Na raiz, também houve aumento da atividade de uma isoenzima de MDH que
aparece abaixo da banda mais forte (Figura 31).

------- Parte aérea ------ Raiz

WT Osl Os3 Osl4 WT Osl Os3 Osl4

Figura 31. Atividade de malato desidrogenase (MDH) em gel nativo de poliacrilamida na
parte aérea e raiz de linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene
OsDof25.

E evidente a intima relag&o entre o metabolismo de N e C. Para a assimilagio de N sio
necessarios esqueletos de carbono, especialmente 0 2-OG que participa ha reagdo catalisada
pela glutamato sintase (GOGAT) recebendo um grupo amina proveniente da glutamina para
formar o glutamato. Dessa forma, verificamos se havia mudangas de expressdo génica da
enzima isocitrato desidrogenase. Esta enzima catalisa a formagdo do 2-OG a partir do
isocitrato. Duas isocitrato desidrogenases, que utilizam NAD™ ou NADP™ coexistem na célula,
e ambas catalisam a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato para formar o 2-OG. A NAD*-
dependente (IDH) esta presente nas mitocdndrias, enquanto a NADP*-dependente (ICDH) é
citosdlica. Debates a respeito de qual enzima seria a responsavel pela formacdo do 2-OG
necessario para a assimilagdo do aménio tem sido feito e controvérsias sdo relatadas para o
participagcdo de apenas uma delas (HODGES et al., 2003). Recentemente, LEMAITRE et al.
(2007) sugerem que a isocitrato desidrogenase NAD'-dependente no é limitante para a
assimilacéo do N. Estes autores mostram que mutantes com reducdo de até 90% na atividade
de IDH mitocondrial ndo apresentaram fendtipo gque os distingam do tipo selvagem, quando
crescidos o solo, nem mesmo apresentam alteracBes nos niveis de sacarose, frutose, glicose,
citrato, aménio e aminoacidos solUvels totais, sugerindo que a atividade desta enzima pode
ndo ser limitante para a assimilagdo de aménio.

Nossos resultados apontam para uma pequena variagdo da expressdo da isocitrato
desidrogenase mitocondrial, com aumento de 1,5 vezes apenas para o gene IDH5 (Figura 32).
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Figura 32. Expressdo génica da enzima isocitrato desidrogenase (isoformas IDH1, IDH2,
IDH5 e IDH6) em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene
OsDof25. A expressao génica foi calculada usando como referéncia a planta selvagem
(WT). O gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o cdculo da
expressao génica relativa. Barras representam desvio padrdo da média.

Quanto a isocitrato desidrogenase citosolica, verificamos que houve aumento
expressivo do gene ICDHS3 e pouca variacdo para os genes ICDH1 e ICDH2 (Figura 33).
Estes dados estdo de acordo com a sugestédo de LEMAITRE et a. (2007) de que a isocitrato
desidrogenase NAD"-dependente tem pouca importancia para assimilagdo de amonio. Por
outro lado, o expressivo aumento dos nivels de expressao do gene ICDH3 sugere que a |CDH

NADP'-dependente é de fato mais importante para o fornecimento de 2-OG para a

assimilagéo do amonio.
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Figura 33. Expresséo génica da enzima isocitrato desidrogenase (isoformas ICDH1, ICDH2,
e ICDH3) em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene OsDof25.
A expressdo génica foi calculada usando como referéncia a planta selvagem (WT). O
gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o calculo da expresséo
génicarelativa. Barras representam desvio padréo da média.

CHEN e GADAL (1990) propdem que citrato € exportado da mitocdndria para o
citosol e sofre acdo de uma aconitase e da ICDH citosolica para formar o 220G, indicando
gue esta enzima pode ser muito importante na formagdo do 20G para a assimilagéo do
amobnio. Na linhagem Osl14, a que apresenta maior nivel de expressdo do OsDof25, todos 0s
genes da ICDH apresentam aumento nos niveis de expressao (Figura 33).

Relatos de que o ZmDofl afeta o metabolismo de acidos orgéanicos ja foram feitos
(YANAGISAWA et al., 2004). Estes autores mostram também um melhor desenvolvimento
das plantas transformadas com 0 ZmDof1 sob condic¢éo de baixo suprimento de N. Por outro
lado, estes autores ndo apontam para as provavels causas deste comportamento hem mesmo o
relacionam a possiveis ateragbes de atividade das enzimas de assimilagdo de N e/ou
expressao dos transportadores de N. Nossos resultados sugerem que o melhor desempenho
destas plantas sob condicdes de baixo suprimento de N € decorrente ndo somente das
modificacbes no metabolismo de &acidos orgénicos, mas também devido a0 aumento dos
niveis de expressio dos transportadores de NH;".

Também foi possivel observar aumento de atividade da isocitrato desidrogenase
NADP*-dependente tanto nas raizes quanto na parte aérea (Figura 34), confirmando os
valores de aumento de expressdo do gene ICDH3. Estes dados mais uma vez sugerem que ha
um direcionamento de esquel etos de carbono para a assimilcéo do possivel excesso de ambnio
absorvido.
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Figura 34. Atividade da NADP*-dependente isocitrato desidrogenase (ICDH) na parte aérea e
raizes de plantas de Arabidopsis superexpressando o gene OsDof25.

As linhagens transgénicas também apresentaram aumentos significativos de expresséo
e atividade da glutamato desidrogenase (GDH) (Figura 35). Em Arabidopsis, aenzima GDH é
um hexamero composto da combinacdo de subunidades oriundas de dois genes que codificam
para subunidade a e 3 (Atgdh-NAD; Al e Atgdh-NAD; B1 ou Atgdh-NAD; B2) respectivamente.
Assim, existem sete isoenzimas de GDH possiveis, sendo as primeiras com maior nimero de
subunidades 3 e as Ultimas com maior nimero de subunidades a. Tem sido relatado que as
Ultimas isoenzimas, aquelas mais ricas em subunidades a sd0 mais encontradas em plantas
submetidas a elevados niveis de NH;* (LOULAKAKIS e ROUBELAKIS-ANGELAKIS,
1991).
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Figura 35. Expressdo génica da enzima glutamato desidrogenase (genes Atgdh-NAD;B1 e
Atgdh-NAD;Al) em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene
OsDof25. A expressao génica foi calculada usando como referéncia a planta selvagem
(WT). O gene da ubiquitina 14 foi utilizado como padréo interno para o cdculo da
expressao génica relativa. Barras representam desvio padrdo da média.

Houve aumento de expressdo consideravel do gene Atgdh-NAD; A1, principamente na
linhagem com maior expressdo do OsDof25, a Osl4 Figura 35). Foi possivel também
detectar maior atividade da GDH em gel nativo de poliacrilamida, sobretudo para as
isoenzimas mais ricas em subunidades a, confirmando os dados de expressao (Figura 36).
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No gel nativo de poliacrilamida, verificamos que na parte aérea, os padrdes das
isoenzimas entre o tipo selvagem e as linhagens mutantes ndo sofrem muitas variagdes em
termos de proporgdes das isoenzimas que aparecem (Figura 36). E possivel notar apenas uma
forte diferenca de intensidade entre o tipo selvagem e as linhagens mutantes. Por outro lado,
naraiz, hd um predominio das Ultimas duas isoenzimas.

WT Osl Os3 Osl4 WT Osl 0Os3 0Osl4

Figura 36. Atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH) em gel nativo de poliacrilamida,
mostrando suas sete isoenzimas.

O aumento de atividade observado no gel nativo de poliacrilamida das isoenzimas de
GDH na parte aérea das linhagens transgénicas reflete numa maior atividade de GDH na
direcéo de aminac&o, mas ndo alterou a atividade de GDH para desaminagéo (Figura 37A e
B). Por outro lado, a predominancia de atividade das isoenzimas 6 e 7 na raiz observadas no
gel nativo de poliacrilamida reflete em aumento tanto na atividade de GDH aminagdo, quanto
na atividade de GDH desaminacédo (Figura37A e B).

Nossos resultados indicam que a GDH nestas plantas estdo atuando tanto na diregdo da
assimilagéo do excesso de amobnio absorvido quanto para o catabolismo de glutamato. Estes
dados reforcam as nossas suspeitas de que a taxa de absor¢do de N-NH4" nas linhagens
transgénicas é aumentada, tornando-se necessario uma maior producdo de esqueletos de
carbono para a assimilagdo do amonio absorvido.
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Figura 37. Atividade de glutamato desidrogenase (GDH) aminacdo (A) e desaminagédo (B)
em linhagens transgénicas de Arabidopsis superexpressando o fator de transcricéo
OsDof 25.

Houve aumento consideravel de expressdo da GS1, isoformas GS1.1 e GS1.3 nas
plantas transformadas, sobretudo na linhagem com maior nivel de expressdo do OsDof25, a
Osl14. Por outro lado, ndo houve mudanca nos nivels de expressao da GS2 (Figura 38A).

Recentemente, foi demonstrado que um dos membros da familia de fatores de
transcricdo Dof em Pinus pinaster € um regulador transcricional da glutamina sintetase
citosdlica (RUEDA-LOPEZ et a., 2008). Estes autores mostram que a superexpressio do
PpDof5 causou aumento de expressdo de até duas vezes na GS1b, mas provocou reducdo de
aproximadamente 40% nos niveis de expressdo da GSla Em estudo de mobilidade
eletroforética foi demonstrado que a proteina FpDof5 liga-se a regido promotora dos dois
genes, GSla e GSl1b, indicando que o PpDof25 pode regular a assimilagdo de aménio nesta
epécie vegetd.
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Figura 38. A) Expressdo génica das enzimas glutamina sintetase citosolica (isoformas GS1.1,
GS1.2 e GSL1.3) e glutamina sintetase cloropléstica (GS2) em linhagens transgénicas de
Arabidopsis superexpressando o gene OsDof25. A expressdo génica foi calculada
usando como referéncia a planta selvagem (WT). O gene da ubiquitina 14 foi utilizado
como padrdo interno para o calculo da expressdo génica relativa. Barras representam
desvio padréo da média

Nossos resultados mostram que 0 aumento da expressao de apenas algumas isoformas
de GS1 foi correlacionado com aumento de atividade de GS na parte aérea, mas consideravel
reducéo de atividade da GS nas raizes das linhagens transgénicas (Tabela 12). Embora tenha
havido diminuicdo da atividade de GS nas raizes, a atividade de GDH aminagdo neste 6rgéo €
extremamente elevada nas linhagens transgénicas (Figura 36).

Estudos preliminares desenvolvidos pelo grupo de nutricdo de plantas da UFRRJ com
uma planta mutante de arroz para 0 OsDof25, mostraram que ha falhas no processo de
enchimento dos gréos (dados ndo apresentados). N6Os suspeitamos que a auséncia do OsDof25
tenha afetado a expressdo de isoformas de GS1 e portanto o processo de remobilizacdo das
reservas de N para 0 enchimento dos grdos. HIREL et a. (2007) ja demonstraram que
mutantes de milho sem algumas isoformas de GS1 faham no processo de enchimento de

gréos.
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Tabela 12. Atividade de Gutamina sintetase (GS) em diferentes linhagens de Arabidopsis
superexpressando 0 gene OsDof25.
Atividade de GS - umol GHD mg™ ptn min™

Linhagens Parte aérea Raiz
WT 51.47 + 3.42* 39.59 + 0.49
Osl 62.81 + 3.60 20.82 + 0.38
Os3 65.81 + 0.63 20.60 + 0.71
Os14 65.02+1.21 20.05+ 1.48

* Desvio padrdo da média.

O fendtipo das plantas transformadas quando crescidas em meio MS mostra clorose e
dificuldade de desenvolvimento (Figura 39A). O conjunto de dados apresentados neste
trabalho nos leva a crer que este fendtipo tenha aparecido devido ao aumento da capacidade
de absor¢cdo de ambnio pelas plantas transformadas. Esta inferéncia esta de acordo com os
teores de N-amino que sdo bem superiores nas plantas transformadas (Figura 27).

Por outro lado, quando linhagens com baixo nivel de expressdo do OsDof25 sdo
crescidas em solo, com fornecimento normal de nutrientes, ndo € mais possivel observar o
fendtipo de clorose (Figura 39B). Estas plantas exibem maior crescimento vegetativo e atraso
variado na emissdo da inflorescéncia que depende do nivel de expressdo do OsDof25, onde,
guanto maior a expressdo deste fator de transcricdo, maior o0 atraso no ciclo da planta. A
Figura 39B mostra uma linhagem com baixo nivel de expressdo do OsDof25, a Os10, crescida
em terracom teor de nutrientes mais baixo que a do meio MS, e que apresenta um atraso de
aproximadamente uma semana ha emisséo da inflorescéncia quando comparada com o tipo
selvagem e um desenvolvimento vegetativo um pouco mais pronunciado. A linhagem Os17
apresentou um atraso de duas semanas na emissdo da inflorescéncia e desenvolvimento
vegetativo muito exuberante, com folhas bem largas e algumas com aspecto suculento (Figura
39C).

E evidente ent30, que sob condicdes de alto syprimento de N-NH4* a superexpressio
deste fator de transcricdo pode levar a um efeito téxico, mas por outro lado, em condicbes de
solos com baixa disponibilidade deste nutriente essa caracteristica podera se transformar
numa vantagem adaptativa a solos combaixos niveis de N.
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Figura 39. Fendtipo de uma linhagem de Arabidopsis superexpressando o OsDof25 sob
controle do promotor 35S. A) Plantas crescidas em meio MS a meia forga idnica com
1% de sacarose aos 14 dias apds a germinacdo; WT — tipo selvagem, Osl — linhagem
com nivel intermediério de expressdo do OsDof25; B) Fendtipo de uma linhagem com
baixo nivel de expressdo do OsDof25, a Osl10, comparada com o tipo selvagem; C)
Fendtipo de uma linhagem com nivel intermediério de expressdo do OsDof25, a Osl7.
(B e C - linhagens crescidas numa mistura de terrafibra de coco na proporcéo 2:1
respectivamente).

4.7 Andlise da Regido Promotora dos Transportadores de Amoénio (AMT)

O conjunto de dados que obtivemos nos leva a levantar a hipétese de que o OsDof25 é
um fator de transcri¢cdo envolvido no controle da expressao dos transportadores de aménio em
plantas de Arabidopsis. |dentificamos muitos sitios para ligacdo dos fatores de transcricdo Dof
naregido promotora dos genes dos transportadores de amdnio, 0 que os torna provaveis alvos
para sofrerem regulagdo por fatores de transcricdo desta familia (Figura 40). Tem sido
mostrado que membros desta familia de fatores de transcricdo podem se ligar a0 motivo
AAAG ou seu reverso complementar CTTT (YANAGISAWA, 2002). Os nossos dados
sugerem que genes sdo realmente fortes candidatos a serem regulados pelo fator de
transcricdo OsDof25, pois foi possivel observar aumento significativo de expressdo destes
genes nas linhagens transgéncias estudadas (Figura 25). Além disso, em apenas 500pb da
regido promotora upstream, do inicio da transcricdo destes genes, encontramos muitos sitios
paraligacéo de fatores de transcricéo Dof (Figura 40).
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-402bp - 389bp -378bp - 334bp - 300bp - 232bp -219bp +1
AMTL11 TCCTCTTTGG..AACTTTTT..ATCTTTAG..CCAAAGAT.. TAAAAGAT..CAAAAGAA. .GTAAAGCA..TTAGC

AMT2.1 +1 -1bp -5bp -83bp - 160bp -181bp -375bp - 422bp -431bp
) GTGAAACCCTTTAA..GAAAAGT C.. TTCTTTGT..AGAAAGAA. AAAAAGAT . TAAAAGT AAAT AAAGAG

Figura 40. Andlise da regido promotora dos transportadores de aménio AMT1.1 e AMT2.1,
mostrando os provaveis sitios de ligagdo dos fatores de transcricéo Dof. Em vermelho, a
posicdo +1 significa o sitio de inicio da transcrigao.
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5. CONCLUSOES

Os fatores de transcricdo ZmDofl e OsDof25 elevaram os niveis de expressdo dos
transportadores de aménio de alta e baixa afinidade e isso pode ter causado consideravel
aumento nos teores de N-amino livre.

A superexpressdo do fator de transcricdo OsDof25 causou elevagdo nos niveis de
expressdo das enzimas piruvato quinase, fosfoenolpiruvato carboxilase e isocitrato
desidrogenase citosolica, além de aumento de expressdo e atividade da GDH, sugerindo um
direcionamento de esqueletos de carbono para a assimilagdo do amonio e diminui¢cdo do seu
efeito toxico.
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6. CONSIDERACOESFINAIS

O aumento da expressao de transportadores de aménio de alta afinidade proporcionado
por niveis elevados de expressdo do fator de transcricdo OsDof25 pode conferir uma
vantagem adaptativa as plantas em ambientes de baixa disponibilidade de N.

O grande nimero de fatores de transcri¢do da familia Dof e o envolvimento de alguns
dos seus membros relacionados ao controle do metabolismo de nitrogénio e carbono abrem
uma nova fronteira de estudos na busca de marcadores moleculares, que possam ser utilizados
em programas de melhoramento para aumentar a eficiéncia de uso de nitrogénio por plantas
cultivadas.
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