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RESUMO

BUCHER, Carlos Alberto. Avaliacdo através de RT-PCR da expressdo dos genes que
codificam para enzimas de assimilacéo de nitrogénio em variedades de arroz. Seropédica,
RJ. 2007. 37f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Ingtituto de
Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Jareiro,
Seropédica, RJ, 2007.

Para verificar os mecanismos bioquimicos e fisioldgicos responsaveis pela eficiéncia de uso
de nitrogénio em arroz, duas variedades de arroz, Piaui (tradicional do estado do Maranh&o) e
IAC 47 (melhorada), foram cultivadas em camaras de crescimento, em sistema hidroponico, e
submetidas a diferentes niveis de N-NOs". Como estratégia de trabalho cultivou se as plantas
por 18 dias, contados apds a germinagdo, em meio basico, submeteuas por 72 horas sem
suplementagdo de N e depois foram divididas em 3 grupos e aplicado os tratamentos. O
primeiro recebeu 0,15 mM de N-NOs, 0 segundo submetido a 5 mM de N-NOs e o terceiro
sem adicdo de N. Depois de aplicados os tratamentos foram realizadas as coletas nos tempos
0,1, 3, 6,9, 24, 48 horas e amostras de parte aérea e raiz foram coletadas para andlise de
nitrato, N-amino, amonio, aclcares sollveis e a expressdo dos genes que codificam para a
enzima nitrato redutase (NADH-NR) e isoformas da enzima glutamina sintetase (GS) (GS1.1,
GS1.2, GS2, GS2¢, GSl) nos tempos 0, 6, e 24 horas. A variedade Piaui, depois de cultivada
por 72 horas sem N, manteve baixos teores de NO;. Edas também apresentaram maior
expressao de OsGS1.1. Isto sugere a participacdo desta enzima no controle do fluxo interno
de N, quando sob deficiéncia deste nutriente na solugdo externa. Sob ato nivel de N, a
variedade Piaui acumulou maiores teores de N-amino nas folhas, menor expresséo e atividade
da nitrato redutase. Também nestas plantas, ndo houve diferencas na atividade da glutamina
Sintetase, entretanto, ocorreu aumento da expressédo de OsGS2 (GS2), sugerindo ser este o
principal gene que codifica a GS responsavel pela atividade de GS em plantas de arroz sob
nutricéo nitrica.

Palavras - chave: Nitrato. Variedades tradicionais. Nitrato redutase. Glutamina sintetase.

Vil



ABSTRACT

BUCHER, Carlos Alberto. Evaluation by RT-PCR of the expression of genes that codify
for enzymes of nitrogen assimilation in rice varieties. Seropédica-RJ, 2007. 37p.
Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2000.

To verify the biochemica and physiological mechanisms involved in the nitrogen efficiency
usage in rice, two rice varieties, Piaui (traditional from Maranhdo State) and |AC 47 (breed),
were cultivated in growth chambers, in hydroponics system, and submitted to different levels
of N-NOs'. As a study strategy the plants were cultivated for eighteen days, counted after
germination, in a basic media, submitted for 72 hours without nitrogen, and them they were
divided in three groups and applied the trestments. The first received Q15 mM, a second
group received 5 mM of N-NOs™ while a third group stayed without nitrogen. After treatment
application, plants were harvested at O, 1, 3, 6, 9, 24 and 48 hours, and samples of shoots and
root were taken for determination of nitrate, ammonium-N, amino-N soluble sugars and gene
expression of the enzymes nitrate redutase (NADH-NR) and glutamine synthetase isoforms
(GS) (GS1.1, GS1.2, GS2, GS2c, GSl) at 0, 6 and 24 hours. The Piaui variety, after 72 hours
without N, still kept small NOs™ levels. Also, the variety Piaui presented a higher expression
of OsGSL1.1 gene, which suggests the participation of this enzyme in the control of internal N
fluxes, when in absence of nitrogen in the external solution. Under high N level, the Piaui
variety accumulated larger amounts of amino-N in the leaves, had small nitrate redutase
expression and activity. In spite of no differences in glutamine synthetase activity, an increase
in OsGS2 (GS2) expression was observed, suggesting that this is the main GS isoform
responsible for the GS activity in rice plants under nitrate nutrition.

Key words: Nitrate. Landrace. Nitrate redutase. Glutamine synthetase.
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1INTRODUCAO

A maioria dos solos das regides tropicais possui baixa fertilidade natural e essa
caracteristica associada a0 uso incorreto destes, resulta em diminuicdo da produtividade
agricola. Nessa situagdo, produtores rurais cada vez mais aumentam as aplicacbes de
fertilizantes minerais, aumentando os custos de producdo, podendo ainda ocasionar a
contaminagdo dos lencdis fredticos com nitrato (NO3”) (Hirel, 2001).

O nitrogénio € um dos principais nutrientes responsaveis pelos atos custos dos
insumos e tem tido muita atencdo nas pesguisas buscando aumento de producéo agricola. No
Brasil grandes avangos foram obtidos na producdo de soja com as pesqguisas sobre a fixagéo
bioldgica de nitrogénio, no entanto em gramineas estes estudos estdo em fase inicial. Além
disso, a reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados pode ser alcancada ndo s atraveés de
técnicas eficientes de cultivo, mas também pelo uso de variedades que tenham uma maior
eficiéncia no uso de nitrogénio.

Entre os cereais, consumidos pelo homem, principalmente pela populacdo de baixa
renda, o arroz destaca-se entre 0s mais importantes, sendo necessario, além da busca de altas
producdes, o desenvolvimento de variedades com gréos de alto valor nutritivo. Os estudos
com arroz evoluiram de tal maneira que esta espécie foi indicada como planta modelo em
pesqguisas gendmicas, representado as monocotiledéneas (1zawa & Shimamoto, 1996), devido
ao seu genoma ser um dos menores dentro da familia das Poaceas (440 Mbp) e por sua intima
relacdo com os principais cereais. aveia, milho, sorgo, trigo e cevada (Sandhu & Gill, 2002;
Bennetzen & Ma, 2003).

De todos os elementos minerais requeridos pelas plantas, o N € necessario em maiores
quantidades e mais freguentemente limita o seu crescimento. O nitrogénio esta disponivel no
solo em varias formas sendo aménio (NH;") e nitrato (NO3’) as mais importantes para as
plantas e primariamente absorvidas via sistema radicular (Williams & Miller, 2001).
Atualmente, problemas relacionados ao custo destes fertilizantes nitrogenados e a poluicéo
por nitrato (NO3’) tém levado a selecdo de variedades vegetais que absorvam e metabolizem o
nitrogénio (N) do solo mais eficientemente.

Uma vez no interior da célula, o NO3™ pode ser reduzido, estocado no vaclolo ou
trandocado para outros 6rgaos. O primeiro passo na reducéo € realizado no citossol pela
enzima Nitrato Redutase (NR) produzindo nitrito, que entra nos plastidios (cloroplasto na
parte aérea) e é reduzido a NH4" pela Nitrito redutase (NiR). O amonio é fixado pelo sistema
Glutamina sintetase/Glutamato sintase (GS/GOGAT) em aminoacidos (glutamina/glutamato)
0S quais servem como substrato para reacOes de transaminacdo para produzir outros
aminoacidos (Tischner, 2000).

A maior eficiéncia do uso de nitrogénio (EUN), em plantas, poderia permitir a
producdo sob baixo nivel de fertilizacdo nitrogenada. Para que este objetivo segja alcancado é
necessario o melhor entendimento do controle fisioldgico, bioquimico e molecular da
absorcéo de NOs (Harrison et al., 2004).

Souza et al. (2002) observaram que a aplicagdo de N pds-antese pode aumentar o teor
de proteina nos gréos sem alterar a producéo, do mesmo modo, a remobilizacdo do NO3™ do
vacuolo poderia exercer o mesmo papel, fornecendo N que seria direcionado para 0 aumento
do teor de proteina nos gréos. Em trabalhos anteriores, Souza et a. (1993, 1998, 1999)
demonstraram que 0 aumento da atividade de enzimas de assimilacdo de N ou aplicacdo
suplementar de N poderiam aumentar os teores de proteina dos gréos de arroz. Estudando as
bases genéticas e bioguimicas da eficiéncia de uso de N em milho, Hirel et al. (2001)
encontraram correl agdes significativas entre caracteristicas fisiol 6gicas (atividade das enzimas



nitrato redutase e glutamina sintetase, teores de nitrato na parte aérea de plantulas de milho) e
caracteristicas agronémicas (producdo, peso de gréos) e. Em continuidade a este trabalho,
Galais e Hirel (2004) enfatizaram que estas correlagcbes foram dependentes do nivel de
fertilizac8o nitrogenada. Estes autores descrevem que sob alto nivel de nitrogénio, a EUN foi
explicada pela variagdo da capacidade de absorcdo de N, enquanto sob baixo nivel de
fertilizacdo, estafoi atribuida a variagdo da eficiéncia na utilizacdo de N.

Nas ultimas décadas, a combinacdo de estudos agronémicos e fisiolégicos com a
genética quantitativa tem possibilitado o uso de marcadores moleculares para identificar loci
regulatorios ou estruturais envolvidos na expressdo de uma caracteristica quantitativa (QTL).
Hirel et al. (2001), encontraram correlacdes entre QTLs para contelido de nitrato e QTLS para
producdo e peso de gréos. Mais interessante, foi 0 grande nimero de QTLs coincidindo com o
[6cus que codifica para gln4, uma isoforma de GS citossolica, e dois QTLSs para atividade de
GS e NR, sendo a correlacdo negativa para NR em relacdo aos outros. Neste trabalho, é
evidenciado que os genes que codificam a GS podem ser bons candidatos ao controle de
EUN. Além disso, esses autores apontam nesse trabalho que fatores como baixa atividade da
NR, a ata atividade da GS e o contelido de nitrato sdo bons indicadores da capacidade de
produzir e acumular N nos gréos. Estes parametros podem ser utilizados para selecdo de
plantas com alta eficiéncia no uso de N. Em continuidade a este trabalho, Martin et a. (2006)
mostraram o papel de duas isoformas de GS1 (GS1.3 e GS1.4) em milho, em que, plantas
transgénicas com supressdo da isoforma GS1.4 apresentaram reducdo do peso de gréos
enquanto plantas transgénicas com supressdo da isoforma GS1.3 apresentaram reduzido
nimero de gréos. Neste trabalho, o papel de cada isoforma foi independente, e a supressao
simultanea das duas i soformas causou uma dréstica reducdo na producao.

A formacdo de reserva de NOz, nos vactolos, € um fenémeno controlado
geneticamente, e além de outros fatores, é dependente de uma baixa atividade da NR na fase
vegetativa. E essencial acumular esse nutriente, pois serd de fundamental importancia nas
etapas posteriores de assimilacdo de N e producdo de gréos.

Em experimento comparando duas variedades de arroz, IAC-47 (melhorada) e Piaui
(tradicional), quanto a remobilizacdo de N durante o periodo reprodutivo, observou-se que a
variedade tradicional foi mais eficiente na utilizacdo de N acumulado e menos dependente do
N proveniente de fontes externas, indicando um processo de adaptacéo ao fluxo instavel de N
que ocorre na regido do trépico Umido (Souzaetad., 1998). Nestas circunstancias,
aparentemente, a capacidade da variedade Piaui em absorver e acumular NO3™ e sua menor
atividade da NR nas fases iniciais de crescimento e até a antese, podem ser 0s mecanismos
gue permitem a esta variedade uma elevada producéo de N nos gréos (Rodrigues et a., 2004).
Neste trabalho foi observado um aumento do teor de nitrato no tecido, quando foi simulada a
perda de nitrato por lixiviacdo (simulando o fluxo sazonal de nitrato que ocorre nos tropicos),
atribuindo este fato a absor¢éo de nitrato por meio do sistema induzido de alta afinidade
(IHATS).

O NOs é considerado a mais importante fonte de N mineral para o crescimento de
plantas em solos aerdbicos. As plantas adquirem NO3™ da solucdo do solo, absorvendo-o
através de transportadores especificos localizados na membrana plasmética das células da
epiderme e do cortex daraiz. A capacidade de rapida absor¢cdo e acimulo de NOs’, na fase
inicial de crescimento, pode propiciar um maior estoque de N disponivel para 0 metabolismo
das plantas nas fases posteriores de seu ciclo, principalmente quando do enchimento dos
gréos, e podem ser arazdo do alto acimulo de N nos gréos. Desse modo, a maior eficiéncia de
aquisicdo de NOs, a partir de baixas concentracbes na solucdo externa pode ser uma
indicacdo de adaptacdo as condicles de estresse nutriciona (fluxos instaveis de N), como o
decorrente da disponibilidade sazonal de NO3™ em regides tropicais.



Durante o periodo reprodutivo espera-se que o NO3™ acumulado nos vactolos e o N
remobilizado de outras partes da planta sgjam direcionados para o desenvolvimento dos gréos,
0 que torna necess&rio 0 estudo das modificagdes metabolicas que ocorrem nestas
circunstancias, relacionadas principalmente com as enzimas de assimilacdo de N e carbono,
envolvidas nestes processos. Segundo Masclaux et al. (2000), tanto os transcritos génicos
como a atvidade das enzimas Glutamina sintetase citossdlica (GS1), Glutamato
desidrogenase (GDH) e Proteases aumentam durante o periodo reprodutivo. Estes autores
também observaram que durante a senescéncia houve diminuic¢éo das enzimas cloroplésticas
GS2, Glutamato sintase (GOGAT) e RUBISCO, resultado provavelmente da hidrélise dbs
proteinas dos cloroplastos, que ocorre nesta ocasiéo.

Estudos anteriores demonstraram que um grupo de variedades de arroz,
tradicionalmente cultivadas no estado do Maranh&o por pequenos produtores, apresenta ata
eficiércia na utilizagdo de nitrogénio. Este grupo de plantas apresenta uma grande
variabilidade genética (Baptista, 2002), algumas resistentes a degrana e acamamento, algumas
apresentam elevada produtividade, e praticamente todas sdo tolerantes ao aluminio toxico
(Mendonga, 1991).Dentre algumas dessas variedades que foram estudadas pelo grupo de
Nutricdo Mineral de Plantas da UFRRJ, algumas apresentaram elevado teor de proteina bruta
nos graéos, até 14%, enquanto a media em aroz € em torno de 6%, mantendo uma
produtividade de 80% ou igua a de variedades melhoradas, e grande capacidade de
remobilizacso de N. A variedade Piaui possui alta tolerancia ao Al*® (Mendonga, 1991), alto
teor de proteina bruta (11.2%) e producédo de gréo semelhante a variedade |AC 47 (Ferraz Jr.,
1993: Sousa, 1995). Estes dados indicam que estas variedades desenvolveram mecanismos
gue as tornaram mais eficientes na aquisicdo e uso deste nutriente resultando em teores de
proteina nos graos superiores aos encontrados nas variedades melhoradas.

Espera-se que amaior eficiéncia dessas variedades esteja relacionada a mecanismos de
absorcdo e assimilagdo de N. A absorcao pelos transportadores de nitrato dos sistemas de alta
e baixa afinidade bem como o acimulo e remobilizacdo do N se dariam de maneira mais
eficiente para a variedade tradicional quando comparada a variedade melhorada.

Desta forma, nesta dissertacdo espera-se que alguns dos mecaniSmos responsavels por
esta eficiéncia possam ser identificados por meio da andlise dos transcritos génicos
envolvidos neste processo por meio da RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction), relacionando estes resultados com a atividade das enzimas de assimilacdo de
nitrogénio e teores das fragctes solUveis de N e de agUcares livres.

As hipéteses desta dissertacdo sdo de que aabsorcéo e o metabolismo de NO3™ nas
plantas de arroz se dédo de maneira diferente para variedades tradicionais e melhoradas.
Acredita-se que o controle da atividade e expressédo génica das enzimas Nitrato Redutase,
Glutamina Sintetase estejam relacionados a maior eficiéncia na aquisicdo e uso de N por
variedades tradicionais de arroz.

Os objetivos e metas gerais desta dissertacdo sdo, portanto, verificar através de RT-
PCR, como a expressdo de genes que codificam para as enzimas de assimilacdo de nitrogénio,
Nitrato Redutase e Glutamina Sintetase, relaciona-se com a eficiéncia na absor¢édo e
assmilacdo de N pela variedade tradicional de arroz (Piaui) quando cultivada sob
disponibilidade diferencia de nitrato, comparando-a com variedade melhorada (IAC 47), sob
idénticas condigdes de cultivo.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nitrato Redutase (NR, EC 1.6.6.1)

A enzima nitrato redutase (NR) catalisa a reducéo do nitrato (NO3") a nitrito (NO2)
utilizando NADH ou NADPH como fonte de poder redutor. Esta € passivel de divacéo e
inducdo pelo substrato (nitrato) e possui meia-vida curta (em torno de trés horas). A
diminuicdo no influxo de NOs, e portanto da quantidade de NOs no citossol (“pool
substrato”), pode resultar em queda da atividade da NR. Deste modo, 0 NOs™ armazenado nos
vaclolos (“pool de reserva”) congtitui-se em uma importante reserva, que pode ser
posteriormente remobilizada e utilizada para o metabolismo nitrogenado da planta.

A capacidade das plantas de acumular NO3™ depende do fornecimento desse ion da
atividade da nitrato redutase (ANR) e disponibilidade de carboidratos. Os carboidratos séo
utilizados para producéo de poder redutor e écidos organicos para reducdo do NOs e
assimilagdo do NH;" produzido, alem disso, os carboidratos s30 utilizados para sintese de
ATP necessario para a absor¢ao, nas raizes, e transporte de NO3™. Zhongchun e Hull (1998)
constataram que a ANR em folhas foi influenciada pela taxa de absor¢éo de nitrato, uma vez
gue a ANR reflete a circulagdo de nitrato no citossol das células, néo sendo influenciada pelo
NOs" acumulado no vacuolo (Cookson et al., 2005).

Em arabidopsis, a inducdo ch expressdo dos genes gque codificam para as enzimas
Glutamina Sintetase e NR foi observada apds 20 min de exposi¢do a nitrato (Wang et al.,
2000). Entretanto, a expressdo de transcritos para NR ndo € controlada apenas por nitrato. Em
plantas de tabaco transgénicas, ainducdo da expressdo da NR por nitrato foi observada apenas
apos o fornecimento de aglcares, mostrando que h& influencia destes sobre expressdo da NR,
porem, apenas quando os aclicares atingem niveis criticos (Klein et a., 2000), enquanto que,
para GS, houve uma reducédo de apenas 8% no nivel de transcritos antes do fornecimento de
acucares (Masclaux-Daubresse et a., 2002). Nenhuma evidencia foi encontrada para se
atribuir uma maior influencia dos niveis de aglcares no nivel de transcritos para NR em
plantas crescendo em ata ou baixa intensidade de luz e foto-periodo normal (Stitt et al.,
2002), no entanto, algumas condi¢des de estresse podem reduzir drasticamente a fotossintese.
A assimilagdo de NOs; demanda uma grande quantidade de energia, sendo controlada pelos
fluxos internos de energia (Fernandes, 1990). Dessa forma, o controle da NR pelos teores de
acUcares previne a reducéo de NOs;™ em condicdes energéticas desfavoravels, com uma rapida
resposta a baixos teores de carboidratos e mesmo sob atos niveis de NOs'.

A ativacdo pos-transcricional da NR desencadeada pela fotossintese tem sido mostrada
independente dos niveis de sacarose (Kaiser et al., 1999). Segundo Kaiser e Huber (2001) a
concentracdo de NADH no citosol é dez vezes menor que o Ky de enzima por este podendo
limitar a reducdo do_NO3", sendo entdo dependente da exportacdo de poder redutor dos
cloroplastos. Em plantas de tabaco com supressédo de um transportador de 2-oxoglutarato na
membrana do cloroplasto foi observada uma baixa de reducéo de nitrato mesmo as plantas
apresentando altos teores de NOs™ e atividade da NR. Este resultado foi atribuido a uma
limitacdo de substrato para a enzima, provavelmente NADH (Schneidereit et al., 2006). Além
disso, 0 acimulo de NADH, em plantas mutantes com alta respiracdo aumentou duas vezes,
levou a um significativo aumento na reducdo de NOs fornecendo evidencias de que a
disponibilidade de NADH pode ser um fator critico influenciando a reducdo do NOs5
(Dutilleul et al.; 2005).



Harrison et a. (2004) verificaram que linhagens hibridas de Lo6tus japbénicus com
capacidade diferenciada de acumulo de NOj™ apresentavam atividade da nitrato redutase
similar, assim o conteldo de nitrato na parte aérea dessas plantas ndo pode ser atribuido a
diferencas na ANR . No mesmo experimento, foi observado grande acimulo de transcritos de
transportadores de NOs™ de baixa afinidade (NRT1) e NR, mostrando que a quantidade de
transcritos para NR ndo leva a alta ANR e ha outros mecanismos de controle da atividade. A
correlacdo positiva entre contelido de nitrato na parte aérea e o nivel estavel de RNAm que
codifica para transportadores de alta afinidade de NO3’, sugere que o alto influxo de NO3™ é
devido a0 aumento na expressao dos transportadores.

A expressdo de um sistema de absor¢do de ata afinidade aumentou em Nicotiana
plumbagifolia com baixa ANR, sugerindo sua regulagcdo por formas reduzidas de nitrogénio
(Krapp et al., 1998). A expressdo dos transportadores de nitrato de alta afinidade, assim como,
das enzimas envolvidas na assimilac&o € controlada pelo préprio ionde forma positiva e pelos
produtos de sua reducdo de forma negativa. Sivasankar et a. (1997), observaram uma
significativa reducéo no acumulo de nitrato em plantas de milho quando cultivadas sob baixa
concentracdo de nitrato em meio contendo asparagina e glutamina, porém a atas
concentracbes de NO;3;™ este efeito ndo foi observado. Estes autores observaram que a
concentracdo de 250 mM de NOs foi capaz de induzir a atividade maxima da NR quando
comparada a concentragéo de 5,0 mM de NOs’, sendo que a adicéo de asparagina e glutamina
Nno Meio causou a reducdo dréstica da ANR em ambos os niveis de NO3™. Da mesma forma,
ocorreu reducdo no acumulo de transcritos para NR e NiR. Concentracdes maiores que 1,15
mMM nas raizes e 0,64 M na parte aérea para glutamina e maiores que 2,2 mM nas raizes e
3,62 nM na parte aérea para asparagina foram encontradas. Fernandes (1983) encontrou
concentracBes similares e também superiores em plantas de arroz sob estresse por luz,
temperatura e nivels de N.

A reducdo do NO3 pode ser inibida por um efeito direto de asparagina e glutamina,
podendo estas amidas inibir a absorcdo de NOs quando este se encontra em baixas
concentragcBes no meio externo (Sivasankar et al. 1997). Dessa forma a atividade da GS pode
influenciar tanto na absorcéo de NOs™ através dos HATS, gquanto no acimulo de glutamina
reduzindo sua assimilagéo. Segundo Fernandes & Rossiello, (1995) o excesso de NOs™ pode
ser acumulado no vaclolo ou transportado para a parte aérea, mantendo o mesmo nivel de
ANR. Em gramineas, as bainhas seriam bons locais para 0 armazenamento de NOs', devido a
essas serem tecidos de baixa atividade metabdlica, sem grandes variages de translocacéo de
outros sol utos através de tonoplasto, como observado por Santos (2006) em arroz.

2.2 Glutamina Sintetase (GS, EC 6.3.1.2)

A Glutamina Sintetase catalisa a etapa chave da assimilagdo do nitrogénio inorganico
gue € a incorporacdo do aménio ao glutamato produzindo a glutamina. A glutamina é entéo
utilizada como doador de grupamento amino para sintese de um grande nimero metabdlicos
essenciais como aminoécidos, acidos nucléicos, aclcares aminados. Assim, a sintese de
glutamina pela GS de plantas € considerada base da produtividade das plantas (Unno et al.,
2006). Por esta razdo, a importancia da GS é comparavel com a importancia da Ribulose-1,5-
Bifosfato Carboxilase/Oxigenase (RUBISCO), a enzima responsavel pela assimilacdo de
carbono (Buchanan et a., 2000). H& dois tipos de GS nas plantas, divididas assim em duas
familias: GS1 (citossolica) e GS2 (plastidica). As proteinas da familia GS1 sdo codificas por
um grupo de genes variando de dois a seis, enquanto a familia GS2 é codificada por apenas
um gene (Ireland e Lea,1999).



Segundo Tabuchi et a. (2005), plantas de arroz possuem trés genes homélogos porém
distintos para glutamina sintetase citossolica (GS1). Estes trés genes sdo: OsGSL.1, OsGSL1.2
(OsGxR) e OsGSL.3. OsGSl1.1 foi expresso em todos os Orgdos testados, com grande
expressao no limbo foliar, enquanto que OsGSL.2 e OsGSL.3 foram expressos principa mente
em raizes e espiguetas, respectivamente.

Em tecidos verdes, com ata taxa fotossintética, a isoforma GS2 encontra-se em maior
proporcdo, aém de ser responsavel pela maior porcentagem da atividade total da GS,
principalmente no limbo foliar. Estes resultados tém sido encontrados em milho (Becker et al.
2000), arroz (Yamaya et al., 1992; Zhao et a.,2006) e trigo (Habash et al. 2001), sendo esta
enzima responsavel principalmente pela reassimilagdo de NH4" oriundo da fotorespiracéo. Por
outro lado, a GS1 apresenta-se em maior propor¢cdo em tecidos com menor quantidade de
clorofila, como, por exemplo, em bainhas, tecidos jovens nao fotossintetizantes e no citossol
de células vasculares participando da assimilagdo de NH," resultante da reducéo do nitrato,
atividade proteolitica e do NH," absorvido do solo (Yamayaet al., 1992; Habash et al., 2001).

Ishiyama et d. (2004) encontraram uma abundante expressdo tanto de OSGS1.1
guanto de OSGS1.2 em raizes de arroz sob nutricdo amoniacal. No entanto, a expressdo de
OsGS1.1 ocorreu na epiderme e exoderme sob condicdes limitadas de N, enquanto OsSGS1.2
foi expressa no mesmo tecido, porém, em condicdes normais de suprimento de N,
preenchendo a perda de OsGS1.1. Zhao et al. (2006) observaram a expressdo destes genes
tanto na parte aérea quanto nas raizes de plantulas de arroz, no entanto, nas folhas, a
expressao dos genes OsGS1.1, OsGSL1.2 assim como OsGS2 aumentaram com o aumento do
nivel de nitrogénio na solucdo nutritiva, enquanto que, a expressdo nas raizes ndo aumentou
ou entdo diminuiu. Neste trabalho, Zhao et al. (2006) também observaram um perfil de
expressdo diferenciado destes genes em resposta a forma de N. A expressdo de OsGSL1.2, ao
contrario de OsGS2, aumentou sob fornecimento de NH," e diminuiu sob o fornecimento de
NO;s", enquanto que, o fornecimento tanto de NH;" quanto de NOs™ apds 2 de privagdo de
N,diminuiu a expressdo de OsGSL1.1 nas raizes das plantul as.

Plantas de arroz mutantes, pela insercdo de um retro-transposon causando a transcricao
de um RNAm para GS1.1 anormal, apresentaram severa reducéo na taxa de crescimento e no
enchimento de gréos quando cultivadas sob fornecimento normal de nitrogénio (Tabuchi et al.
2005). Nessas plantas 0 “pool” de glutamina nas raizes e parte aérea (PA) foi menor do que
nas plantas normais. Quando o gene para GS1.1 foi de novo inserido, as plantas recuperaram
o fenotipo normal, estes resultados mostram que a GS1.1 tem grande importancia para o
crescimento normal e enchimento de gréos em arroz; e GS1.2 e GS1.3 ndo s80 capazes de
exercer a funcdo da GS1.1. Habash et a. (2001) também observaram o maior
desenvolvimento, peso e nitrogénio nos graos em plantas de trigo transgénicas para super
expressdo de GS1.

A locdizacdo de QTLs para caracteristicas agronémicas como producdo, peso de
panicula, nimero de perfilhos e nimeros de espiguetas proximos ao gene que codifica para
0OsGS1.1, indicam uma grande importancia da O9GS1.1 em arroz (Obara et al., 2001). Isto
infere que OIGSL1.1 é sem duvida um importante componente na rota de sintese de glutamina
em folhas de arroz. E como sugerido por Ishiyama et a. (2004), OsGS1.2 (também chamada
de GSr) é provavel mente importante na assimilacdo primaria do NH;" absorvido pelas raizes.

Plantas de tabaco transgénicas com a super expressao de GS1, quando cultivadas sob
condic¢des Gtimas de N n&o diferiram fenotipicamente de plantas normais, porém tinham uma
atividade de GS sais vezes maior. No entanto, quando o N foi suprimido, as plantas
transgénicas apresentaram um aumento em peso seco de 70% para a parte aérea, 100% para
raizes e 50% para aarea foliar (Fuentes et al., 2001). Estas plantas mantiveram o nivel de
fotossintese igual ao de plantas sob fornecimento normal de N, enquanto que plantas néo

6



transgénicas apresentaram uma reducdo de 40 a 50% na taxa fotossintética quando na
auséncia de N. Em trigo, variedades tolerantes a baixos niveis de N no solo apresentaram
atividade de GS superior a variedades ndo tolerantes e a atividade da GS foi proporcional a
capacidade destas plantas de remobilizar N para os gréos (Richey et al., 2006). Estes estudos
apontam a GS1.1 como o0 maior determinante na reciclagem e uso de nitrogénio em plantas

Em plantas de Heliathus annuus sob estresse salino, 0 aumento na expresséo e
atividade de GS1 foi acompanhado pelos nivels de amonio, enquanto os niveis de GS2
diminuiram (Santos, et al. 2004). Oliveira e Coruzzi (1999) observaram a inducéo de GS2 por
sacarose em plantas mantidas no escuro. Nestas condicdes, tanto sacarose quanto glicose e
frutose foram capazes de induzir a expressdo de GS1 e GS2 de forma similar. Por outro lado,
o tratamento com 2-oxoglutarato, um intermediario do ciclo dos &cidos tricarboxilicos,
induziu especificamente a GS1. Em um trabalho com tabaco, Scheible et al. (1997)
observaram o aumento nos teores de 2-oxoglutarato em plantas mutantes, com baixa ANR e
que dessa forma acumulavam nitrato. Este resultado € interessante, pois pode-se supor uma
ligacdo entre o ciclo dos acidos tricarboxilicos e efeitos sinalizadores do nitrato, assim como
mecanismos de indugdo da GS1 por NOs™ e a participacdo GS1 no metabolismo de nitrato.

Esses resultados indicam a possivel funcdo da GS1.1 e a evidéncia genética para seu
papel fundamental na produtividade de plantas de arroz.

2.3 Andlise de Expressdo Génica Atravésde RT-PCR Semi-quantitativa.

O NOs adém de ser um nutriente pode agir como sinal alterando e coordenando o
metabolismo de carbono e nitrogénio (Crawford, 1995; Scheible, et a. 1997), contribuindo
também para a inducdo de genes envolvidos na absorcdo de fésforo, potassio, agua, respostas
a estresse e reguladores de transcricdo (Wang et a., 2001). Assim, as plantas podem
apresentar multiplas respostas ao nitrato que promove uma diversidade de efeitos regulatorios
capazes de ligar ainducdo de genes que agem individualmente (Wang et al., 2000).

Nos trépicos, as concentracdes de nitrato nos solos, nas camadas superficiais, podem
variar rapidamente de zero a 300 mg K¢ de solo, devido a mudancas climéticas como chuvas
(Wetselaar, 1961b). Nessas condicles, ha a necessidade de um rapido e eficiente gjuste dos
mecanismos responsaveis pela absorcdo, reducdo e acumulo de nitrato. Sendo que estes
envolvem uma rie de eventos interligados, como a inducdo por nitrato e a repressdo por
metabodlitos de sua reducdo. Dentre as enzimas do metabolismo de N, a NR e a GS
apresentam funcbes relevantes e devem ser mehor estudadas para se compreender a
eficiéncia de uso de N.

A habilidade da variedade Piaui (tradicional) pode estar relacionada a diferencas na
inducdo e capacidade de alternar entre os sistemas de absor¢do de nitrato, assim como o
controle de outras enzimas envolvidas na absorgéo e assimilagdo de NOs'.

Eventos como absor¢do, remobilizacdo, particdo de N, acUmulo de proteinas e sua
influéncia na qualidade dos gréos de arroz estéo relacionados, e seus mecanismos precisam
ser entendidos. Torna-se necessario edudar estes eventos em conjunto com a expressao
diferencial de genes, para que sgja possivel o entendimento dos mecanismos bioquimicos e
moleculares que atuam nestes processos.

Diversas técnicas foram desenvolvidas para avaliar a expressdo de genes em tecidos e
células, tais como, Differential Display (Liang & Pardee, 1992), SAGE (“Serial Analysis of
Gene Expression” — Analise Serial da Expressao Génica) (Velculescu et al., 1995), RT-PCR
(Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction) Quantitativo em tempo real (Gibson et



a., 1996), cDNA-AFLP (Bachem et al., 1996), Hibridag&o Subtrativa Supressiva (Diatchenko
et al. 1996).

Dentre esses métodos, a RT-PCR é um dos mais sensiveis e versateis. Esta técnica
pode ser usada para determinar a presenca ou auséncia de transcritos, para estimar o nivel de
expressao e para clonar produtos de cDNA sem a necessidade da construcdo e selecdo de
bibliotecas de cDNA (Sambrook, 2001), e em particular, no caso de proteinas codificadas por
familias multigénicas (Orsdl, et a. 2002).

A RT-PCR, em teoria, € capaz de detectar a presenca de uma Unica copia de uma
sequiéncia na amostra de RNAm. Na prética, no entanto, este nivel de sensibilidade esta fora
de alcance principamente devido a ineficiéncia inerentes a primeira fase da técnica, a
conversdo do RNA em cDNA (Sambrook, 2001).

Na PCR, por ser um processo exponencial de multiplicagdo de moléculas de DNA ou
cDNA, poucas diferencas na eficiéncia de amplificacdo entre amostras pode dramaticamente
afetar aintensidade do sinal obtido (Sambrook, 2001), prejudicando a comparacéo do nivel de
acumulo de transcritos entre amostra. No entanto este problema pode ser minimizado, mas
nunca completamente eliminado, pelo uso de padrdes internos. Um método para quantificacéo
de espécies especificas de RNAmatravés de PCR quantitativa foi demostrado por Wang et al.
(1989), usando um RNA sintético, adicionado a amostra, como padréo interno.

Em aguns trabalhos, sdo usadas variagdes da RT-PCR como a RT-PCR quantitativa
ou semiquantitativa com o uso de primers (iniciadores) competitivos entre si parao RNAmM de
interesse e parao RNAmM usado como padr&o interno, o que torna o trabalho mais complicado
devido a construcdo destes primers. Nestes casos, geramente é usado como padrao o RNA
ribossomal (Ohwaki, et a., 2005; Oliveira e Coruzzi, 1999) que encontra-se em grande
guantidade. No entanto, esta técnica pode ser usada de uma forma mais simples, sem o uso de
primers competitivos, usando primers para transcricdo reversa e amplificagdo da mesma
forma para a sequéncia de interesse e para a 0 RNAm usado como padréo, usando como
padrdes internos genes constitutivos que Ndo S0 expressos em riveis muito altos, como o da
ubiquitina.

Em arabidopsis, a aplicacdo de RT-PCR usando primers especificos para dois
transportadores de nitrato de alta afinidade pertencentes a familia NRT2 revelou que h&
expressao destes dois genes em plantas jovens aos 10 dias apos o plantio, porém ndo antes
(Zhuo et al., 1999). Em milho, foi possivel verificar diferencas no nivel de expresséo de genes
que codificam para duas isoformas de H'-ATPases, em resposta ao fornecimento de nitrato,
usando como padréo interno RNAmM do gene que codifica para a-tubulina 5, possibilitando
observar a contribuicdo da H'-ATPases para absor¢do de nitrato por essas plantas (Santi, et al.
(2003). Usando a mesma técnica, porém com o RNAm para ubiquitina e actina como controle
interno, Quaggiotti, et a. (2003) puderam distinguir o nivel de acimulo de transcritos para
transportadores de nitrato de alta afinidade entre variedades adaptadas a condicbes de
fertilidade diferentes.

Assim, a RT-PCR torna-se uma ferramenta simples e de grande utilidade para estudos

de expressdo génica, possibilitando verificar ndo sO a presenca de transcritos como também
fornecer dados do nivel de expressdo relativa do gene.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Conducéo do Experimento em Cémara de Crescimento

Duas variedades de arroz, IAC-47 (melhorada) e Piaui (tradicional) foram cultivadas
em solucéo nutritiva na caBmara de crescimento, do Departamento de Solos na Universidade
Federa Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As condigdes ambientais foram: fotoperiodo de
14h/10h (luz/escuro) com luminosidade de 220 pmol m? s (fluxo de fétons fotossintéticos),
umidade relativa do ar de 70% e temperatura 28°C/24°C (diurna/noturna).

As plantas foram submetidas nos primeiros 18 dias de germinacdo, a uma solucéo
basal de crescimento (solugdo de Hoagland e Arnon (1955) com NOz /NH," a1,4 mM). Em
seguida, estas permaneceram durante 72 h em uma solugéo sem nitrogénio (solucéo controle).
Passado esse tempo, um grupo de plantas recebeu alta concentracdo de N-NO3 (5 mM), outro
grupo recebeu baixa concentragdo de N-NOs™ (0,15 mM) e o terceiro grupo permaneceu em
solucdo sem N. As plantas foram submetidas a esses tratamentos trés horas apés o inicio do
periodo de luz (Wanget a., 2001).

As coletas foram realizadas antes de aplicar os tratamentos nostempos 1, 3, 6, 9, 24 e
48 horas apds a aplicacdo dos tratamentos (Figura 1). Amostras de 1g do terco médio de
folhas e raizes foram coletadas e armazenadas em etanol 80% para analise de fragdes sollveis
(N-NOs, N-NH4", N-amino e aglcares solliveis). Outras amostras coletadas ma mesma
manieira foram armazenadas em nitrogénio liquido para posterior andlise de expressao génica
por meio de RT-PCR e utilizadas para as analises descritas a seguir.

Oh 1h 3h 6h 9h 24h 48h
o

Germinagac 18 DAG L l l 1 :
¢ i 0,15 mmoles L™ NO;

1,40 mmoles L™* NO;/NH," 72h gNO; | Controle (s/ N)

5mmolesL? NOy

Figura 1. Esquema do experimento realizado para avaliacdo do metabolismo de N-NOs™ entre
variedades tradicionais e melhoradas de arroz.

3.2 Atividade da Nitrato Redutase

A atvidade da Nitrato Redutase (ANR) foi avaliada segundo Jaworski, (1971).
Duzentos miligramas de tecido vegeta fresco foram incubados com 5,00 mL de tampéo
fosfato (0,1 M KH2PO4 pH 7,5; 3% N-propanol e KNOs. Os tubos foram colocados em
banho- maria a 30°C por 1 hora no escuro. Em seguida, foram adicionados 0,40 mL da solucéo
problema; 0,30 mL de sulfanilamida 1% em HCI| 3M; 0,30 mL de n naftil-etileno-diamino
(0,02%) em outro tubo, deixando-se em repouso por 20 min. Apés a adicdo de 4,00 mL de



agua, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 540 nm, foi utilizado NaNO, como
padréo.

3.3 Atividade da Glutamina Sintetase

A determinacdo da atividade da Glutamina Sintetase foi feita segundo Farden e
Robertson (1980). Um grama de tecido vegetal fresco foi macerado com Ny liquido e se
acrescentou 4 ml de tampdo de extracdo (0,05M Imidazol-HCI pH 7,9, MgSO;,
mercaptaetanol). O material foi entdo filtrado em quatro camadas de gaze e o filtrado foi
centrifugado por 15 min a 3 °C e 15.000 xg. O sobrenadante foi recolhido e usado em seguida
para determinacéo de atividade da GS. Para determinacdo da atividade 0,30 mL de amostra
foram incubados em 0,50 mL de Imidazol-HCI (0,1 M) pH 7,5, + 0,20 mL ATP (0,1 M) + 0,1
mL de glutamato (0,5 M) pH 7,5 + 1,0 mL de &gua destilada. Ap6s 30 minutos em banho-
maria a 30°C, areacdo foi paralisada com a adicdo de 1,5 mL de solucdo de cloreto férrico. As
amostras foram centrifugadas e a leitura feita em espectrofotdmetro a 540 nm. Foi utilizado g
glutamilmonohidroxamato como padréo.

3.4 Fracdes Soluveis

Amostras de um grama de material coletado da parte aérea ou raizes foram
homogeneizadas em etanol 80%, e apos particdo com cloroformio (Fernandes, 1984) a fracdo
solivel obtida foi utilizada para a determinacdo dos teores de N-amino livre utilizando
ninidrina (Yemm & Cocking, 1955), N-NH;" (Felker, 1977), N-NOz utilizando &cido
sdicilico (Cataldo et al., 1975) e acUcares soluveis pelo método da antrona (Yemm & Willis,
1957).

3.5 Extracéo de RNA Total e RT-PCR

Aproximadamente 0,5 grama de tecido de raiz e folhas de arroz foram macerados em
gral e pistilo com nitrogénio liquido. O macerado foi transferido para tubos de centrifuga de
15 mL, novos e estéreis, contendo 1,5 mL de fenol, 1,5 mL de cloroférmio:alcool isoamilico e
45 mL de Tampéo NTES (0,2 M TriS-C|DEpc pH 8,0;: 25 mM EDTApepc;, 0,3 M NaC|DEpc;
2% SDSpepc). A mistura foi homogeneizada em vortex por 10 minutos e centrifugada em
seguidaa 8.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e
0 precipitado descartado em recipiente proprio para descarte de fenol. Foi adicionado ao
sobrenadante 1/10 volume de 2 M acetato de sodio pH 4,8 (NaOAcpepc) € 1 volume de
isopropanol puro gelado, a mistura foi submetida a -20°C por 2 horas para a precipitacdo.
Apobs a incubacdo, a mistura foi centrifugada a 8000 x g por 10 minutos e o precipitado foi
lavado com 2,0 mL de etanol (EtOHpepc) 70% gelado, sendo centrifugado novamente a 8000
X gpor 10 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 2,5 mL de HyOpgpc, adicionando-se em
seguida 2,5 mL de 4 M acetato de litio pH 4,8 (LiAcpepc). A mistura foi deixada em uma
caixa de isopor contendo gelo, e esta, dentro de uma geladeira, por uma noite.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 10 minutos e o
precipitado foi redissolvido em 0,9 mL de H:Opgepc. Depois de dissolvido o precipitado, foi
adicionado 0,1 mL de 2 M NaOAcpepc pH 4,8 e em seguida2 mL de EtOH absoluto a 4°C. A
mistura foi colocada a -20°C por 2 horas para a precipitacdo. Apés a incubacdo, as amostras
foram centrifugadas a 12.500 x g por 20 minutos e o precipitado foi lavado com 500 pL de
EtOHpepc 70% gelado. Para a lavagem, as amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 10
minutos. O EtOH que restou no tubo foi retirado com o auxilio d& uma micropipeta sem
desfazer o precipitado. Os tubos foram deixados no gelo com as tampas abertas por cerca de
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10 minutos para a secagem das amostras, em seguida foram dissolvidas em 100-200 pL de
H2Opepc € transferidas para microtubos novos de 1,5 mL.

Apoés a extracdo, o RNA total foi quantificado espectrofotometricamente, assumindo
gque 1 D.O a 260 nm corresponde a 40 pg de RNA por mL de soluggo. A qualidade do RNA
extraido foi verificada espectrofotometricamente por meio das relactes Azeo/A230 € AzsolAzso
capazes de detectar polissacarideos/polifendis (Loulakakis et al., 1996; Shultz et al., 1994) e
contaminagdo por proteinas, respectivamente (Winfrey et a., 1997) e também por meio de sua
visualizacdo em gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio.

(a) Tratamento do RNA Total com DNase

A fim de garantir a qualidade do RNA total a ser utilizado na reacéo de sintese do
cDNA, as amostras extraidas foram submetidas a digestdo com DNase | (Promega). Foram
utilizados na reacéo de digestdo 10 pg de RNA total de cada amostra de RNA, cada reagéo foi
composta por 1 pL de DNase | (10 U pL™), 17,5 pL de tampdo para DNase (4 X)
completando-se o volume final para 70 pL com H,Opgepc. A mistura foi incubada a 37°C por
15 minutos.

Terminada a reag@o de digestéo, foi realizada a precipitacdo do RNA tratado com
DNase. Apés o tratamento com DNAse, a reacdo foi elevado a600 pL com HyOpgpc,
adicionando-se em seguida 600 pL de fenol. A mistura foi homogeneizada em vortex por 5
minutos e centrifugada a 15000 x gpor 5 minutos a 25 °C. Apo6s a centrifugacdo, 500 uL da
fase aquosa (superior) foram retirados e transferidos para um novo tubo, sendo em seguida
adicionados 500 pL de cloroférmio:acool isoamilico (24:1). A mistura foi homogeneizada
em vortex por 3 minutos e novamente centrifugada a 14000 x g por 2 minutosa 25 °C. Apés a
centrifugacéo, 400 pL da fase aguosa (superior) foram retiradas e adicionada a um novo tubo,
foi colocado em seguida 40 pL (2/10 do volume) de 2 M NaOAcpepc pH 4,8 € 880 pL (2
volumes) de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a -20°C.
ApGs a incubacdo, a mistura foi centrifugada a 15000 x g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 200 pL de EtOHpepc (70%),
centrifugando-se a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi
retirado e transferido para microtubos novos, acondicionados em gelo com a tampa aberta por
10 minutos para a total eliminacéo de residuos de etanol. Em seguida as amostras foram
ressuspersas em 35 UL de HOpepc. Apds a precipitacéo, as amostras foram quantificadas
novamente no espectrofotdmetro para o conhecimento da quantidade de RNA restante apds a
digestdo. Essa leitura € importante para 0 passo de sintese e cDNA, pois é necessario 0
conhecimento exato da quantidade de RNA a ser utilizado na reacdo de sintese da 12 fita de
cDNA.

(b) Sintese de cDNA

A 12fita de cDNA foi sintetizada usando “TagMan Reverse Transcription Reagents”
(Applied Biosystems), usando primers oligodT de acordo com as recomendacbes do
fabricante, com peguenas modificacdes: 0,5 ug de RNA total; 3 pL de tampdo 10 X TagMan
RT ; 6,6 uL de 25 mM MgCh; 6 uL de deoxyNTPs; 1,5 uL de primer oligodT; 0,6 pL de
RNase Inhibitor; 0,75 pL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U pL™?) e H2Opepc
suficiente para completar 30 pL. A reagdo foi realizada em termociclador, da seguinte forma:
incubacdo por 10 minutos a 25°C, seguida de 30 minutos a 48°C (fase da transcricao reversa)
e terminando com 5 minutos a 95°C parainativacao da transcricdo reversa.

11



(¢) RT-PCR Quantitativo em Tempo Real

As andlises de RT-PCR quantitativo em tempo real foram realizadas usando “primers’
especificos (Tabela 1) para os genes estudados. Os “primers’ foram desenhados com base nas
segiéncias daregido 3'-UTR (3'-ndo transcrita) do RNAm, exceto para actina, onde néo foi
possivel e por isso foram desenhados com base na regido codante (transcrita), utilizando o
programa “Primer Express version 2.0" (Applied Biosystems). O gene da actina de arroz foi
utilizado como controle constitutivo do experimento. Os produtos de PCR foram detectados
com “SYBR® Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems).

A reacdo de “real-time” foi realizada em duplicata, de acordo com as recomendacdes
do fabricante: 5 pL da mistura de “primers’ “forward” + “reverse” (totalizando 3,6 UM = 50
uL de cada um dos primers que foram ressuspendidos a 7,2 uM); 10 yL de “mix UMM” e 5
ML dareacdo de sintese da 12 fita de cDNA. A mistura foi centrifugada na placa a 4000 rpm
por 3 minutos e levada para o aparelho de PCR em tempo real (“7500 Real Time PCR
System” da Applied Biosystems), as condicOes da reacéo de PCR foram a seguinte: 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, a
curva de dissociagéo foi realizada a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C por 15
segundos

Tabela 1. Primers especificos usados nas analises de RT-PCR semi-quantitativo.

Gene Proteina Forward primer Reverse primer
5 -GCGTATGCAAGA
: , 5-TCATGGCCTATG
OsNial ~ NR-NADH TGAGAGAAAAAA-3 TATGCAGTATGT AC-3

5 -CCACGACATCCT

OsGIn1l  GS11 CGTCATC-3 5-CCAGCACAAATG

CAATTCAG3T

5-GAGTCGTGCTCT

OGIn12 GS12 CCCTTGACS 5-CTCATCGACTTGG

TGCTGAA-3

5-ACGGAGCAAAGA

AATAAGCA-3

5'CTTCATAGGAAT

OsActin Actina GGAAGCTGCGGGTA-3 S [CGACCACCTTGAT

CTTCATGCTGCTA-3

S "GCCAAATAAAT 5-TTAACTGGCGAAT

OsGIn2  GS2 CCCAGCAAA-3 CGAAGGT.3
5 -TGACCGAACTA 5 -TGATATTCGGTCCG
OsGln2e  GSze ATGCCTATTCA-3 TATTTGG-3
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Efeito de Nitrato em Solugdo Nutritiva sobre o Metabolismo de Plantas de Arroz

O conteddo de nitrato, nos tecidos da variedade IAC 47, foi praticamente todo
consumido quando mantida em solucéo nutritiva sem nitrogénio, por um periodo de 72 horas,
ao contrario, apos esse periodo a variedade Piaui ainda apresenta teores de NO3™ nas folhas e
nasraizes (Figura2 e 3). Navariedade IAC 47, praticamente todo o nitrato foi consumido. Os
teores de NOs™ nos tecidos aumentam gradativamente apés o fornecimento desta via solucéo
nutritiva, alcangando valores maximos nas folhas ap6s 9 horas, tendo, no tratamento de 5
mM, um grande aumento nestes teores nas raizes e bainhas apds esse periodo (Figura 4.
Teoresdenitrato em bainhas de plantasde arroz, variedade | AC 47 e Piaui, submetidas
a 0,15mM e 5 mM de NO3- na solucéao nutritiva, e controle (sem nitrogénio), apos 72
horas em solugdo nutritiva sem N. As setas indicam o0 momento em as plantas foram
submetidas a solugdo sem N.). A variedade Piaui apresentou maiores teores de nitrato nas
folhas em todos os tratamentos, ndo havendo diferencas entre variedades nos teores de NOs
nas raizes e bainhas independente do tratamento (Figura 3, 4).

Os teores de nitrato nas folhas da variedade Piaui parecem indicar que esta variedade
possui maior capacidade de armazenar nitrato, ou sgja, maior pool de reserva que a variedade
IAC 47. Além disso, os teores de NO3™ nas folhas e raizes da variedade Piaui, apds 72 horas
sem nitrogénio, sugerem gue esta variedade remobiliza o nitrato armazenado de forma mais
lenta que a variedade IAC 47. Estes resultados est&o de acordo com os encontrados por Santos
(2006) e Souza (1998). Em experimento comparando as mesmas variedades de arroz, IAC-47
(melhorada) e Piaui (tradicional), quanto aremobilizacéo de N durante o periodo reprodutivo,
observou-se que a variedade tradicional foi mais eficiente na utilizacdo de N acumulado e
menos dependente do N proveniente de fontes externas, indicando um processo de adaptacdo
a0 fluxo instdvel de N que ocorre na regido do tropico umido (Souza et d., 1998). Nestas
circunstancias, aparentemente, a capacidade da variedade Piaui para absorver e acumular
NOs" e sua menor atividade da NR nas fases iniciais de crescimento e até a antese, podem ser
0S mecanismos que permitem a esta variedade um elevado acimulo de N nos gréos
(Rodrigues et al., 2004). Neste trabalho, Rodrigues et al. (2004) observaram um aumento do
teor de nitrato no tecido da variedade Piaui, quando foi simulada a perda de nitrato por
lixiviagdo (simulando o fluxo sazona de nitrato que ocorre nos trépicos), atribuindo este fato
aabsorcdo de nitrato por meio do sistema induzido de ata afinidade (IHATS).
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Figura 2. Teores de nitrato em folhas de plantas de arroz, variedade IAC 47 e Piaui,
submetidas a 0,15mM e 5 mM de NOs na solugdo nutritiva, e controle (sem
nitrogénio), apos 72 horas em solucdo nutritiva sem N. As setas indicam 0 momento
em as plantas foram submetidas a solu¢éo sem N.
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Figura 3. Teores de nitrato em raizes de plantas de arroz, variedade IAC 47 e Piaui,
submetidas a 0,15mM e 5 mM de NO;3 na solugcdo nutritiva, e controle (sem
nitrogénio), apos 72 horas em solucdo nutritiva sem N. As setas indicam 0 momento
em as plantas foram submetidas aa solugéo sem N.
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Figura 4. Teores de nitrato em bainhas de plantas de arroz, variedade IAC 47 e Piaui,
submetidas a 0,15mM e 5 mM de NO;s; na solucdo nutritiva, e controle (sem

nitrogénio), apos 72 horas em solucdo nutritiva sem N. As setas indicam 0 momento
em as plantas foram submetidas a solugdo sem N.

O cultivo das plantas em soluc&o nutritiva sem nitrogénio por 72 horas causou reducéo
nos teores de aminoéacidos totais nos tecidos das plantas (Figura 5). Apos o tempo 0 (zero)
ocorre um pequeno aumento nos teores de aminoéacidos em ambas as variedades. No entanto,
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a variedade Piaui apresentou maiores teores de aminoacidos nas folhas ap6s 72 horas sem
nitrogénio na solugdo nutritiva. 1sto pode significar que esta variedade esta remobilizando e
reduzindo o nitrato acumulado nos tecidos (Figura 2). N&o ha diferenca nos teores de
aminoécidos entre variedades no tratamento de 0,15 mM de NOs'.
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Figura 5. Teores de N-amino em folhas e raizes de plantas de arroz, variedade IAC 47 e
Piaui, submetidas a 0,15mM e 5 mM de NOs- na solugdo nutritiva, e controle (sem
nitrogénio). No tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas antes de
submeté-las a solugdo sem N.

Nas raizes, ndo houve diferencas nos teores de aminoacidos entre as variedades, no
entanto, houve diferencas entre os tratamentos, sendo os maiores valores encontrados no
tratamento de maior concentragcdo de nitrato na solugdo nutritiva. No tratamento de 5 mM
ocorreu um grande aumento nos teores de N-amino, sendo estes maiores nas folhas da
variedade Piaui comparada a variedade IAC 47 igura 5). Em plantas a pleno sol, sob
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condi¢cbes normals, o principal sitio de reducdo de nitrato sdo as folhas, sendo assm, o
controle da reducdo de nitrato neste 6rgéo seria fundamental para aumento do acimulo do
nitrato. A nitrato redutase € controlada pelos produtos da reducéo do nitrato, desse modo o
alto teor de aminoéacidos, no tecido, pode ser uma estratégia para controle da atividade desta
enzima na variedade tradicional. Assim, os teores de N-amino livre na parte aérea da
variedade Piaui refletem sua eficiéncia em absorver e assimilar o N disponivel, pois mesmo
guando submetida a solucdo sem N, apresentou maiores teores de N-amino livre que a
variedade melhorada .

Elevados teores de N-amino livre podem ter contribuido para o acimulo de NO3™ hos
tecidos, uma vez que estudos tém demonstrado que o NOs e o0s produtos da sua reducéo
influenciam sua aquisicdo e reducdo. O conteido de aminoécido nas folhas geralmente
correlaciona-se com o fornecimento de N (Scheible et al. 1997). O aumento nos teores de
NOs™ nos tecidos estd relacionado também aos maiores teores de N-amino livre, como
demonstrado por Souza et a. (1999). Em cevada foi demonstrada a existéncia de correlacéo
daatividade daNR com o contetido de NO3™ das folhas, ocorrendo diminuicdo da atividade da
enzima com a reducdo do contedo de NOs™ nos tecidos foliares. Por outro lado, plantas
submetidas a altas concentracbes de NOs™ mostraram alta atividade da NR e niveis elevados
de glutamina quando comparadas as plantas submetidas a baixas concentragcdes de NO3™ (Man
etd., 1999).

Nas plantas mantidas sem nitrogénio ha um pequeno aumento Nnos teores de acucares
sollveis nas folhas de ambas as variedades entre 0 e 9 horas (Figura 6), porém, quando as
plantas sdo submetidas a 0,15 mM de NOj3™ os teores de aglcares mantem se constantes e no
tratamento de 5 mM NOs™ ocorre uma rapida reducdo dos teores de aguicares nas primeiras 3
horas apds fornecimento de nitrato (Figura 6). Os teores de acUcares solUvels nos tecidos
vegetais sdo indicadores de energia prontamente disponivel para o metabolismo celular
(Souza, 1995). Alem de fonte de energia, os aglcares solUveis sdo fontes de esgueletos de
carbono utilizados na sintese de &cidos organicos para a assimilacéo do nitrogénio reduzido.
Assim, os elevados teores de aminoacidos justificam a queda no teor ce aglcar soltvel. Os
maiores teores de agUcares na folhas da variedade Piaui quando comparada a variedade
IAC47 nos tratamentos controle e 5 mM, sugerem que esta variedade possui uma maior
eficiéncia fotossintéticos, ndo sendo afetada pelo nivel de N.

O influxo de NOs é um processo ativo, dependente de um gradiente de H" gerado por
H'-ATPases (Santi et al., 1995) e catalisado por uma combinag&o de sistemas de transporte de
alta e baixa afinidade (HATS e LATS) (Forde, 2000; Galvan et a., 2001). Admite-se também
gue as células invistam mais de 50% das reservas energéticas na manutencdo de gradientes
idGnicos através de membranas (Nelson, 1994). Com isso, a remogdo do N-nitrico pode ter
resultado em diminui¢cdo do consumo de energia sob aforma de aglicares sollveis, 0 que pode
ter resultado no seuacumulo (Figura 6).

Uma vez que a disponibilidade de aglcares esta correlacionada com a demanda
energética elevada, as raizes possivelmente utilizariam energia para 0s demais processos
metabdlicos. Além disso, a reducédo dos nivels de aclcares solUveis implica em fosforilacéo
da Nitrato Redutase (NR), resultando na inativacéo dessa enzima (Kaiser e Huber, 2001).
Sabe-se atualmente que a disponibilidade de luz e de oxigénio séo os fatores externos de
maior efeito sobre a regulacdo da atividade da NR. Por outro lado, aclcares fosforilados ou
N30 s80 0s sinais internos que regulam as proteinas quinase e fosfatase, determinantes do
estado de ativacdo da NR (Kaiser e Huber, 2001), baseado na observacdo de que a
desfosforilacdo artificial da Nitrato Redutase sempre resultou em maior atividade dessa
enzima no escuro (Huber e Kaiser, 1996).
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O aumento dos niveis de aclcares solUveis ao longo do experimento foi observado por
Man et d. (1999), independente de terem utilizado uma dose baixa (0,3 mM) ou ata de NOs
(20 mM), houve queda na atividade da NR e aumento dos niveis de aglicares sollveis.
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Figura 6. Teores de aglcares solliveis em folhas e raizes de plantas de arroz, variedade IAC
47 e Piaui, submetidas 0,15mM e 5 mM de NOs- na solucgéo nutritiva, e controle (sem
nitrogénio). No tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas antes de
submeté-las a solugdo sem N.

Os resultados obtidos com a variedade Piaui sugerem gue esta adota uma estratégia de
maior eficiéncia de uso do N- NOs’, pois acumulou teores mais elevados de N- NOs™ na parte
aérea e teve menor atividade da NR (Figura 7 e 8), levando a crer que o NO3™ absorvido ndo
esta sendo reduzido de imediato, sendo grande parte estocado no vactolo para posterior
utilizacdo. Rodrigues et al. (2004), estudando a variedade Piaui sob “flush” de nitrato também
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chegaram a estes resultados. Segundo esses autores, a variedade Piaui mostrou baixa atividade
de NR nos est&gios iniciais do desenvolvimento, acumulando NO3'.
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Figura 7. Atividade da Nitrato Redutase em raizes, folhas e bainhas de plantas de arroz,
variedade 1AC-47 e Piaui, submetidas a0,15 mM de NOz-, e controle (sem N). No
tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas antes de submeté-las a solugdo
sem N.

De fato, a Nitrato Redutase apresenta importancia estratégica no metabolismo de N em
plantas, pois constitui uma etapa-chave na via de assimilagcdo (Sodek, 2004). O processamento
dessa via metabdlica implica, pelo menos, no consumo energético de 8 el étrons e na geracdo
de NH4*, o que representa considerével dreno de energia metabdlica. Todos 0s processos que
se destinam a assimilagdo de nitrogénio implicam em grande demanda metabdlica de energia
(Atkin et al., 2000).

E interessante observar, tanto a 0,15 (Figura 7) quanto 5,0 mM de NOs™ (Figura 8), que
em apenas 1 hora apds o fornecimento de nitrato, ocorreu o re-estabelecimento do nivel
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normal de atividade da nitrato redutase nas raizes. No entanto, apesar de um rapido aumento
de atividade nas folhas, esta ndo atingiu os niveis encontrados as 72 horas antes da retirada do
nitrogénio da solucdo. A variedade |AC47 apresenta um pico de atividade da nitrato redutase
3 horas ap6s a aplicacdo de 0,15 mM de NOs’, tanto em folhas quanto em raizes, enquanto a
variedade Piaui mantém a atividade da nitrato redutase em niveis mais baixos (Figura 7). Isto
mostra que a variedade IAC 47 reduz rapidamente o nitrato absorvido, mesmo quando sob
baixas concentracBes do nutriente, enquanto que a variedade Piaui tende a acumular este
nitrato apresentando assim maiores teores de nitrato nas folhas.

Héa uma atividade inicial elevada que diminui com passar do tempo na atividade da
Nitrato Redutase nas folhas das plantas sob 0,15 mM de NOs™ (Figura 7), enquanto que nas
plantas submetidas a5 mM de NOs a atividade da NR aumenta com o tempo (Figura 8). Isto
esta de acordo com os dados apresentados na Figura 5, ou sgja, as plantas submetidas a menor
concentracdo de nitrato no meio apresentaram menores teores de aminoécidos ndo tendo
controle negativo destes sobre a atividade da nitrato redutase. No entanto, quando submetidas
a atas concentracdes de nitrato na solucdo ocorre um grande aumento nos teores de
aminoacido em pouco tempo (3 a 9 horas), tendo estes, efeito negativo sobre a atividade da
nitrato redutase, nas duas variedades, neste periodo de tempo. Entretanto, nos tempos de 24 e
48 horas os teores de N-amino diminuem e a atividade da NR aumenta, principalmente na
variedade IAC 47.

Santos (2006) observou que as plantas da variedade Piaui apresentam uma maior
eficiéncia de absor¢do de nitrato quando sob baixas concentracdes, o que pode ser responsavel
pelos altos teores de nitrato no tecido sob condig¢bes de lixiviagdo de nitrato no solo como
observado por Rodrigues et al. (2004). Os sistemas de absorcdo de nitrato de alta afinidade,
gue atuam sob concentractes de nitrato abaixo de 0,5 mM no meio externo sofrem controle
negativo pelos produtos da assimilagéo do nitrato, dessa forma a alta reducéo de nitrato nessas
condi¢Bes pode resultar em uma baixa eficiéncia na absor¢do deste ion quando sob baixa
concentracao.

No tratamento de 5 mM de NOs™ ndo ha diferencas na atividade da Nitrato Redutase
entre variedades até as 9 horas ap6s o fornecimento de nitrogénio(Figura 8), no entanto, nos
tempos 24 e 48 horas ocorre um aumento da atividade nas folhas da variedade IAC 47,
guando comparada com a variedade Piaui, enquanto se mantém nos mesmos niveis na
variedade Piaui. Neste caso parece estar ocorrendo um efeito de feedback negativo dos teores
de aminoacidos sobre a atividade da Nitrato Redutase. Este efeito negativo, sobre a Nitrato
Redutase pode, desta forma, estar contribuindo para que ocorra 0 acimulo de altos teores de
NOs™ nas folhas desta variedade (Figura 2).

Assim como a atividade da nitrato redutase, a atividade da Glutamina Sintetase foi
maior nas folhas do que nas raizes tanto no tratamento de 0,15 mM quanto a 5,0 mM de NOs’
(Figura 9 e Figura 10). A bainha foi a parte das plantas que apresentaram menores atividades
enziméticas, mostrando mais uma vez ser este um tecido de baixa atividade metabolica. O
fornecimento de nitrato em solugdo nutritiva na concentragdo de 0,15 mM ndo resultou em
diferencas na atividade da glutamina sintetase nas folhas quando comparadas com o controle
ou entre variedades. A atividade da glutamina sintetase diminui apés 24 e 48 horas tanto nas
folhas quanto nas raizes das plantas submetidas a 0,15 mM e controle. Esta queda na atividade
coincide com o desaparecimento do nitrato (Figura 3) e acucares solUveis dos tecidos (Figura
6) neste tratamento.
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Figura 8. Atividade da Nitrato Redutase em raizes, folhas e bainhas de plantas de arroz,
variedade 1AC-47 e Piaui, submetidas a 5,0 mM NOs™ e controle (sem N), apos 72
horas em solugdo sem N. No tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas
antes de submeté-las a solugéo sem N.

O nitrato absorvido pode ser reduzido no citossol e 0 excesso € armazenado nos
vaclolos, enquanto que a atividade da Nitrato Redutase (ANR) reflete a circulagdo de nitrato
no citossol das células, que ndo sdo influenciadas pelo NOs;™ acumulado no vacutolo (Cookson
et a., 2005). Dessa forma, independente da concentracdo de nitrato no meio externo, a
concentracdo de nitrato no citossol é a mesma, enquanto que o excesso de NOj
provavel mente esta sendo armazenado nos vacuolos. Hirel et al. (2001) sugerem que durante a
fase vegetativa de crescimento, plantas de milho deveriam manter uma baixa atividade da NR,
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de maneira que o NO3z™ acumulado nos vacuol os possa ser posteriormente remobilizado para a
producdo de gréos. Segundo Gallais & Hirel (2004), alta atividade da NR e eficiéncia na
reducéo de N indicam gendtipos menos eficientes no uso de N.

As bainhas apresentaram a menor ANR independente dos tratamentos. As bainhas séo
tecidos de baixa atividade metabdlica e funcionam como tecidos de reserva. Em nossos
laboratérios, Santos (2006), cultivando plantas sob as mesmas condic¢des encontrou resultados
semel hantes para nitrato redutase e observou um grande acumulo de NOs3™ nas bainhas.
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Figura 9. Atividade de Glutamina Sintetase em raizes, folhas e bainhas de plantas de arroz,
variedade |IAC 47 e Piaui, submetidas a 0,15mM de NOs na solugdo nutritiva, e
controle (sem nitrogénio). No tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas
antes de submeté-las a solucdo sem N.
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O nitrato age como um sinal alterando o metabolismo da célula (Sitt, 2000), podendo
desta forma induzir ou reprimir genes de diferentes rotas metabdlicas. Dentre as vias
metabolicas que sofrem estimulo do nitrato estdo algumas enzimas do metabolisno de
carbono e dos é&cidos organicos. Dessa forma, a relagdo entre a atividade da glutamina
sintetase e os teores de aglcares solUvels provavelmente esta ocorrendo pelo aumento no
metabolismo de acidos organicos e producéo de 2-oxoglutarato, que é o acido organico usado
na sintese de glutamina pela glutamina sintetase (Sitt, 2000).
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Figura 10. Atividade de Glutamina Sintetase em folhas, raizes e bainhas de plantas de arroz,
variedade IAC 47 e Piaui, submetidas a5 mM de NO3™ na solucdo nutritiva, e controle

(sem nitrogénio). No tempo -72 horas, no eixo X, as plantas foram coletadas antes de
submeté-las a solucéo sem N.
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Diferente do tratamento de 0,15 mM de NOs’, 0 de 5,0 mM causou um leve aumento
da atividade da glutamina sintetase nas folhas de ambas a variedades (Figura 10), sendo o
estimulo maior na variedade IAC 47. Nas primeiras horas apés fornecimento do nitrato ocorre
uma queda na atividade e apds 6 a 9 horas a atividade comega a aumentar. No entanto nas
raizes o aumento da atividade € induzido rapidamerte apds 1 hora na variedade IAC 47 e 3
horas na variedade Piaui.

Nas raizes a inducéo da atividade da glutamina sintetase foi maior do que nas folhas
guando comparamos 0 controle com os tratamentos contendo nitrato (Figura 10). Na
variedade Piaui a atividade da glutamina sintetase supera a variedade IAC 47 em ambos os
tratamento, 0,15 e 5,0 mM de NOs", sendo que mesmo no tratamento controle a atividade na
variedade Piaui foi maior do que na variedade IAC 47 indicardo que esta variedade apresenta
uma melhor utilizagdo no N nesta condicdo. No tratamento de 5,0 mM ocorre um aumento
continuo de atividade de GS na variedade IAC 47 que coincide com a atividade da nitrato
redutase, 0 mesmo acontece para a atividade de GS ra variedade Piaui porém sem aumento de
atividade da nitrato redutase. O aumento de atividade neste caso, nas folhas, pode estar
ocorrendo pelainducdo pelo NH, " resultante da redugéo do nitrato.

Em experimento com arroz, Li et a. (2006) verificaram que o fornecimento de nitrato
resultou em aumento da atividade da glutamina sintetase até um periodo de 24 horas
retornando a nivels inferiores apds este tempo, ndo havendo respostas nas folhas. A estreita
correlacdo entre o metabolismo de nitrogénio e carbono res plantas é relatada a algum tempo
em muitos trabahos. Portanto, uma maior €ficiéncia energética, se traduz quase que
obrigatoriamente numa maior eficiéncia no uso do N, pois 0s processos de absorcao,
tranglocacdo, reducéo e remobilizacdo deste nutriente sdo dependentes de energia metabdlica.
Ha gasto de poder redutor e ATP para as enzimas envolvidas nesses processos. Este resultado
€ interessante, pois pode-se supor uma ligacdo entre o ciclo dos &cidos tricarboxilicos
(metabolismo de carbono) e efeitos sinalizadores do nitrato assim como um dos mecanismos
de inducdo da GS1 por NOs™ e a participagdo GS1 no metabolismo de nitrato.

4.2 Expressao dos Genes que Codificam para a Glutamina Sintetase e Nitrato Redutase

Nas raizes das plantas de arroz no tratamento sem N a expressdo de OsGSl.1
representa praticamente toda a expressao e atividade de GS nas raizes (Figura 11 e Figura 12),
assim como apos o fornecimento de NOs™ esta continua a ser a isoforma predominante, com
excecdo da variedade Piaui as 6 horas. Apos 72 horas sem N, a variedade Piaui parece
apresentar maior expressdo de OsGSl1.1 que a variedade IAC 47 (Figura 11), tanto nos tempos
6 horas e 24 horas. Apés 6 horas de fornecimento de nitrato ocorre um aumento na quantidade
de transcritos para GS1.1 nas plantas da variedade Piaui sob baixo nivel de N (0,15 mM de
NO3"), enquanto que, sob 5 MM apbs 6 e 24 horas ha uma diminuicdo na quantidade de
transcritos. A GSL1.2, também chameda de GSr por ser mais expressa nas raizes, apresentou
niveis de expressam menores que os de GS1.1, principalmente na variedade Piaui (Figura
11B). Quando o NOjs  foi aplicado ocorreu aumento de expressdo de GS1.2 apenas na
concentracdo de 5 mM para a variedade Piaui nos tempos 6 e 24 horas, enquanto na variedade
IAC 47, houve aumento na quantidade de transcritos tanto sob baixo como sob ato nivel de
NOs™ gpenas no tempo de 6 horas.

Em plantas de arroz mantidas sem nitrogénio por 48 horas (Zhao et a., 2006)
encontraram 0 mesno padréo de expressdo de OsGSL.1 e OsGSL.2 encontrados neste
trabalho, onde as plantas permaneceram 72 horas sem N. No trabalho de Zhao et a. (2006)
também foi observada a repressdo da expressao de OsGSL.1, e OsGSL.2 apos o fornecimento
de nitrato em uma concentragdo de 2 mM, considerado alto nivel de N. No entanto, os
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resultados de expresséo de OsGS1.2 mostrados por Zhao et a. (2006) ndo estdo totalmente de
acordo com os resultados apresentados aqui, sob ato nivel de N. Provavelmente, a alta
concentracdo de NOs™ utilizada neste experimento (5 mM) proporcionou maior sintese de
aminoacidos (Figura 13C), isto pode ter contribuido para reacfes de transaminacdo levando a
sintese de outras aminas ou amino&cidos, 0 que poderia ocasionar um aumento nos teores de
NH4" no citossol, que pode ter sido responsavel pelainducio de OsGSL.2 (Figura 11B).
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Figura 11. Expressdo relativa de genes que codificam para as enzimas Glutamina Sintetase:
0OsGS1.1 (A), OGS1.2 (B), OsGS2 (C), OsGS2c (D) e OsGSI (E) e Nitrato Redutase:
OsNR2 (F) em raizes de plantas de arroz, das variedades Piaui e IAC 47, sob
diferentes niveis de nitrato (sem nitrogénio, 0,15 mM e 5 mM de NOs3"). A expressao
do RNAm de actina foi usada para normalizar as amostras.

O passo final de reducdo do nitrato e assimilagdo do NH;" envolve reacBes que
ocorrem nos plastidios, devido a isso, a assimilacdo do N proveniente do nitrato deve ocorre
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principalmente pela GS2. Na variedade Piaui observa-se um grande pico no acumulo de
transcritos para GS2 apds 6 horas de fornecimento de nitrato §igura 11C), sendo neste
tempo, superior a variedade IAC 47, tanto sob alto como baixo nivel de N. No tempo de 24
horas 0 acimulo de transcritos € maior na variedade Piaui no tratamento de 0,15 mM de NOs’,
enquanto que, com de 5 mM de NOs™ ndo ha diferencas. Deve ser destacado, que na variedade
Piaui o maior acumulo de transcritos para GS2 ocorre sob baixo nivel de N, enquanto na
variedade IAC 47, ndo ha difererncas as 6 horas, e apds 24 horas o maior acumulo ocorre sob
alto nivel de N (Figura 11C). Zhao et a. (2006) encontraram resultados semelhantes aos
observados para a variedade Piaui, o0 que pode representar uma preferéncia de assimilacdo nas
raizes por essa variedade sob as condicfes do experimento, enquanto que para a variedade
IAC 47 parece ocorrer 0 contrario, 0 que pode estar relacionado a maior atividade da NR nas
folhas desta variedade (Figura 12), concordando com os resultados de Santos (2006).
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Figura 12. Atividade da Glutamina Sintetase (A e B) e da Nitrato Redutase (C e D) em folhas
e raizes de plantas de arroz, das variedades Piaui e IAC-47, nos tempos:. O, 6 e 24
horas ap0s tratamento sem nitrogénio e com 0,15 e5 mM de NOs'.

A forma GS2c resultante do splicing alternativo do RNAm da GS2, apesar de sofrer
grande inducdo por 0,15 mM de NOjs para a variedade Piaui (Figura 11D), apresenta um
acumulo extremamente baixo de transcritos quando comparada com as outras isoformas
(Figura 11). A origem desse transcrito provavelmente se deve a erros no processamento dos
RNAmM para GS2, e se for traduzido, provavelmente resultaram em uma proteina nédo
funcional.

Apesar da expresséo relativa da isoforma dodecamerica, OsGS |, ser inferior a da
GS1.1 edaGS2, foi superior ada GS1.2 sob baixa dose de NOs™ e também nas plantas sem N,
para a variedade Piaui s 6 horas, enquanto que para a variedade IAC 47 a expressdo deste
gene (OsGS 1) nas raizes se dade forma congtitutiva (Figura 11E).
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H& um grande aumento no acumulo de transcritos para NR2 ap6és o fornecimento de
NOs™ (Figura 11F), nas primeiras 6 horas ndo h& diferencas entre as variedades quando sob
baixo nivel de NOs™. No entanto, sob ato nivel de NOs’, ha maior acimulo para a variedade
IAC 47. ApGs 24 horas 0 acumulo de transcritos € maior para a variedade IAC 47 em todos os
tratamentos. Na variedade IAC 47 o maior acumulo de transcritos de OsNR2 se deu no nivel
mais alto de NO3", enquanto que para a variedade Piaui ndo ha grandes diferencas entre os
nivels de NO3. Sabe-se que a expressao dos genes gque codificam para nitrato redutase sdo
reprimidos por formas de N reduzido (Klein et al., 2000), como no tempo de 6 horas néo
houve diferencas nos teores de N-amino (Figura 13D) entre variedades sob baixo nivel de N,
também ndo houve diferencas na expressdo de OsNR2 neste periodo. Do mesmo modo, na
variedade Piaui, a expressdo de OsNR2 é reprimida sob alto nivel de N, no qual ha um
aumento nos teores de N-amino nas raizes (Figura 13D). No entanto, mesmo ndo havendo
diferencas nos teores de N-amino entre as variedades, na variedade IAC 47, ocorre maior
expressdo de OsNR2, o que sugere que na variedade Piaui ocorre um forte controle
transcricional sinalizado pel os teores de N-amino.

As diferencas observadas na expressdo de OsSNR2 nas raizes, ndo se refletem na
atividade da NR (Figura 14C e D). A nitrato redutase sofre um forte controle, tanto a nivel
transcricional, quanto pos-traducional por fosforilacdo reversivel e/ou seguida de degradacéo
(Kaiser, 1998), alem disso, trabalhos realizados com folhas destacadas de espinafre mostram
gue em algumas situacdes a ANR pode ndo representar a reducéo atual de nitrato (Kaiser et
al., 2000).

Como pode ser observado na Figura 14, de modo geral a expresséo de genes para GS e
NR foram bem maiores nas folhas do que nas raizes (Figura 11) como também ocorreu para a
atividade da GS e da NR (Figura 12). A expressao de O95S1.1 ndo apresentou incrementos
significativos em relacdo ao tempo zero, exceto nas plantas sem nitrogénio da variedade IAC
47 no tempo de 24 horas (Figura 14A). AssSm como nas raizes, no tempo zero e 6 horas a
variedade Piaui apresentou maior acimulo de transcritos para OsGS1.1 que a variedade IAC
47. No tempo de 6 horas houve um decréscimo no acimulo de transcritos para GS1.1 sob
baixo nivel de N nas duas variedades. No tempo de 24 horas, a variedade Piaui mostrou
reducdo na expressdo de OsGS1.1 nas plantas sem N enquanto que nas plantas com N, a
expressdo ndo se alterou, enquanto que na variedade |AC 47 ha um aumento nas plantas sem
N e sob baixo nivel, enquanto sob ato nivel de N a expressdo ndo se altera. A expressao de
OsGS1.1 parece ndo sofrer inducdo pelo fornecimento externo de NOs™ (Figura 14A). A
atividade de GS no citossol das folhas é responsavel principal mente pela assimilagio do NH,;*
produzido na quebra de proteinas, o que justifica ndo haver aumento de expresséo do gene
OsGS1.1 em resposta a0 fornecimento externo de N, mas sim durante a senescéncia
(Hayakawa et al. 1993, Purcino et al. 1999) ou sob condi¢des de déficit de nitrogénio, quando
ocorre a quebra de proteinas para atransocagdo de N para 6rgéos em desenvolvimento .

Ao contrério de OsGS1.1 e OsGS2, o acumulo de transcritos para a OsGS1.2 nas
folhas (Figura 14B) foi bem menor quando comparada com as raizes (Figura 11B), o que
confirma as raizes como local preferencial para expressdo deste gene. Ocorre um aumento na
expressao apos 6 horas do inicio do experimento tanto nas plantas com N como nas plantas
sem N da variedade Piaui. No tempo de 24 horas ocorre um grande aumento apenas nas
plantas sem N. Para a variedade IAC 47 ndo ocorrem variacdes no nivel de RNAm exceto no
tempo de 24 horas e no tratamento de 0,15 mM onde ha reducéo na quantidade de transcritos.
A expressdo de OsGSL.2, diferente de OsGS2, tem sido observada ser induzida por aménio
nas raizes (Ishiayma et al., 2003), no entanto, sob alto fornecimento de N foi observado um
nivel significativo de expressdo deste gene em folhas (Zhao et al., 2006), o que pode ser
ocasionado por reacdes de transaminacdo e sintese de moléculas com menor relacdo C/N para
economia de esguel etos de carbono.
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Figura 13. Teores de N-NOs (A e B), N-amino (C e D), N-NH;" (E e F) e aglicares sol(iveis
(G e H) em folhas e raizes de plantas de arroz, das variedades Piaui e IAC-47, nos

tempos:. 0, 6 e 24 horas apods tratamento sem nitrogénio e com 0,15 mM e 5 mM de
NOs'.

A expressdo de GS2 (Figura 14C) no tempo zero ndo diferiu entre variedades, no
entanto as 6 e 24 horas houve reducéo na quantidade de transcritos nas plantas da variedade
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Piaui sem N enquanto que na variedade IAC 47. Houve aumento as de 24 horas. Na variedade
Piaui a maior expressdo ocorreu sob alto nivel de NOs’, enquanto que no menor nivel houve
reducéo as 6 horas e um pequeno aumento as 24 horas. Na variedade |AC 47 a expressao sob
alto nivel de N é aproximadamente duas vezes menor gue na variedade Piaui, tanto as 6 como
as 24 horas, sob baixo nivel ocorre um grande aumento de expresséo apds 24 horas. A GS na
parte aérea atua principalmente na reassimilagdo do NH;" produzido nas células do mesofilo
durante a fotorrespiracdo (Husted et a. 2003), ou entéo, produzido pela reducéo do nitrato. A
inducdo da expressdo de OsGS2 também foi verificada por Zhao et a. (2006) com o
fornecimento externo de N, sendo o nivel de expressdo proporcional ao nivel de N, na forma
de NH4NO3 A expresséo de GS2 pode ser induzida em parte pela luz através do citocromo e
em parte pelo status de carbono sinalizado por 2-oxoglutarato. Por outro lado, o fornecimento
de NOs pode afetar o metabolismo de carbono, assim com aumentar a sintese de 2-
oxoglutarato que por sua vez pode sinalizar para inducéo da expressao de OsGS2 (Muller et
a., 2001; Stitt e Krapp, 1999).

O aumento da expressdo de GS2 (Figura 14C) nas folhas da variedade Piaui as 6 e 24
horas esta de acordo com o aumento dos teores de NH;* e N-amino (Figura 13 CE e G). A
isoforma GS2 parece ser a principal componente da atividade da GS as 24 horas nas folhas da
variedade Piaui.

A expressdo da GS | (Figura 14E) foi baixa, no entanto muito maior que a expressao
de GS1.2 (Figura 14B). A expressdo de GS | € maior na variedade Piaui, no tempo zero, e as 6
horas as duas variedades apresentam resposta semelhante, com aumento nas plantas sem N e
sob ato nivel de N e reducéo da expressio sob baixo nivel de N. As 24 horas e sob 5 mM de
NOs™ houve aumento da expressdo na variedade Piaui em relacdo a IAC 47. Apesar de ser
encontrada em plantas (Mathis et al., 2000), ndo ha informagdes sobre expressdo ou funcéo
desta enzima.

N&o houve diferencas na expresséo do gene NR2 entre variedades no tempo zero
(Figura 14F). A expressdo do gene NR2 diminui na variedade Piaui sem N, enquanto que na
variedade IAC 47 houve aumento as 24 horas. No tratamento de 0,15 mM n&o ha diferencas
na expressao de NR2 na variedade Piaui , enquanto que na variedade IAC 47 ocorreu aumento
com o tempo sendo maior as 24 horas. No tratamento de 5 mM houve grande aumento na
expressao as 6 horas para as duas variedades, diminuindo as 24 horas. Apesar de ndo haver
diferencas entre as variedades as 6 horas, no tempo de 24 horas a expressdo de NR 2 foi duas
vezes maior na variedade IAC 47 sob alto nivel de N. Sob baixo nivel de N, a expressdo de
NR2 foi de 2 a4 vezes maior na variedade IAC 47 nos tempos 6 e 24 horas, respectivamente.
A maior expressdo da NR2 as 6 horas quando ambas as variedades receberam 5 mM de NOs’,
indica ainducdo da transcricéo génica pela presenca do substrato (nitrato).
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Figura 14. Expresséo relativa de genes que codificam para as enzimas Glutamina Sintetase:
OsGS1.1 (A), OGS1L.2 (B), OsGS2 (C), OsGS2c (D) e OsGSI (E) e Nitrato
Redutase: OsNR2 (F) em folhas de plantas de arroz, das variedades Piaui e IAC 47,
sob diferentes niveis de nitrato (sem nitrogénio, 0,15 mM e 5 mM de NOg3). A
expressdo do RNAm de actina foi usado para normalizar as amostras.
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5. CONCLUSOES

Sob ata dose de NO3™ (5 mM), a OsGS2 foi a principal isoforma de GS envolvida na
assimilacéo de N e sintese de aminoécidos nas raizes e folhas de arroz, podendo ser indicada
como enzima responsavel pelo controle do metabolismo de N nas condicdes do experimento.

A variedade Piaui manteve atos teores de N-amino nas folhas, 0 que parece ter
contribuido para a menor expressdo do gene que codifica para a nitrato redutase, resultando
em acumulo de nitrato nas folhas. O que confirma a estratégia desenvolvida por
variedade de arroz de acumular NO3™ na fase inicid de crescimento para posteriormente
remobilizé-1o durante o enchimento dos gréos.

N&o houve diferencas significativas na atividade da GS entre variedades, independente
da concentragdo de nitrato na solugdo, no entanto, existem diferencas na expressdo das
isoformas da GS entre a variedade tradicional (Piaui) e amelhorada (IAC 47). Isto indica a
necessidade de compreendermos melhor os processos bioquimicos e fisiol 6gicos relacionados
aeficiénciado uso de N e conhecer o papel das enzimas envolvidas na absor¢éo e no acumulo
de N no estégio vegetativo e na remobilizacdo do N para os gréos durante a senescéncia.
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