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RESUMO: Reduzir as quantidades de fertilizantes nitrogenados e encontrar cultivares com maior eficiéncia no uso de nitrogénio
s80 0s principais objetivos atualmente da nutricdo de plantas, pois parte do nitrogénio (N) aplicado ao solo com o intuito de
maximizar a produgao, pode ser perdido por lixiviagao para o lengol freatico, lagos e rios ou para a atmosfera causando graves
problemas ambientais e aumento no custo de producdo. Dentre as estratégias para aumentar a eficiéncia de uso de N é proposto
no presente trabalho superexpressar o transportador de nitrato OsNPF4.11 em arroz. As linhagem transformadas OsNPF4.11
foram cultivadas em solugéo nutritiva contendo 0,2 mM N-NO,". Foi observado que as plantas transgénicas apresentaram um
maior acumulo de NO," na raiz o que afetou o crescimento das plantas, as quais apresentaram uma menor massa seca de parte
aérea e um sistema radicular menos desenvolvido.

Palavras-chave: eficiéncia de uso; nitrogénio; Oryza sativa L.

Overexpression of nitrate transporter OsNPF4.11 (OsNRT1.2)
affects growth in rice plants

ABSTRACT: Reduce the amounts of nitrogen fertilizers and finding varieties with a high nitrogen use efficiency are the main
objectives of plant nutrition. A large part of the nitrogen (N) applied to the soil in order to maximize production is lost by leach-
ing to the groundwater, lakes and rivers or to atmosphere by volatilization causing serious environmental impacts and and high
production costs. Among the strategies to increase NUE in the present work we propose to overexpression the nitrate transporter
OsNPF4.11 in rice. Transformed OsNPF4.11 lines were grown in nutrient solution containing 0.2 mM N-NO,. It was observed that
the transgenic plants had a greater NO,” accumulation in the root affecting the plants growth, which presented a lower shoot dry
mass and a less developed root system.

Key words: use efficiency; nitrogen; Oryza sativa L.
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Superexpressao do transportador OsNPF4.11 (OsNRT1.2) afeta teor de nitrato, pardmetros radiculares e crescimento de arroz

Introducao

A absorcdo de N é o primeiro passo que pode ser
manipulado visando o aumento da eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN). Uso de cultivares melhoradas que sdo
mais eficientes em capturar o N do solo, durante todo o ciclo
da cultura, pode diminuir as perdas de N por lixiviagdo e
desnitrificacdo (Xu et al., 2012).

A maioria das plantas cultivadas em ambientes tropicais
e subtropicais absorve predominantemente N mineral, como
nitrato (NO,’) ou ambnio (NH,*). A forma inorganica em que
o N se encontra no solo depende das condi¢des ambientais.
Em condi¢Bes aeradas, o NO, ¢ a maior fonte de N, porém
em sistema de arroz inundado a difusdo de oxigénio pelas
raizes, devido a tecidos especializados denominados
aerénquimas que facilitam essa difusdo, promove o processo
de nitrificacdo em sua rizosfera e com isso ocorre a absorgdo
de NO, pelas plantas de arroz mesmo nestas condigdes,
tendo um significativo efeito positivo no desenvolvimento
do vegetal (Kirk & Kronzucker, 2005).

A absorgdo de NO, pelas raizes é realizada por proteinas
pertencentes a familia multigénica NRT1 e NRT2, as quais
podem ser constitutivas ou induzidas pela presenca de
seu substrato NO3', e sdo classificadas em dois sistemas de
transporte de acordo com a sua afinidade pelo substrato:
sistema de transporte de alta afinidade (HATS — High
Affinity Transport System) e sistema de transporte de baixa
afinidade (LATS - Low Affinity Transport System). O LATS atua
em concentragdes externas superiores a 1mM de NO3' eo
HATS em concentracBes externas inferiores a 1mM (Cerezo
et al.,, 2001).

Em Arabidopsis, o CHL1 (AtNRT1.1) e os demais membros
da familia NRT1 participam do sistema de baixa afinidade
(LATS), e os membros da familia NRT2 participam do sistema
de alta afinidade, sendo os transportadores AtNRT2.1 e
AtNRT2.2 induzidos pela presenga de nitrato (iHATS) e os
transportadores AtNRT2.3, AtNRT2.4, AtNRT2.5, AtNRT2.6
e AtNRT2.7 constitutivos (cHATS), ou seja, expressos
independente da presenga do NO, (Figura 1) (Souza &
Fernandes, 2006; Wang et al., 2012b)

Recentes estudos tém demonstrado que os membros
da familia NRT1 podem também transportar solutos com
distintas funcdes fisioldgicas, tais como hormdnios (acido
abscisico (ABA) e auxina (lAA), glucosinolatos, peptideos
e aminoacidos (von Wittgenstein et al.,, 2014; Léran et
al., 2014). Devido a isso, Léran et al. (2014) propuseram
uma nomenclatura unificada dos transportadores da
familia NRT1, no qual os mesmos foram divididos em oito
subfamilias NPF1 a NPF8 (NRT1 PTR FAMILY). Da mesma
forma von Wittgenstein et al. (2014) propuseram uma
separacdo filogenética dos transportadores da familia NRT1
em 10 supergrupos (de A a J) os quais compartilham fungdes
comuns.

Os transportadores de alta afinidade (HATS) tem
papel fundamental na eficiéncia de absor¢cdo sob baixa
disponibilidade de N (Kiba & Krapp, 2016). Porém, alguns
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transportadores podem ser de dupla afinidade como, por
exemplo, o NRT1.1 de Arabidopsis (NPF6.3..), atuando tanto
em alta como em baixa afinidade. O OsNRT1.1 também esta
envolvido nos processos de sinalizagdo os quais conduzem
a mudangas no desenvolvimento das raizes, funciona
como um sensor de nitrato para ativar a expressdo de
genes relacionados ao metabolismo do ion, mudanga na
germinagdo de sementes, facilita o transporte de auxina
em uma via reprimida pelo nitrato e também reprime o
crescimento de raizes laterais em baixa disponibilidade de
nitrato (Dechorgnat et al., 2011).

Outro membro do sistema de baixa afinidade (LATS)
com um distinto modelo de expressdao é o NRT1.2, onde
em Arabidopsis foi expresso especificamente nos pélos
radiculares e na epiderme das pontas e regides maduras da
raiz, apresentando um K, para o NO, em torno de 6 mM
em ovdcito (Huang et al., 1999). Ao contrario da expressdo
induzida pelo nitrato do NRT1.1, o RNA mensageiro
do AtNRT1.2 acumula mesmo na auséncia de nitrato,
demonstrando ser um componente constitutivo do LATS
(Dechorgnat et al., 2011). Porém em arroz, Bucher et al.
(2014), analisando as cultivares Piaui e IAC 47 observaram
um aumento na expressio do OsNRT1.2 (OsNPF4.11)
quando cultivados sob baixa concentragdo de NO_, 0 mesmo
foi observado por Arruda (2014) analisando as cultivares
Piaui, IAC 47, Manteiga e Caiap¢, indicando que em arroz
esse transportador pode atuar em faixas de concentra¢des
inferiores a 1mM de N-NO,". Também, plantas de arroz
submetidas ao estresse salino apresentaram aumento de
expressdo do gene OsNRT1.2(OsNPF4.11) nas folhas velhas,
indicando que esse gene pode estar envolvido naacumulagao
de NO, nesse tecido (Wang et al., 2012a).

Essetrabalhoteve porobjetivo avaliarse asuperexpressdo
do gene OsNPF4.11(OsNTR1.2) pode melhorar a habilidade
das plantas em absorver N-NO, em condigbes de baixo
suprimento desse nutriente, contribuindo assim, para a
maior eficiéncia de uso de N.

Material e Métodos

Construcdo génica e obtengdo das linhagens transformadas

As linhagens mutantes de arroz da cultivar nipponbare
foram produzidas expressando OsNRT1.2 (NPF4.11) sob o
controle do promotor Rcc3 do arroz, um promotor especifico
de raiz. Inicialmente o gene NPF4.11 foi amplificado do
cDNA da cultivar Piaui, utilizando a enzima Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Life Technologies). Para clonagem
desse gene nos vetores para superexpressao em arroz,
foi utilizado o sistema de clonagem MultiSite Gateway
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), que se baseia em
reacdes de recombinagdo sitios especifica, gerando a
construgaoRcc3: NPF4.11: 3xHA.A construgdo foi entdo
inserida em Agrobacterium tumefaciens cepa LB4404.

As plantas de arroz foram transformadas utilizando A.
tumefaciens de acordo com o método descrito por Toki et
al. (2006). As linhagens transformadas T1 foram confirmadas
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por resisténcia a higrominina conferida pelo gene hph
dirigido pelo promotor da ubiquitina 1 do milho.

Condigoes de cultivo das plantas

As linhagens transgénicas selecionadas foram cultivadas
em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12h/12h
(luz/escuro), fluxo de fotons fotossintéticos de 400 pumol
m?2s?! umidade relativa do ar de 70% e temperatura de
28°C/24°C (diurna/noturna). Foram utilizadas trés linhagens
superexpressando o transportador OsNRT1.2 (L3, L4 e L8)
e uma linhagem tipo selvagem (WT) como controle. As
sementes foram germinadas na superficie de uma lamina
d'dgua de um vaso de 700 mL, sustentadas por gaze. No sexto
dia apds a germinagdo (DAG), as plantas foram submetidas
a uma solucdo de Hoagland & Arnom (1950) com 1/2 de
forca i6nica contendo 2mM de N-NO, por seis dias. No
12° DAG as plantas foram submetidas a uma nova solucdo
com 1/2 de forca ibnica contendo 0,2 mM de N- NO, assim
permanecendo até o 18° DAG. No 18° DAG, seis horas apds
a troca de solucdo, todas as plantas foram coletadas. Apds
coletadas as plantas foram pesadas e o peso fresco da parte
aérea e raiz, assim como a relacdo raiz/parte aérea foram
obtidos. Amostras de raizes foram coletadas e armazenadas
a -80 °C para as analises de expressdo génica dos
transportadores de nitrato. Amostra de raizes e parte aérea
foram coletadas, armazenadas em etanol 80% para posterior
extracdo da fragdo solluvel e determinacdo dos teores de
metabdlitos sollveis. Raizes intactas das plantas WT e das
linhagens transformadas foram coletadas e escaneadas
com uma resolucdo de 600 dpi. As imagens geradas foram
analisadas utilizando o software WinRizo Arabdopsis (Regent
Instruments, 2012) e os seguintes parametros radiculares
obtidos: comprimento, area de superficie, diametro médio,
volume radicular e nUmero de pontas.

Reag¢6es de PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real para analise da expressao
diferencial do gene OsNRT1.2 foi realizada usando o kit
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Os primer
para os genes estudados foram desenhados utilizando-
se o programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems)
(Tabela 1). A especificidade do primer foi analisada usando
a ferramenta primer BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov), assim como por meio da curva de melting no final
da reagdo de PCR.

Os genes da Actina2 e Ubquitina5 (Jain et al, 2006)
foram utilizados como de referéncia para normalizagao

da expressdo génica. A expressao génica diferencial foi
calculada pelo método 27227 (Livak & Schmittgen, 2001).
Como controle foi utilizada a linhagem tipo selvagem, a qual
recebeu o valor de expressao igual a 1.

Analises das fracOes nitrogenadas e aglicares soluveis

Amostras de 1g de raiz e parte aérea foram coletadas
e homogeneizadas em etanol 80%. Apds particdo com
cloroférmio (Fernandes, 1984) a fracdo soltuvel obtida foi
utilizada para a determinacdo dos teores de N-amino livre
(Yemm & Cocking, 1955), N-NO, (Miranda et al., 2001),
N-NH,* (Felker, 1977) e acucares soluveis (Yemm & Willis,
1957).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias analisadas pelo teste de Dunnet (p <
0,05), utilizando o programa estatistico R (R Development
Core Team, 2011).

Resultados e Discussao

Confirmagao das linhagens de arroz superexpressando o
gene OsNPF4.11 por RT-qPCR

A RT-gPCR foi realizada para analisar o padrdo de
expressdao do gene OsNPF4.11 nas raizes das plantas WT e
das linhagens transformadas cultivadas com 0,2 mM de NO
por seis dias. Houve um aumento significativo de expressdo
de até aproximadamente 35 vezes nas linhagens mutantes
em comparag¢do com as plantas WT, demonstrando que
o OsNPF4.11 foi superexpresso nas raizes das linhagens
transformadas (Figura 1).

Superexpressao do OsNPF4.11 significativamente aumenta
o acumulo de NO, nas raizes

As linhagens transformadas apresentaram maiores teores
de NO, na raiz em comparagdo com as plantas WT (Figura
2A), uma diferenga de até aproximadamente 13 vezes. Na
bainha apenas a L8 apresentou diferenga significativa em
comparag¢dao com a WT (Figura 2C). Na folha ndo foram
observadas diferencas significativas. (Figura 2E).

Os teores de NH, *das linhagens transformadas foram
inferiores as plantas WT nas raizes (Figura 2B). Porém teores
de NH," mais elevados foram observados nas bainhas das
linhagens transformadas em relagdo as plantas WT (Figura
2D). Na folha ndo houve diferencas significativas (Figura 2F).

Na raiz, a L4 apresentou um pequeno incremento
(aproximadamente 1,3x) nos teores de N-amino, diferindo

Tabela 1. Sequéncias dos primers (iniciadores) forward e reverse usados nas reagdes de PCR em tempo real para o gene do
transportador de nitrato OsNPF4.11 e os genes de referéncia Actina (OsAct2) e Ubquitina 5(UBQ5) de arroz e numeros de

acesso no banco de dados do NCBI.

OsNPF4.11 NM_001064472.1 5’-CAATCTGTAATGCAGGGTTAACTGTT -3’
OsACT2 NM_001057621.1 5’-CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA -3’
OsUBC5 AK061988 5'-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3'

5’-AGCATCCTCAAGACCACCAAA-3’
5’-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA -3’
5'-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3'

Rev. Bras. Cienc. Agrar., Recife, v.13, n.1, €5493, 2018

3/8



Superexpressao do transportador OsNPF4.11 (OsNRT1.2) afeta teor de nitrato, pardmetros radiculares e crescimento de arroz

60 -
OsNPF4.11
50 |
&

£ 40 1 * l
=
z P T
2 30 T J J
g 1
A& 20 -

10 |

0 | e —

WT L3 L4 L8

Figura 1. Expressdo génica relativa do transportador de
nitrato OSNPF4.11em raizes das plantas WT e das linhagens
transformadas L3, L4 e L8, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NO," por seis dias como Unica
fonte de N, coletadas no 18° DAG apds seis horas da troca
de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa
entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média.
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Figura 2. Teores de nitrato (N-NO3') e amonio (N-NH4+) na
folhas, bainhas e raizes das plantas WT e das linhagens
transformadas L3, L4 e L8, cultivadas sob suprimento
constante com 0,2 mM de N-NO, por seis dias como Unica
fonte de N, coletadas no 18° DAG apds seis horas da troca
de solucdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa
entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média.
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significativamente da WT (Figura 3A), porém o mesmo
ndo foi observado nas linhagens L3 e L8. Na bainha todas
as linhagens apresentaram maiores teores comparadas
com a WT (Figura 3C). A linhagem L4 também apresentou
uma pequena redugdo na porcentagem de acgucar soluvel
nas raizes (Figura 3B). Na bainha um pequeno aumento foi
observado nas linhagens L4 e L8 em comparagdo com as
plantas WT (Figura 3D).

Esses resultados sugerem que a superexpressao do
OsNPF4.11 nas raizes de plantas de arroz acarretou em um maior
acimulo de NO, nesse 6rgdo, onde o mesmo provavelmente
ndo foi enviado para a parte aérea. Estudos anteriores
demonstraram que o nocaute de transportadores envolvidos
no carregamento do xilema, pode alterar a translocagdo de
NO, a longa distancia, acarretando em um acimulo de NO,
nas raizes e uma redugdo no crescimento das plantas (Lin et al.,
2008; Tang et al., 2012; Li et al., 2015), desta forma o aumento
na expressdo do OsNPF4.11 pode ter influenciado na expressao
de transportadores envolvidos no carregamento do xilema,
acarretando assim no fendtipo observado.

g 335 3
Z A . 3 B .
= 30 Raz = Raz
Z =4
B s Z
g 3
3 2
= =
z10 g
F4 2
i ! % ’——‘
= =
0 0
WT L3 L4 LS WT L3 L4 L8
g 35 5
¢ Bainha 3 o Bainha
& 4
£ 25 E
= 2
g 20 # =3
g # * ] * *
%" 15 g 2
= &b
£ 10 E
z R
P Z
o 0
WT L3 L4 L8 WT L3 L4 L8
5
] F
E Folha 2 Folha
& 4
Z3
3
52
2
E
£
2
0 0
WT L3 L4 LS WT L3 L4 L8

Figura 3. Teores de N-amino e porcentagem de aguUcares
soltveis na folhas, bainhas e raizes das plantas WT e
das linhagens transformadas L3, L4 e L8, cultivadas sob
suprimento constante com 0,2 mM de N-NO, por seis dias
como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG apds seis horas
da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica diferenca
significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet
(p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

4/8



L. N. Arruda et al.

Superexpressao do OsNPF4.11 significativamente reduz o
crescimento e altera a arquitetura radicular

Houve diferenca significativa entre as plantas WT e as
linhagens transformadas no peso fresco da parte aérea e raiz
(Figura 4A; Figura 4B), nas linhagens transformadas houve
uma reducgdo de até 85% no peso fresco de raiz e de até 83%
no peso fresco de parte aérea.

Apds absorvido pelo sistema radicular o nitrato pode ser
armazenado no vacuolo das células radiculares, reduzido e
assimilado nas raizes, ou enviado para a parte aérea, onde
podera ser reduzido e assimilado ou acumulado no vacuolo
(Souza & Fernandes, 2006). Tendo em vista que a enzima
Nitrato Redutase (NR) é citosdlica, a reducdo do nitrato
é principalmente realizada no citoplasma, desta forma o
NO, acumulado no vacuolo precisa ser remobilizado para o
citoplasma para ser entao assimilado e reduzido, assim a EUN
em plantas estd intimamente relacionada com a capacidade
de reutilizagdo do NO," do vacuolo (Zhang et al., 2012). Por
meio do estudo de plantas transgénicas, ja foi demonstrado
que uma reduc¢do na assimilacgdo do N acarretou em uma
reducdo na biomassa em plantas de arroz (Kusano et al., 2011)
e que um aumento na assimilagdo acarretou em um aumento
na biomassa das plantas, assim como um aumento na massa
seca de raiz e de parte aérea em plantas de trigo e tabaco
(Migge et al., 2000; Fuentes et al., 2001; Habash et al., 2001).

Em Brassica napus foram analisados dois gendtipos,
um com alta e outro com baixa EUN, e foi observado que
o gendtipo com uma alta EUN apresentou uma menor
concentragdo de NO, nas raizes e uma maior concentragdo
na parte aérea em relacdo ao gendtipo com baixa EUN,
sugerindo uma maior mobilizacdo de NO," das raizes para a
parte aérea no gendtipo com alta EUN (Han et al., 2016). De
acordo com esses autores uma maior transloca¢do de NO,’
da raiz para a parte pode contribuir para uma maior EUN, o
que corrobora com os resultados aqui encontrados onde as
linhagens transformadas possivelmente priorizaram a via de
acumulo de NO, nas raizes o que prejudicou o crescimento
das plantas.

Houve redugao significativa nas linhagens transformadas
em relagdo as plantas WT e em quase todos os parametros

morfolégicos, exceto diametro médio (Figura 5). Diferengas
significativas também ndo foram observadas quanto ao
nimero de pontas por milimetro (mm) de raiz (Figura 5F),
indicando que apesar de uma redugdo no sistema radicular,
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Figura 5. Parametros radiculares: comprimento, area de
superficie, didametro médio, volume radicular, nimero de
pontas e pontas por milimetro de raiz obtidos de raizes
intactas, utilizando o software WinRizo Arabdopsis, das
plantas WT e das linhagens transformadas L3, L4 e L8,
cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NO_
por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG
apos seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica
diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de
Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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Figura 4. Peso fresco de raiz e parte aérea, e relacdo raiz/parte aérea das plantas WT e das linhagens transformadas L3, L4 e
L8, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de N-NO, por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG
apos seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de

Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.
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a densidade de raizes laterais por milimetro e o diametro
médio permaneceram inalterados.

Os parametros radiculares comprimento, darea de
superficie, volume radicular e nimero de pontas dentro das
seguintes classes de diametro: de 0 a 1,50 mm, 1,50 a 3,50
mm e maior que 3,50 mm apresentaram um uma reducao
(de até mais de 50%) nas linhagens transformadas em
relacdo as plantas WT (Figura 6).
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O status interno de N pode alterar a arquitetura do
sistema radicular, Zhang & Forde (1998) demonstram
que o crescimento da raiz lateral é inibido por elevadas
concentragdes internas de N, do mesmo modo Scheible
et al. (1997) encontraram correlagcdo inversa altamente
significante entre o os niveis de NO,” na parte aérea e o
crescimento radicular. Nas Figuras 5 e 6 pode-se observar
que um aumento nos teores internos de NO, na raiz em
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Figura 6. Parametros radiculares: comprimento, area de superficie, volume radicular e nimero de pontas dentro das classes
de didmetro: de 0 a 1,50 mm, 1,50 a 3,50 mm e maior que 3,50 mm, obtidos de raizes intactas, utilizando o software WinRizo
Arabdopsis, das plantas WT e das linhagens transformadas L3, L4 e L8, cultivadas sob suprimento constante com 0,2 mM de
N-NO," por seis dias como Unica fonte de N, coletadas no 18° DAG ap6s seis horas da troca de solugdo nutritiva. Asterisco
indica diferenca significativa entre a linhagem e a WT pelo teste de Dunnet (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da

média.
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funcdo do aumento na expressio do OsNPF4.11 pode
ter influenciado na arquitetura do sistema radicular, uma
provavel hipotese é que, como mencionado anteriormente,
pelo fato de o NO, ter sido preferencialmente acumulado
nos vacuolos das plantas transformadas, o mesmo ndo
foi assimilado, comprometendo de um modo geral no
crescimento das plantas, como ja foi observado por Wang et
al. (2004) em que plantas de Arabidopsis com uma delegdo
no principal gene da NR (NiA2), tiveram seu crescimento
totalmente comprometido quando crescidas em meio com
NO, como unica fonte de N.

Conclusoes

A superexpressao do transportador OsNR1.2 acarretou
em um aumento nos teores de NO, na raiz, o qual
provavelmente prejudicou o crescimento das plantas,
acarretando em uma redugdo na massa fresca de raiz,
parte aérea, bem como uma diminuicdo dos parametros
radiculares das plantas transformadas.
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