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RESUMO

VITTI, M. Caracterizagdo funcional de genes codificadores de transportadores de
amdnio em cana-de-acUcar (Saccharum spp.). 2015. 106 p. Dissertacdo (Mestrado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2015.

A demanda crescente por alimentos e biocombustiveis tem levado ao aumento indiscriminado
do uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura, o que tem ocasionado impactos negativos
em ecossistemas aquaticos e terrestres. Para manutencdo dos altos niveis de produtividade, o
uso de fertilizantes a base de nitrogénio (N) na cultura de cana-de-acucar é inevitavel, sendo
amonio a fonte inorganica de N preferencial para essa espécie. Em plantas, os transportadores
responsaveis pelo transporte de aménio pertencem a familia AMT (AMMONIUM
TRANSPORTERS), no entanto, pouco se conhece sobre a funcionalidade desses
transportadores. Para isso, esse trabalho teve como objetivo a caracterizacdo funcional e
molecular de transportadores de aménio membros da subfamilia AMT1 de cana-de-aglcar em
Arabidopsis thaliana. As sequéncias génicas e promotoras dos membros da subfamilia AMT1
de cana-de-agucar foram identificadas por sele¢cdo em biblioteca de BACs (Bacterial artificial
chromosome). Analises de expressdo génica realizadas em raizes de cana-de-agucar
demonstraram que 0s genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 sdo regulados pelo status de N e atuam na
aquisicdo de aménio quando a disponibilidade exdgena de N é limitante. Experimentos de
localizagdo da expresséo tecido/orgao especifico em A. thaliana utilizando os promotores de
SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 fusionados aos genes reporters GUS e GFP demonstraram que 0s
genes de cana-de-acUcar sdo preferencialmente expressos na regido da endoderme/periciclo e
vascular das células das raizes, sendo regulados espacialmente pela disponibilidade e fonte de
N. A caracterizacdo funcional dos transportadores de aménio identificados no genoma de
cana-de-acUcar superexpressos no quadruplo mutante gko de arabidopsis demonstraram que
essas plantas apresentaram alta sensibilidade ao metilamdnio (analogo téxico ao amdnio),
além de produzirem biomassa a niveis comparaveis ao genoétipo selvagem (‘Col-0’) quando
cultivadas exclusivamente em amdnio como fonte unica de N, indicando a funcionalidade de
SCAMT1.1 e SCAMT1.3 no transporte de metilamonio e aménio. Analises de influxo de °N-
amonio em raizes de plantas transgénicas de gko superexpressando os genes SCAMTL1.1 e
SCAMT1.3 demonstraram a existéncia de um sistema de transporte de alta afinidade a aménio
(High Affinity Transporter System - HATS) ativo, o qual é modulado em resposta ao status de
N das plantas. Esses resultados indicam que os transportadores SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de
cana-de-acUcar sdo funcionais em raizes, atuando com propriedade distintas no transporte de
amonio nessa graminea regulando a aquisicdo de amonio de acordo com a disponibilidade de
N no solo.

Palavras-chave: BACs. Cana-de-acUcar. Transportadores de amonio. Expressao heteréloga.
Arabidopsis thaliana.
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ABSTRACT

VITTI, M. Functional characterization of genes encoding ammonium transporters in
sugarcane (Saccharum spp.). 2015. 106 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2015.

The growing demand for food and biofuels has led to the indiscriminate growth in use of
nitrogen (N) fertilizers in agriculture, which has caused negative impacts in water and land
ecosystems. To maintain high yields, the use of N fertilizer in sugarcane cultivation is
inevitable, and ammonium is the preferred N source of this species. In plants, transporters
from the AMT (AMMONIUM TRANSPORTERS) family are responsible for ammonium
acquisition, but little is known about the functionality of these transporters in sugarcane. This
work aimed to functionally characterize members of the AMT1 gene subfamily of sugarcane
in Arabidopsis thaliana. Gene and promoter region sequences of members of the sugarcane
AMTL1 subfamily were identified in a Bacterial Artificial Chromosome (BAC) library.
Expression analysis in sugarcane roots demonstrated that SCAMT1.1 and SCAMT1.3 are
regulated by N status and participate in ammonium uptake when exogenous N availability is
limiting. The expression of the promoter region of SCAMT1.1 and SCAMT1.3 directing the
expression of the reporter genes GUS and GFP demonstrated preferential expression in the
endodermis/pericycle regions of arabidopsis roots, spatially regulated by availability and
source of N. The functional characterization of ammonium transporters identified in the
sugarcane genome over-expressed in the quadruple arabidopsis mutant gko demonstrated that
the complemented plants exhibited high sensitivity to methyl-ammonium (a toxic ammonium
analog), while producing biomass at comparable levels to the wild ‘Col-0’ genotype when
cultivated exclusively in ammonium as the only N source, indicating the functionality of
SCAMTL1.1 and SCAMTL1.3 in the transport of methyl-ammonium and ammonium. Analysis of
> N-ammonium influx in roots of complemented gko plants demonstrated the existence of an
active ammonium High Affinity Transporter System (High Affinity Transporter System -
HATS), which is modulated in response to the plant N status. These results indicated that the
sugarcane SCAMT1.1 and SCAMT1.3 transporters are functional in roots, acting with distinct
properties in the ammonium transport in this grass, regulating the ammonium acquisition
according to the availability of soil N level.

Keywords: BACs. Sugarcane. Ammonium Transporters. Heterologous Expression.
Arabidopsis thaliana.
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INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial e a crescente demanda por alimentos e biomassa
tém levado ao aumento exponencial da quantidade de fertilizantes nitrogenados utilizados na
agricultura, visando a obtencdo de alta produtividade. A intensificacdo e a conversdo de novas
areas para uso agricola causou um aumento global de cerca de 900% no uso de fertilizantes
nitrogenados (MULVANEY et al., 2009). Estima-se que em 2050 o uso desses fertilizantes
aumentard para 240 milhdes de ton (TILMAN et al., 1999). Dessa maneira, 0 USO eXCessivo
de fertilizantes nitrogenados ultrapassou os limites aceitaveis de alteracdes ambientais
(ROCKSTROM et al., 2009). O uso excessivo de fertilizantes a base de nitrogénio (N), aliado
a uma perda de 50-70% do N adicionado (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010), tem
introduzido cada vez mais N reativo ao ambiente (GALLOWAY et al., 2008; AUSTIN et al.,
2013), o que aumenta a emissdo de gases do efeito estufa, como N,O, NO e NHs, e a
contaminagdo de corpos d’aguas devido a lixiviagdo do nitrato, com importantes
consequéncias ambientais (ALLEN et al., 2010; GALLOWAY et al., 2008; ERISMAN et al.,
2010). O impacto ambiental tende a ser agravado com a demanda crescente por
biocombustiveis, que devem privilegiar a incorporacdo de solos marginais, e, portanto com
maior requerimento de fertilizantes a base de N (ERISMAN et al., 2010).

A cana-de-acgucar (Saccharum spp.) apresenta destaque devido ao seu potencial para a
producdo de bioetanol; no entanto as perdas advindas da fertilizacdo nitrogenada nessa
espécie podem chegar a 50% (TRIVELLIN et al., 2002). Quando comparada a outras espécies
cultivadas, como sorgo e milho, a cana-de-acUcar possui baixa capacidade de absorver e
estocar nitrato, sendo o amonio a fonte preferencial de N para cana-de-agucar, tanto em
condicdes de alta disponibilidade de N (ROBINSON et al., 2011) quanto sob deficiéncia de N
(comunicacdo pessoal, Dr. Joni Esrom Lima). Apesar dessa preferéncia por aménio, pouco se
conhece sobre os genes que codificam esses transportadores em plantas cultivadas, como
cana-de-acUcar. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi a caracterizacdo funcional e
molecular dos transportadores de aménio da subfamilia AMT1 de cana-de-acucar no sistema
heter6logo Arabidopsis thaliana, objetivando comprovar a essencialidade desses

transportadores de membrana no processo de absorcdo de amdnio em raizes dessa graminea.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fertilizantes nitrogenados

O nitrogénio (N) é um nutriente essencial para o desenvolvimento das plantas e,
portanto, a deficiéncia ou excesso de N nos solos pode afetar a produtividade de plantas
cultivadas (MARSCHNER, 1986; LEA; AZEVEDO, 2006). O desenvolvimento do processo
“Haber-Bosch”, que tornou possivel a conversdo de sua forma gasosa ndo utilizavel (N,
atmosférico) para amdnia (NH3), possibilitou a producdo de fertilizantes nitrogenados em
escala industrial, com impacto pronunciado no aumento da produtividade agricola. Estima-se
gue o nimero de pessoas sustentadas por hectare (ha) de terra cultivada subiu de 1,9 para 4,3
pessoas entre 1908 ¢ 2008, particularmente devido ao processo “Haber-Bosch” (ERISMAN et
al., 2008). Atualmente, estima-se que 120 milhGes de toneladas de N atmosférico s&o
convertidos em suas formas reativas, ultrapassando os limites ambientais aceitaveis de
alteracdo no ciclo biogeoquimico de N (ROCKSTROM et al., 2009). Para suprir a demanda
crescente de alimentos, estima-se que o uso de fertilizantes nitrogenados passou de 11,6
milhdes de ton em 1961 para 104 milhdes de ton em 2006 (MULVANEY et al., 2009), com
expectativa de aumento para 240 milhdes de ton em 2050 (TILMAN et al., 1999). Como
resultado, o excesso de N reativo introduzido no ambiente apresenta sérios impactos nos
ecossistemas terrestres e aquaticos (ERISMAN et al., 2008; ROCKSTROM et al., 2009;
GALLOWAY et al., 2008; ALLEN et al., 2010).

Um dos impactos mais severos do uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados € a
emissdo de gases do efeito estufa, como amdnia (NH3) e particularmente o 6xido nitroso
(N20). Por exemplo, na auséncia de influéncia humana, a emissdo de NH3; e NO na atmosfera
é de cerca de 0,5 Kg N ha™ anuais, mas em &reas altamente fertilizadas, essa emissao chega a
10 Kg N ha' ano® (GALLOWAY et al., 2004). Para o N,O, estudos recentes tem
demonstrado que a emissdo desse gas, principalmente, em culturas utilizadas para producdo
de biocombustiveis, como cana-de-actcar e milho, depende ndo somente da quantidade de N
adicionado e do tipo de solo e clima, mas principalmente da forma como o fertilizante
nitrogenado € aplicado (ALLEN et al., 2010; GAGNON et al., 2011; do CARMO et al.,
2012). Em solos australianos cultivados com cana-de-agucar, a taxa de emissdo de N,O é de
2,95% quando a quantidade de fertilizante a base de N é fracionada e aplicada por duas vezes

ao longo do ciclo da cultura, mas a emisséo desses gases passa a ser de 6,7% quando todo o
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fertilizante é aplicado de uma sé vez (ALLEN et al., 2010). Desse modo, 0 conhecimento
sobre a resposta das espécies vegetais ao N adicionado poderia possibilitar um manejo

eficiente da cultura, diminuindo a contaminagdo ambiental.

2.2 Cana-de-acucar

Nas ultimas décadas, o interesse para o desenvolvimento de fontes alternativas de
energia renovavel, que possam substituir os combustiveis fdsseis, aumentou devido a
preocupacdes relacionadas aos estoques mundiais de petréleo, os precos flutuantes e os
impactos ambientais gerados por esses combustiveis (WACLAWOVSKY et al., 2010). Nesse
cenario, a cultura de cana-de-agucar tem sido alvo de desaque devido ao grande potencial para
producdo de alcool combustivel, o que se reflete na expansdo crescente da cultura. O Brasil
responde atualmente por cerca de 35% da producdo mundial de cana-de-agucar e para a safra
de 2015/2016, a area destinada a atividade sucroalcooleira esté estimada em 9 milhdes de ha e
a producdo nacional em 654,6 milhGes de ton, sendo 56% para a producéo de alcool anidro e
hidratado (CONAB, 2015). Dentre os 14 paises que sdo 0s maiores produtores de cana-de-
acucar, respondendo por 86% da producdo mundial, o Brasil aparece na primeira posicao,
com a maior producéo e o menor volume de fertilizantes nitrogenados aplicados anualmente,
60 a 100 Kg N ha™ (ROBINSON et al., 2011). Porém, esse panorama pode sofrer alteracdes
com a expansdo da cultura para areas marginais, a qual pode acarretar um aumento
significativo na quantidade de N utilizado e consequentemente um desbalanco na relacéo
entre producdo e sustentabilidade da cultura, como alternativa ao combustivel fossil.

Em 2014, cerca de 32 milhdes de toneladas de fertilizantes foram utilizados em
canaviais no Brasil (ANDA, 2014), mas, apesar da melhoria dos sistemas de cultivos em
cana-de-agclcar com a otimizacdo no processo de aplicacdo, disponibilidade de N, e o
emprego da fixacdo biolégica de N (OLIVEIRA et al., 1999; GAVA et al., 2001; TRIVELIN
et al,, 2002; SIMONETE et al., 2003; BALDANI et al., 2002; MENDES et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2007), as perdas de N que ocorrem no solo podem chegar a 50%
(TRIVELIN et al., 2002), o que indica uma baixa eficiéncia no uso de N em cana-de-agucar
(OLIVEIRA et al., 2007; ROBINSON et al., 2011).
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Experimentos de campo utilizando fertilizantes nitrogenados marcados (*°N)
demonstraram que em “cana-planta”, apenas 40% do N total absorvido/metabolizado ¢
derivado do fertilizante, enquanto que em ‘“cana-soca” pode chegar a 70% (SILVEIRA;
CROCOMO, 1990; FRANCO et al., 2011). Durante a fase de maturacdo da cana ocorre um
decréscimo acentuado do N total, 0 que sugere que a aquisi¢do/absorcéo e transporte de N na
planta possui papel fundamental principalmente durante o inicio do desenvolvimento e ainda,
a fertilizacho a base de N ¢é importante para a manutencdo do crescimento e
consequentemente, produtividade em cana-de-agcar (FRANCO et al., 2011). Dessa forma,
ha a necessidade da compreensao do processo de aquisi¢do e de transporte de N em cana-de-
acUcar objetivando obter cultivares com maior eficiéncia no uso de N (NUE) (HIREL et al.,
2007).

2.3 Eficiéncia no uso de nitrogénio (NUE)

A eficiéncia no uso de N (NUE) depende tanto da eficiéncia na absor¢édo de N, que se
refere a habilidade da planta em adquirir N do solo e do transporte de N em nivel de raiz,
quanto do uso interno de N, que se refere a assimilacdo de N e sua remobilizagcdo para outros
tecidos (ROBINSON et al., 2007; CHARDON et al., 2010). Em plantas utilizadas para
producdo de biomassa, como cana-de-acucar, 0 NUE é expresso como peso fresco ou seco
produzido por conteddo de N (GOOD et al., 2004). Com o objetivo de buscar diversidade
genética para a eficiéncia no uso interno de N (iNUE) em cana-de-agUcar, 61 genotipos
crescidos em condic@es limitantes ou suficientes de N apresentaram uma variacao substancial
para producdo de biomassa, sugerindo que ha diversidade a ser aproveitada em programas de
melhoramento para essa caracteristica especifica, que poderia contribuir para a
sustentabilidade da cultura em relacédo ao uso de N (ROBINSON et al., 2007).

A absorcéo de N pode ocorrer na forma de N inorganico, como amdnio e nitrato, ou na
forma de N organico, como aminoécidos e peptideos (MARSCHNER, 1986; NASHOLM et
al., 2009). Em geral, nitrato é a forma mais abundante de N inorganico no solo, mas por ser
bastante sollvel e, portanto mével no solo, processos como a conversdo microbiana e a
lixiviacdo ocasionam variacdes expressivas na concentracdo desse nutriente em solos
cultivados (MILLER et al., 2007). O amdnio por ser menos soltvel, é facilmente adsorvido na

matriz dos solos cultivados, apresentando assim uma prevaléncia maior no ambiente
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(MARSCHNER, 1995; MILLER et al., 2007; ROBINSON et al., 2011). A absor¢do de N
inorganico pelas raizes das plantas ocorre através de um sistema de transporte de alta
afinidade (High Affinity Transporter System - HATS) quando a concentracdo de N disponivel
é menor que 1 mM ou através de um sistema de baixa afinidade (Low Affinity Transporter
System - LATS) quando a concentracdo de N é maior que 1 mM (GLASS et al., 2002). Ambos
0s sistemas sdo modulados e, juntamente com mudangas no padrdo de crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo mudancgas na arquitetura radicular, possibilitam que as
plantas possam lidar com a disponibilidade heterogénea de N no ambiente (KRAISER et al.,
2011).

Estudos realizados com fertilizantes nitrogenados marcados (*°"NH;NO; e NH;>NOs)
demonstraram que, quando comparada a outras gramineas cultivadas, como sorgo e milho, a
cana-de-agucar e espéecies parentais de Saccharum apresentam uma menor capacidade para
adquirir e estocar nitrato quando ha alta disponibilidade de N (ROBINSON et al., 2011).
Entre essas espécies, a contribuicdo do nitrato em relacdo ao N total das plantas foi bem
menor em cana-de-aclcar, sendo somente 2 a 5%, enquanto que em milho o nitrato
representou 22% do N total da planta (ROBINSON et al., 2011). Resultados similares foram
obtidos em estudos de campo com plantas de cana que receberam dose comercial de
fertilizante nitrogenado; nesse caso, a absorcdo de N-nitrato pelas raizes representou
somente 15% da absorcdo de °N-aménio (ROBINSON et al., 2011). Esses resultados
indicam, portanto, que quando existe alta disponibilidade de N, amdnio é a fonte preferencial
de N para cana-de-aclcar (ROBINSON et al., 2011). Portanto, é possivel que em condicGes
de cultivo, a nutricdo de N pela cana-de-agUcar seja dependente principalmente da aquisi¢ao
de amdnio. Apesar dessa preferéncia, comparacdes com arroz (Oryza sativa), uma espécie que
preferencialmente utiliza aménio como fonte N (LOQUE; VON WIREN, 2004),
demonstraram que a recuperacao de fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo é baixa em
cana-de-acgucar, variando entre 20-30% (CHAPMAN et al., 1994; FRANCO et al., 2011),
enquanto que em arroz essa recuperacao pode chegar a 50-60% (GHALEY et al., 2010), o que
indica uma reduzida capacidade de absorcéo de N em raizes de cana-de-actcar. Com isso, fica
evidente a necessidade de realizar a caracterizacdo fisioldégica e molecular do processo de

absorcdo/aquisicdo de N do solo, objetivando o melhoramento do NUE em cana-de-acUcar.
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2.4 Genes relacionados ao transporte de amonio

As proteinas transportadoras de aménio pertencem a superfamilia MEP/AMT/Rh —
METHYLAMMONIUM PERMEASES/ AMMONIUM TRANSPORTERS/ RHESUS
(LOQUE; VON WIREN, 2004). O primeiro transportador dessa superfamilia foi identificado
em um mutante de levedura por meio de testes de resisténcia a metilamdnio, um analogo
toxico do aménio (DUBOIS et al., 1979). Posteriormente, estudos de complementacdo de
mutantes defectivos permitiram identificar genes transportadores de aménio e suas respectivas
proteinas em leveduras (MEP - METHYLAMMONIUM PERMEASES) e plantas (AMT -
AMMONIUM TRANSPORTERS) (MARINI et al., 1994; NINNEMANN et al., 1994).
Proteinas homdlogas a MEP/AMT também foram descritas em animais, incluindo o
polipeptideo Rhesus (Rh) em humanos (MARINI et al., 2000).

Em plantas, os transportadores responsaveis pela absorcdo de amoénio pertencentes a
familia AMT (AMMONIUM TRANSPORTERS) ja foram descritos para diversas especies,
incluindo Arabidopsis thaliana (GAZZARRINI et al, 1999; RAWAT et al, 1999;
SOHLENKAMP et al., 2002), Solanum lycopersicum (VON WIREN et al., 2000), Lotus
japonicus (SALVEMINI et al., 2001; SIMON-ROSIN et al., 2003; D’APUZZO et al., 2004) e
Oryza sativa (SUENAGA et al., 2003; SONODA et al., 2003). No entanto, 0 numero de
genes AMTs presentes nas diversas espécies varia consideravelmente. Enquanto A. thaliana
possui seis genes e L. japonicus e S. Lycopersicum possuem quatro genes cada, no genoma de
Oryza sativa foram identificados dez ort6logos a AMTs (VON WIREN et al. 1997, SAIKI et
al. 2002, SONODA et al., 2003, LOQUE; VON WIREN , 2004), os quais s3o divididos nas
subfamilias AMT1 e AMT2 nas diversas espécies (LOQUE; VON WIREN , 2004). A
subfamilia AMT2 possui membros cujas sequéncias génicas Sdo mais proximamente
relacionadas aos transportadores de aménio da familia MEP (LUDEWIG et al., 2002). Em
cana-de-acgucar, nenhum gene codificador de transportadores de aménio ja foi descrito o que

demonstra a importancia do presente trabalho.
2.5 Regulacéo dos transportadores de aménio
Estudos funcionais identificaram os principais transportadores de membrana da

familia. AMT que sdo responséveis pela aquisicdo de amdnio em plantas, demonstrando a

essencialidade da nutricdo dessa forma inorgénica de N. Na planta modelo A. thaliana, os
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transportadores AtAMT1;1 e AtAMT1;3 sdo expressos principalmente em células da epiderme
e cortex radicular, incluindo os pelos radiculares (LOQUE et al., 2006). A andlise de absorcéo
por influxo réapido (short term uptake) utilizando '°N-aménio em raizes de mutantes
defectivos para esses transportadores demonstraram que AtAMT1;1 e AtAMTL1;3 séo
responsaveis por 70% da absorcio total de aménio (LOQUE et al., 2006). Nas raizes do
mutante defectivo para o transportador AtAMT1.1 foi observado um decréscimo de 30% na
absorcdo de amdnio na faixa de concentragdo de alta afinidade (LOQUE et al., 2006). A
expressdo ectopica de AMTL1.3 nas raizes do mutante amtl.l restaura a capacidade de
absorcdo de aménio, indicando uma acgdo aditiva e sugerindo que possa haver uma fungéo
redundante desses membros da familia. AMT1 de arabidopsis no processo de aquisicdo de
amonio (KAISER et al., 2002; LOQUE et al., 2006).

Além desses transportadores, a organizacdo espacial e a atividade conjunta de outros
membros da subfamilia AMT1 sdo responsaveis pela homeostasia de aménio em raizes. O
mutante defectivo no transportador AMT1.2 de A. thaliana apresenta 26% menos influxo de
> N-aménio em suas raizes (YUAN et al., 2007). A analise do promotor do gene AtAMT1.2
indicou sua expressdo na endoderme e cortex das raizes, apontando a funcdo desse carreador
no transporte apoplastico de amonio (YUAN et al., 2007). O mutante quadruplo (gko) para
transportadores de amoénio de arabidopsis, defectivo nos genes AMT1.1, AMT1.2, AMT1.3 e
AMTZ2;1, ainda apresenta 10% de absorcdo de amonio em suas raizes quando comparado ao
tipo selvagem. Essa capacidade de aquisicdo de N é devido a atividade da proteina
transmembrana AMTL.5, a qual estd localizada nas células da rizoderme e nos pelos
radiculares (YUAN et al., 2007).

Em outras espécies, membros da subfamilia AMT1 atuam no transporte de amdnio nos
diversos Orgdos e tecidos. Em tomateiro, a expressao de SIAMT1.1 também esta localizada em
pelos radiculares e apresenta forte inducdo sob restricdo de N, indicando sua importante
funcdo no processo de aquisicdo de aménio (LUDEWIG et al., 2002). No entanto, SIAMT1.3
ndo apresenta expressdo localizada em raizes, somente na parte aérea da planta (VON
WIREN et al., 2000). Contrariamente, em L. japonicus, LjAMT1.1 apresenta maior expressio
na parte aérea (D’APUZZO et al., 2004). Outro membro da familia AMT1, AtAMT1.4
identificado em arabidopsis apresenta expressao definida em grdos de polen e tubo polinico, e
sua funcdo fisioldgica foi atribuida a nutricdo por aménio durante o desenvolvimento do polen
(YUAN et al., 2009). Esses resultados indicam que membros ortélogos da familia AMT1

diferem quanto a sua localizacdo preferencial de expressdo de acordo com a espécie, atuando
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assim, na homeostase de amdnio em distintos processos fisiologicos (LOQUE; VON WIREN,
2004). Portanto, a caracterizacdo da localizacdo espacial dos genes da familia AMT nas
diversas espécies vegetais € fundamental para compreensdo do processo de
absorcao/aquisicdo de N do solo.

A regulacdo de expressdo dos genes AMTs pelo status de N da planta também
apresenta uma variacdo consideravel entre as espécies. Sob condi¢do de restricdo de N, 0s
genes que codificam os transportadores AtAMT1.1 e AtAMT1.3 sdo induzidos em raizes de
arabidopsis (LOQUE et al., 2006). Similarmente, em arroz, OSAMT1.3 apresenta um aumento
de transcritos detectados em raizes sob limitacdo de N (SONODA et al., 2003). No entanto,
para OsAMTL1.1, evidéncias sugerem uma complexa regulagéo, a qual varia de acordo com o
genotipo estudado, incluindo expressdo constitutiva entre tecidos e tratamentos e/ou indugéo
em resposta a0 aumento crescente da concentracdo de aménio no meio (SONODA et al.,
2003, GAUR et al., 2012). Em arroz, outros genes estudados apresentam padrdes distintos de
expressdo, como OsAMT2.1, sendo constitutiva nos diversos tecidos, independente do status
de N da planta (SUENAGA et al., 2003). Para OsAMT3.1, um alto nivel de transcritos foi
detectado sob condicao especifica de deficiéncia de N na parte aérea da planta, enquanto para
OsAMT3.2 foi identificada uma maior expressdo em raizes submetidas tanto a deficiéncia
quanto a suficiéncia de N (BAO-ZHEN et al., 2009). Em tomateiro, os trés membros da
subfamilia AMT1 apresentam uma regulacdo diferenciada, enquanto SIAMTL1.1 apresenta a
expressdo aumentada em raizes em resposta a deficiéncia de N, SIAMT1.2 responde
principalmente a presenca de amdnio ou nitrato em raizes, e SIAMT1.3, que possui expressao
restrita a parte aérea, apresenta um padrdo de regulacdo diurna, sugerindo uma correlacdo
direta com o metabolismo de carboidratos (GAZZARINI et al., 1999; VON WIREN et al.,
2000). Esses dados revelam que a regulacdo espacial e pelo status de N dos AMTs entre as
espécies refletem diferencas adaptativas de modo a coordenar a oscilacdo na concentracédo de
N no ambiente.

Além da regulacdo em nivel transcricional dos AMTs, uma regulacdo alostérica da
proteina transportadora de aménio, AtAMT1.1 de arabidopsis, possibilita que esse
transportador atue como um sensor da concentracdo externa de amoénio (LANQUAR et al.,
2009). Através de mudancas conformacionais no complexo proteico, desencadeadas pela
fosforilagdo da Treonina-460 (T460) do C-terminal, o transportador AtAMTL1.1
regula o influxo de aménio nas raizes, impedindo a entrada excessiva desse nutriente, que
poderia causar toxidez (LOQUE et al.,, 2007; LANQUAR et al, 2009). Portanto, 0s
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transportadores de aménio atuam ndo somente na aquisicdo desse nutriente, mas também
podem participar de vias de sinalizacdo na regulagdo da homeostase de amdnio e alteracdo do
desenvolvimento da planta (LOQUE; VON WIREN, 2004).

Considerando a importancia fundamental dos transportadores de amdnio para a
compreensdo do processo de NUE e com o propoésito de melhorar a eficiéncia no uso de N em
cana-de-acUcar, o objetivo desse trabalho consistiu na caracterizacdo funcional e molecular
dos genes codificadores de transportadores de amdnio da subfamilia AMT1 de cana-de-agucar
em sistema heter6logo (Arabidopsis thaliana), visando comprovar a essencialidade desses

transportadores de membrana no processo de absor¢do de amonio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificagcdo dos genes SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 em biblioteca de BACs (Bacterial
artificial chromosome) de cana-de-agucar

Os iniciadores utilizados para a busca dos genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 (Tabela 1)
foram previamente desenvolvidos em colaboracdo com o Prof® Renato Vicentini (Laboratério
de Bioinformatica e Biologia de Sistemas, UNICAMP), com base em sequéncia de genes
ortélogos de A. thaliana e O. sativa no banco de dados do SUCEST (Sugarcane Expressed
Sequence Tag). A identificacdo dos genes AMTs foi realizada utilizando a biblioteca
genébmica de BACs de cana-de-agucar (cultivar R750) disponivel no laboratorio GaTE
(Genomes and Transposable Elements) da Proft. Marie Anne Van Sluys do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB/USP), em colaboracdo com a Prof. Nathalia de
Setta da Universidade Federal do ABC (UFABC). O processo de selecdo de BACs (Bacterial
artificial chromosome) foi realizado através de pools 3D por meio de trés reacbes de
amplificacdo em tempo real empregando os primers (Tabela 1) na seguinte estratégia: (i)
amplificacdo dos superpools (3D) para a identificacdo dos blocos positivos; (ii) amplificacdo
dos blocos para a selecdo das coordenadas dos pocos que contém os clones positivos, e; (iii)
amplificacdo dos clones positivos isolados para validacao.

As reacoes de PCR em tempo real continham 1x SYBR Green Master Mix® (Roche),
0,4 uM de cada iniciador (Tabela 1), 100 ng do pool de DNA e agua Milli-Q esteril para um
volume final de reacdo de 15 pL. O perfil da reacdo consistiu de uma desnaturacéo inicial de
95° C por 5 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95° C por 20 s, anelamento a 60° C
por 20 s e extensdo a 72° C por 40 s. Para todas as rea¢6es foram incluidos em duplicata um
controle negativo (sem DNA) e um controle positivo (100 ng de DNA gendmico de folhas de
cana-de-acucar).

Apos a identificacdo das coordenadas, 0s clones positivos foram validados por meio
do crescimento das bactérias em meio LB (Luria-Bertani) liquido (10 g L™ de triptona, 5g L™
de extrato de levedura e 10 g L™ de NaCl, pH 7,0) contendo 12,5 pg mL™ de cloranfenicol a
37° C por 12 h sob agitacdo. Apos esse periodo, 1 pL da cultura foi utilizada como template
para uma nova reacdo de PCR em tempo real (conforme descrito acima), utilizando os
iniciadores especificos para os genes AMTs (Tabela 1). As culturas contendo bactérias
positivas para a presenca dos genes foram entdo riscadas em placas contendo LB sélido

(15 g L™ de 4gar) e 12,5 pg mL™ de cloranfenicol e crescidas a 37° C por 12-16 h. Para cada
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placa, 3 coldnias isoladas foram selecionadas e crescidas em meio LB liquido contendo 12,5
ug mL™ de cloranfenicol a 37° C por 12 h. Uma nova reacdo de PCR em tempo real foi
realizada utilizando as culturas como template. Culturas de bactérias positivas para 0s genes
de interesse foram estocadas em glicerol (50%) a -80° C. A extracdo de DNA para
sequenciamento foi realizada utilizando o kit Large-Construct® (Qiagen, Hilden, Dusseldorf,
Alemanha) conforme instrugdes do fabricante. Os BACs positivos para a presenca dos genes
AMTs foram sequénciados utilizando a plataforma de sequenciamento high-throughput
454/Roche, no CATG (Center for Advanced Technologies in Genomics) do Instituto de
Quimica da USP. A anotacdo dos genes AMTs foi realizada em colaboragdo com a Prof.
Nathalia de Setta (UFABC) utilizando o programa Artemis: Genome Browser and Annotation
Tool (versédo 16.0.11) (RUTHERFORD et al., 2000) e como referéncia os genes SbAMT1.1
(gh|JX294859.1) e SLAMT1.3 (gh|JX294852.1) de sorgo.

Tabela 1 - Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos genes que codificam proteinas
transportadoras de aménio (AMTs-AMMONIUM TRANSPORTERS) e 0s respectivos
tamanhos esperados dos amplicons, utilizados para a busca desses genes em biblioteca de
BACs (Bacterial artificial chromosome) de cana-de-agucar e para analises quantitativas de
transcritos reversos

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
SCAMTL1.1 For GCACCTTCCTGCTGTGGTT
SCAMT1.1 Rev CGTTCCAGTGACCCGTTTG 201 pb
SCAMTL1.3 For GAACGTGGTGATGATCCTGGT
SCAMTL1.3 Rev CATGTCCTCGTCGTGGTAAGC 172 pb

3.2 Amplificacdo e clonagem das sequéncias génicas e promotoras dos AMTSs de cana-de-
acucar

A partir da identificacdo e confirmacdo das sequéncias dos genes codificadores dos
transportadores de aménio SCAMT1.1 e SCAMT1.3 em BACSs, primers especificos foram
desenhados para amplificacdo das sequéncias génicas completas e regibes regulatorias dos
AMTSs (Tabela 2). As reacBes de PCR foram realizadas utilizando tamp&o PCR Kapa, 1,5 mM
de MgCly, 0,4 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity Taq
polimerase (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA), 50 ng de DNA dos BACs 105 J02 e
239 A1l correspondentes, respectivamente a SCAMT1;1 e SCAMT1;3 e agua Milli-Q estéril
para um volume final de 25 pl. A ciclagem utilizada foi uma desnaturagéo inicial de 5 min a

95°C seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 98°C por 20 s, amplificagdo a 65°C por 30 s e
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extensdo a 72°C por 60 s para as sequéncias génicas e 90 s min para as sequéncias
regulatorias; a extensdo final foi de 10 min a 72° C. A identificagdo dos produtos das reacdes
de PCR foi feita por eletroforese em gel TAE (40 mM de Tris-Base, 20 mM de &cido acético
glacial, 1 mM de EDTA pH 8,0, pH ajustado pra 8,3) de 1% agarose corado com SYBR®
Gold (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e visualizado em luz ultravioleta. Os produtos
foram purificados com o uso do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification® (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) de acordo com as instruc6es do fabricante.

Para a clonagem dos fragmentos, 100 ng dos produtos purificados foram utilizados
para ligacdo no vetor PCR8/GW/TOPO® (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) segundo
orientacdo do fabricante. Bactérias eletrocompetentes cepa DH5Aa foram transformadas com
1 pL de cada construcéo e crescidas em meio SOC (20 g L™ de triptona, 10 g L™ de extrato de
levedura, 0,5g L™ de NaCl, 180 pL de 20% glicose, pH 7,0) sob agitacdo a 150 rpm por 1 h a
37° C. O meio contendo as bactérias foi plaqueado em meio LB s6lido contendo 100 mg L™
de espectinomicina para selecdo das bactérias transformadas e crescidas a 37°C por 12 h. Para
cada construcdo foram selecionadas 12 coldnias, que foram inoculadas separadamente em
5 mL de meio LB liquido com 100 mg L™ de espectinomicina e crescidas a 37° C overnight
para extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina (BIRNBOIM; DOLY, 1979).0 DNA
obtido foi digerido com a enzima EcoRI a 37° C overnight e visualizado em gel TAE de 1%
agarose corado com SYBR® Gold sob luz ultravioleta. Clones positivos para a presenca do
fragmento de interesse foram sequénciados utilizando o sequénciador 3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) do Laboratério de Melhoramento de
Plantas (CENA/USP).

Tabela 2 - Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos genes que codificam proteinas
transportadoras de amonio (AMTs-AMMONIUM TRANSPORTERS) e suas regides
regulatorias em cana-de-agucar utilizados para a clonagem dessas sequéncias

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
ScCAMT1.1 For ATGTCGACGTGCGCGGC 1488 pb
SCAMT1.1 Rev TTACACCTGGTTGCTGGTCGCC
ScAMT1.3 For ATGGCGACGTGCGCCACGA
SCAMT1.3 Rev CTAGAACTCGCCGCTGGACGCG 1461 pb

Pro SCAMT1.1 For GCCGACTTGGCACCTAAATAAACAC
Pro SCAMT1.1 Rev CGTTCCAGTGACCCGTTTG 2032 pb

Pro SCAMT1.3 For CAATTTTCAATACCCGAATTTCCAAC

2007 pb
Pro SCAMT1.3 Rev CTCGACTGGCTTTGCTCCCTC P
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3.3 Construcéo dos vetores de transformacao

Apos a confirmacdo da fidelidade das sequéncias clonadas, reacfes de recombinacéo
para os vetores de destino, pMDC (CURTIS; GROSSNIKLAUS, 2003) (Tabela 3) foram
realizadas utilizando o kit Gateway LR Clonase Il Enzyme mix® (Life
Technologies, Carlsbad, EUA) conforme instrugdes do fabricante. Bactérias
eletrocompetentes cepa DHSAo foram transformadas com 1 pL de cada recombinacéo,
crescidas em meio SOC sob agitacdo a 150 rpm por 1 h a 37°C e plaqueadas em meio LB
s6lido contendo 100 mg L™ de kanamicina para selecdo das bactérias transformadas. Para
cada recombinacdo foram selecionadas trés coldnias que foram inoculadas posteriormente em
5 mL de meio LB liquido, contendo 100 mg L™ de kanamicina e crescidas a 37°C overnight
para a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina. O DNA obtido foi digerido com as
enzimas Pacl e Acsl a 37° C overnight e visualizado em gel TAE de 1% agarose corado com
SYBR® Gold (Life Technologies) sob luz ultravioleta. Clones positivos para a presenca das
sequéncias recombinadas foram sequénciados utilizando o sequénciador 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fischer Scientific) do Laboratério de Melhoramento de Plantas
(CENAJUSP) para confirmagdo da direcdo correta de insercdo do fragmento de interesse,
utilizando primers especificos para cada vetor de destino (Tabela 4).

Confirmada a clonagem direcional, os vetores de destino contendo as sequéncias de
interesse foram transformados em Agrobacterium eletrocompetentes cepa GVV3101 com 50 ng
de cada construcdo, crescidas em meio SOC sob agitacdo a 150 rpm por 1 h a 28°C e
plagueadas em meio LB sélido contendo 100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de
kanamicina. As placas foram incubadas a 28°C por 48 h e ap0s esse periodo trés col6nias
isoladas para cada construcdo foram inoculadas em 3 mL de meio LB liquido contendo
100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de kanamicina e crescidas & 28° C por 12 h sob
agitacdo. Para cada colbnia inoculada, 1 pL da cultura foi utilizada como template para uma
reacdo de PCR com primers especificos para 0s genes e regides regulatérias dos AMTs
(Tabela 2). As reacoes de PCR continham tampéo PCR Kapa, 1,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de
cada primer, 0,2 mM de dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity Taq polimerase (Kapa
Biosystems) e dgua Milli-Q estéril para um volume final de 25 pL. A ciclagem utilizada foi
uma desnaturacéo inicial de 10 min a 95° C seguido de 35 ciclos de desnaturacao a 98° C por
20 s, anelamento a 65° C por 30 s e extensdo a 72° C por 60 s, a extensdo final foi de 10 min a

72° C. A identificacdo dos produtos das reacOes de PCR foi feita por eletroforese em gel TAE
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de 1% agarose corado com SYBR® Gold (Life Technologies) e visualizado em luz

ultravioleta. Agrobacterium positivas para a presenca dos genes AMTs foram estocadas em

glicerol a -80°C.

Tabela 3 — Sequéncias de cana-de-aglcar recombinadas em seus respectivos vetores de
destino (CURTIS; GROSSNIKLAUS, 2003)

Sequéncia Vetor de destino Construcéo
Gene SCAMT1.1 pMDC32 35S:ScAMT1.1
Gene SCAMT1.3 pMDC32 35S:ScAMT1.3
pMDC110 ProScCAMT1.1:GFP
Promotor SCAMT1.1
pMDC164 ProScAMT1.1:GUS
pMDC110 ProScAMT1.3:GFP
Promotor SCAMT1.3
pMDC164 ProScAMT1.3:GUS
Promotor SCAMT1.1
+ pMDC99 ProScAMT1.1: SCAMT1.1
Gene SCAMT1.1
Promotor SCAMT1.3
+ pMDC99 ProScAMT1.3: SCAMTL1.3

Gene SCAMT1.3
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Tabela 4 - Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos vetores de destino da familia
pMDC (CURTIS; GROSSNIKLAUS, 2003), utilizados para sequenciamento objetivando a
confirmacdo da direcdo correta de insercdo dos fragmentos de interesse

Nome Sequéncia dos primers
pMDC32 For AAGGGATGACGCACAATCCCA
pMDC110 e

pMDC164 For ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG

pMDC99 For GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAG

3.4 Transformacao de plantas de arabidopsis

Sementes de arabidopsis dos genotipos selvagem ‘Col-0’ e do mutante quéadruplo no
transporte de alta-afinidade a amdnio em A. thaliana, gko (YUAN et al., 2007), foram
fornecidas pelo Prof. Dr. Nicolaus von Wirén do IPK-Gatersleben, (Department of Physiology
and Cell Biology - Alemanha) e foram germinadas e crescidas por 30 d em substrato e
vermiculita (1:1) contendo 8 g L™ de NPK (04:14:08) e 4 g. L™ de calcario em camara de
crescimento a 22°C com 80% de umidade e fotofase 16 h de luz a
200 pmol m?s™ de intensidade luminosa. Apds esse periodo, as plantas foram transformadas
utilizando o método floral dip modificado (NARUSAKA et al., 2010). Para isso, placas de
meio LB sélido contendo 100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de kanamicina foram
riscadas com as culturas de Agrobacterium cepa GV3101 positivas para cada construcdo de
interesse e crescidas a 28°C por 48 h. Em seguida, uma colénia isolada de cada construcéo foi
inoculada em 2 mL de meio LB liquido contendo os antibioticos de selecdo e crescida sob
agitacdo (100 rpm) por 22 h a 28°C. As culturas de bactérias foram entdo transferidas para
microtubos de 2 mL e centrifugadas a 2000 g por 10 min. O pellet formado foi ressuspendido
delicadamente em uma solucéo contendo 5% de sacarose e 0,02% do surfactante Silweet-L77
(Momentive, NY, EUA). Para cada construcdo foram transformados dois vasos contendo trés
plantas de arabidopsis, sendo 10 pL da solucdo de Agrobacterium colocada em cada botdo
floral disponivel no vaso. Apos a transformacgdo, as plantas foram mantidas em caixas
fechadas e no escuro na camara de crescimento por 24 h. A transformacéo foi realizada duas

vezes com intervalo de uma semana.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grossniklaus%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555774
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3.5 Sele¢do de transgénicos

Sementes das plantas transformadas foram coletadas e esterilizadas em 70% etanol
(v/v) contendo 0,05% (v/v) Triton X-100 por 8 min e em seguidas lavadas 2 vezes em etanol
absoluto por 1 min cada. Apds secarem, as sementes foram espalhadas em placas com meio
MS % forca (MURASHIGE; SKOOG, 1962) modificado (sem vitaminas e contendo 1% de
4gar e sacarose) e 25 mg L™ de higromicina. As placas foram mantidas no escuro a 4°C por 4
d, e em seguida foram transferidas para sala de luz a 25°C sob fotofase 16 h luz a
100 umol m?s™ de intensidade luminosa. Apés 14 d, plantas que apresentaram resisténcia ao
antibidtico de selecdo (geracdo To) foram aclimatadas em cadmara de crescimento a 22°C com
80% de umidade e fotofase 14 h de luz a 200 pmol m?s™ de intensidade luminosa. Apés 30
d, sementes das plantas T, foram coletadas, esterilizadas e germinadas em meio de selecdo.
Para cada evento de transformacdo obtido, cinco plantas (geracdo T;) foram aclimatadas.
Novamente, apds 30 d, sementes dessas plantas foram coletadas, esterilizadas e germinadas
em meio de selecdo. Nessa geracdo foi possivel avaliar as plantas quanto a segregacdo e
aclimatar plantas consideradas homozigotas (geracdo T,) (Figura 1). Sementes de plantas
previamente consideradas homozigotas que ndo segregaram em meio de selecdo foram entao

utilizadas para os experimentos (geracgéo Ts).

Figura 1 — Plantas de Arabidopsis transgénicas crescidas em meio MS % forca (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) modificado com antibidtico de selegdo (25 mg L™ de higromicina). Geragao
T,. As setas vermelhas indicam plantas recessivas; as setas em azul indicam plantas
presumivelmente heterozigotas para a sequéncia de cana-de-agUcar inserida e as setas pretas
indicam as plantas homozigotas.



31

3.6 Expressdo de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 nos eventos de transgenia

A caracterizacdo dos eventos de transgenia das construgdes 35S:SCAMTL.1,
35S:ScAMT1.3, Promotor ScAMT1.1:ScCAMT1.1 e Promotor ScAMT1.3:ScCAMT1.3
transformadas em ‘Col-0’ e gko foi realizada por meio de analise quantitativa de transcritos
reversos (RT-g-PCR). Para isso, sementes homozigotas para essas construcdes e sementes de
plantas selvagens (‘Col-0") controle foram esterilizadas e espalhadas em %2 MS modificado,
contendo 1 mM NH;NOs, sendo as placas mantidas no escuro a 4° C por 4 d. Apos esse
periodo, as placas foram transferidas para sala de luz a 25° C com fotofase de 16 h luz e
intensidade luminosa de 100 pmol m™ s para germinacéo das sementes. Ap6s 7 d, 30 plantas
de cada evento de transformacdo foram coletadas em duplicatas e congeladas imediatamente

em nitrogénio liquido para posterior maceragéo.

3.6.1 Extracdo de RNA total

Plantas de arabidopsis foram maceradas em nitrogénio liquido e adicionou-se 1 mL de
Trizol® (Invitrogen) nos tubos de 1,5 mL, que foram vortexados e incubados em temperatura
ambiente por 5 min e em seguida centrifugados a 4° C por 15 min a 9000 g. O sobrenadante
foi retirado e transferido para um novo tubo onde se adicionou
200 pL de CIA (Cloroférmio:Alcool Isoamilico, 24:1 vol/vol). Os tubos foram agitados e
incubados a temperatura ambiente por 5 mim sendo em seguida centrifugados a 4° C por
15 min a 9000 g. Coletou-se a fase aquosa em um novo tubo onde foi adicionado 500 pL de
isopropanol. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min sendo
posteriormente centrifugadas a 4° C por 10 min a 9000 g. O sobrenadante foi descartado e o
RNA precipitado foi lavado duas vezes com 75% etanol e centrifugado a 4° C por 6 min a
9000 g. Depois de seco, 0 RNA foi eluido em 15 pL de agua DEPC (dietilpirocarbonato)

autoclavada e armazenado a -80°C.
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3.6.2 Quantificacdo e Sintese de RNA

O RNA total foi quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific) e sua integridade
visualizada em gel TAE de 1% agarose corado com SYBR® Gold sob luz ultravioleta. Apds a
quantificacéo, cerca de 2 ug do RNA de cada amostra foi tratado empregando 1 U de DNAse
| (Invitrogen) em tampdo apropriado, 2 U de RNAseout (Invitrogen) e &gua ultrapura DEPC
inativa, em reacédo incubada a 37° C por 30 min. A reacdo foi parada com a adicdo de EDTA,
e incubada a 65° C por 10 min. Amostras de 1 pg de RNA total tratado com DNase
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA) e o oligodT (0,5 pug pL ™) foram desnaturadas a 65° C por
5 min e incubadas a 4° C por 2 min, seguido da adicéo de 4 pL de tamp&o 5X Reaction, 1 mM
dNTP, 40 U de RNAseOUT (Invitrogen) e 200 U da enzima RevertAid RT (Fermentas). A
reacédo foi entdo incubada a 42° C por 1 h, seguida de incubagdo a 70 ° C por 10 min e 4° C por

2 min.

3.6.3 Analise quantitativa de transcritos reversos

Para a analise quantitativa de transcritos reversos foi utilizado 5 uL KAPA SYBR
FAST®, 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 1), 1 uL do cDNA 1:10 (v/v) e agua Milli-Q estéril
para um volume final de reacdo de 10 pL. Todas as reacdes de RT-g-PCR continham um
controle negativo (sem cDNA) e foram realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen; Hilden,
Alemanha). O perfil da reacdo foi designado com duas temperaturas iniciais: 50° C por
10 min e 95° C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de trés passos: 95° C por 20 s, 60° C por 25 s
e 72° C por 25 s. Apds a amplificacdo, determinou-se a curva de dissociacdo entre 72 e 95° C.
Em todos os experimentos os valores dos Cq (quantification cycle) foram utilizados para
determinar a diferenga da expressdo génica, de acordo com método “Delta Delta” (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001): razdo =2 ™ “? sendo ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene referéncia) e
o A = ACq (tratamento) - ACq (controle). Para todos os experimentos o gene AtUbig2 de
arabidopsis foi utilizado como gene de referéncia (Tabela 6) e 0s genes AtAMT1.1 e

AtAMT1.3 (Tabela 6) para padronizar a expressdo génica.
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Tabela 6 - Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos genes que codificam proteinas
transportadoras de amonio (AMTs-AMMONIUM TRANSPORTERS) em arabidopsis e 0 gene
de referéncia Ubiquitina, utilizados para analise quantitativa de transcritos reversos

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
AtAMT1.1 For GCTCAGCTGATTCAGATCATTG 236 pb
AtAMT1.1 Rev TTAGCACCAGAAGGAGAAGGAG
AtAMTL1.3 For GTTGGTGGCATAGCAGGTTT 186 pb
AtAMT1.3 Rev CGGAACGAGTATCTTAGTGAAGG

AtUbiqg2 For CCAAGATCCAGGACAAAGAAGGA 222 pb
AtUbig2 For TGGAGACGAGCATAACACTTGC

3.7 Analise fenotipica dos transgénicos de arabidopsis

3.7.1 In vitro

Para 0s experimentos in vitro, sementes de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko)
e plantas homozigotas contendo as construcbes 35S:SCAMTL.1, 35S:ScCAMTL1.3, Promotor
SCAMT1.1:ScAMT1.1 e Promotor SCAMT1.3:SCAMT1.3 transformadas em ‘Col-0’ e gko
foram esterilizadas e submetidas a periodo de vernalizacdo a 4° C por 4 d em placas de petri
com meio MS % forca modificado, contendo como fonte de N apenas 5 MM KNOs3. As placas
foram colocadas na posicdo vertical em sala de luz a 25° C e com fotofase de 16 h luz sob
intensidade luminosa de 100 pumol m™s™ para germinacdo das sementes. Apés 4 d de
germinacdo, as plantulas foram transferidas para placas com meio MS % forca modificado,
contendo N nas concentrac@es de 0,2 e 0,5 mM de (NH,4),SO,4 ou 0,5 mM de KNO3 como
controle de suplemento de N. Apo6s 14 d, a biomassa seca foi avaliada para as diferentes
linhas transgénicas e controles nao transgénicos. Para 0s experimentos com o analogo toxico a
amonio, metilamdnio (MeA), as plantulas dos diversos genotipos foram transferidas para
placas com 2 mM KNOj3 e concentracfes de 0, 20 e 50 mM de MeA. Apos 14 d, a biomassa
fresca da parte aérea dos genoétipos foi avaliada. Para cada tratamento 3 a 4 plantulas por
gendtipos foram crescidas em cada placa de petri. Cada tratamento continha dez réplicas

(n=10) em todos 0s experimentos.
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3.7.2 In vivo

Para os experimentos in vivo, inicialmente as sementes de ‘Col-0’ e gko e as sementes
de gko complementadas com AMTs de cana-de-agUcar foram germinadas em solu¢do nutritiva
em potes de 2 L contendo 1 mM KH;PO4, 1 mM MgSOg, 250 uM K;SQOy4, 250 uM CaCl,, 100
UM Na-Fe-EDTA, 50 uM KCI, 50 pM H3BOs, 5 uM MnSO,, 1 UM ZnSOy4, 1 pM CuSOy, e
1 pM NaMoO,, com pH ajustado para 5,8 utilizando solucdo de 2 mM KOH (LOQUE et al.,
2006). As plantas foram cultivadas por 45 d em camara de crescimento a 22°C com 80% de
umidade e fotofase 10 h de luz a 200 umol m™ s de intensidade luminosa em concentragdo
de 1 mM de NH4sNO3; Em seguida, foi realizado o tratamento de deficiéncia de N (sem adi¢éo
de N, -N) por 3 d ou de suficiéncia de N (+N, 1 mM de NH;NO3). Apds a imposicao dos
tratamentos, as raizes das plantas foram lavadas em solu¢do de 1 mM CaSO, para eliminar o
excesso de amdnio apoplastico (LOQUE et al., 2006) e em seguida, foram transferidas para
solugdes nutritivas contendo 0,2 mM **N-aménio (60%) por 10 min (LOQUE et al., 2006), e
apos esse periodo foram novamente lavadas em 1 mM CaSO,4. Apds esse procedimento, as
raizes foram cortadas e secas em estufa (60° C) para posterior analise de °N. Foram
realizadas 6 réplicas por tratamento (n=6) para cada gendtipo. As determinacdes de >N nas
amostras foram realizadas em espectrometro de massas ATLAS MAT CH4 (Alemanha) de
fluxo molecular no laboratério de Isétopos Estaveis no CENA pelo Prof. Dr. José Albertino

Bendassolli.

3.8 Localizacao subcelular dos AMTs de cana-de-acucar em arabidopsis

Sementes das plantas homozigotas para as construcbes ProSCAMTL1.1:GUS,
ProSCAMT1.1:GFP, ProSCAMT1.3:GUS e ProScAMT1.3:GFP foram esterilizadas e
germinadas in vitro em meio MS % forca modificado, contendo 1 mM de NH4NO3. Apos 4 d
de vernalizacdo a 4° C, as placas foram colocadas na posicdo vertical em sala de luz a 25°C e
fotofase de 16 h luz com intensidade luminosa de 100 pmol m™ s™ para germinacdo das
sementes. Apds 4 d da germinacdo, as plantulas foram transferidas para os tratamentos: +N
(MS % forca modificado contendo 2 mM NH4NOs), -N (MS Y2 forca modificado sem
nitrogénio) e NH;" (MS % forca modificado contendo 2 mM NH,CI). Ap6s 1, 3 e 5 dias de

tratamento, as plantas contendo os promotores fusionados a GFP (Green fluorescent protein)



35

foram analisadas em lupa Nikon SMZ18 pertencente ao Laboratorio de Genética Molecular
do Desenvolvimento Vegetal da ESALQ/USP do Professor Dr. Fabio Tebaldi Silveira
Nogueira. J& as plantas contendo os promotores fusionados ao gene uidA GUS
(A-Glucuronidase) foram transferidas para o0 substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
glucuranideo (X-Gluc; Jersey Lab and Glove Supply, Livingston, NJ, EUA). Um total de
5 mg de X-Gluc foi dissolvido em 0,02 ml de dimetilformamida e adicionado a seguinte
solugdo: 2,5 ml de 0,2 M fosfato de sodio; 2,3 ml de &gua deionizada; 0,025 ml de
0,1 M ferricianeto de potéssio; 0,025 ml de 0,1 M ferrocianeto de potassio; 0,10 ml de
0,5 M EDTA de sédio; e 0,10 ml de Triton 10%. As plantas de arabidopsis foram incubadas
nessa solucdo a 37° C por 8 h, lavadas em etanol 70% e posteriormente analisadas em lupa
Nikon SMZ18 pertencente ao Laboratorio de Genética Molecular do Desenvolvimento
Vegetal da ESALQ/USP do Professor Dr. Fabio Tebaldi Silveira Nogueira.

3.9 Regulacéo da expressdo génica de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 pelo status de N em cana-

de-acUcar

As amostras para as analises de regulacdo da expressao génica dos genes da subfamilia
AMT1 de cana-de-acucar foram gentilmente cedidas pelo mestrando Luis Henrique
Damasceno Serezino do Laboratorio de Melhoramento de Plantas (CENA/USP). Plantas de
cana-de-acucar foram cultivadas por trés meses em solucdo nutritiva contendo 1 mM de
NH;NO3 1 mM KH;PO,4, 1 mM MgSOy, 250 uM K;SO4, 250 puM CaCl,, 100 pM Na-Fe-
EDTA, 50 uM KCI, 50 pM H3BO3, 5 UM MnSO4, 1 UM ZnSO4, 1 UM CuSO4 e 1 uM
NaMoO;,, com pH ajustado para 5,8 utilizando solugdo de 2 mM KOH (LOQUE et al., 2006).
ApOls esse periodo, as plantas foram transferidas para solucdo nutritiva contendo 2 mM
NH4NO;3; (+N) por 2 d e em seguida foram submetidas a deficiéncia de N (-N) e a alto N
(5 mM de NH4NO3), sendo que para cada tratamento amostras de raizes, colmo, folhas
madura (+3) e folhas recém expandidas (+1) foram coletadas em triplicata nos periodos de 0,

1, 5e 10 d ap6s o tratamento e congeladas em N liquido.
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3.9.1 Extracdo de RNA total de cana-de-agUcar

Para as analises de expressao génica, amostras de raizes, parte aérea e colmos de cana-
de-agUcar tiveram o RNA total extraido. Tal extracdo foi feita utilizando o método descrito
em LEAL et al. (2007). As amostras foram maceradas em N liquido e transferidas para um
microtubo de 2 mL, ao qual foi adicionado 1 mL de tamp&o de extracdo pré-aquecido a 65° C
(2 % CTAB; 2% PVP; 2 M NaCl; 100 mM Tris; 25 mM EDTA,; 2% R-mercaptoethanol).
Apds a homogeneizagdo em banho-maria a 65° C por cerca de 30 min, as amostras foram
colocadas no gelo por 1 min, seguida da adicdo de 1 mL de CIA (cloroférmio:éalcool-
isoamilico 24:1) e de uma centrifugacdo a 9.000 g por 10 min a 4° C. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, adicionando um volume
igual de CIA, que foi emulsionado seguido de uma centrifugacdo a 9.000 g por 10 min a 4°C.
Novamente, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL para posterior
precipitacdo do RNA total, com solucéo de 10 M de LiCl (0,1 vol) e incubagédo a 4° C por
12 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9.000 g por 30 min a 4° C, seguido
do descarte do sobrenadante. O pellet formado foi lavado duas vezes com 500 uL de
75% etanol e centrifugado a 9.000 g por 10 min a 4° C. Por fim, foi feita a ressuspensdo do
pellet em 30 pL de agua 0,01% DEPC (dietilpirocarbonato) autoclavada e o RNA foi

armazenado a -80°C.

3.9.2 Quantificacdo e Sintese de cDNA

O RNA total foi quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific) e sua integridade
visualizada em gel TAE de 1% agarose corado com SYBRGold sob luz ultravioleta. Apés a
quantificacdo, cerca de 2 ug do RNA de cada amostra foi tratado empregando 1 U de DNAse
I (Invitrogen) em tampao apropriado, 2 U de RNAseout (Invitrogen) e dgua ultrapura DEPC
inativa, em reacdo incubada a 37° C por 30 min. A reacéo foi parada com a adicdo de EDTA,
e incubada a 65° C por 10 min. Amostras de 1 pg de RNA total tratado e o oligodT
(0,5 pg pL ) foram desnaturadas a 70° C por 10 min e incubadas a 4° C por 2 min, seguido
da adigéo de 4 pL de 5X First-Strand Buffer, 1 mM dNTP, 40 U de RNAseOUT (Invitrogen),
1 uL de DTT 0,1 M e 20 U da enzima SuperScript Il1 RT (Invitrogen). A reacdo foi entéo
incubada a 55° C por 1 h, seguida de incubagéo a 70° C por 10 min e 4° C por 2 min.
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3.9.3 Anaélise quantitativa de transcritos reversos

Para a analise quantitativa de transcritos reversos foi utilizado 5 pL KAPA SYBR
FAST®, 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 7), 1 pL do cDNA 1:10 (v/v) e agua Milli-Q estéril
para um volume final de reacdo de 10 pL. Todas as reacdes de RT-g-PCR continham um
controle negativo (sem cDNA) e foram realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen; Hilden,
Alemanha). O perfil da reacdo foi designado com duas temperaturas iniciais: 50° C por
10 min e 95° C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de trés passos: 95° C por 20 s, 60° C por 25 s
e 72° C por 25 s. Apos a amplificacdo, determinou-se a curva de dissociagdo entre 72 e 95° C.
Em todos os experimentos os valores dos Cq (quantification cycle) foram utilizados para
determinar a diferenca da expressdao génica, de acordo com método “Delta Delta” (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001): razdo =2 ™ ““¥ sendo ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene referéncia) e
o A = ACq (tratamento) - ACq (controle). Para todos os experimentos o gene ScUbiqg2 (Tabela

7) foi utilizado como gene de referéncia.

Tabela 7 - Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos genes que codificam proteinas
transportadoras de aménio (AMTs-AMMONIUM TRANSPORTERS) em cana-de-aglcar e 0
gene de referéncia (Ubiquitina), utilizados para analise quantitativa de transcritos reversos

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
ScCAMTL1.1 For GCACCTTCCTGCTGTGGTT 201 pb
SCAMTL1.1 Rev CGTTCCAGTGACCCGTTTG
SCAMTL1.3 For GAACGTGGTGATGATCCTGGT 172 pb
SCAMT1.3 Rev CATGTCCTCGTCGTGGTAAGC

ScUbiqg2 For CTTCTTCTGTCCCTCCGATG 159 pb

ScUbig2 Rev TCCAACCAAACTGCTGCTC
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificagédo dos transportadores de amonio em biblioteca de BACs de cana-de-
agucar

A selecdo na biblioteca de BACs de cana-de-agUcar (cultivar ‘R570°) no laboratério
Genomes and Transposable Elements do IB/USP da Prof?. Marie Anne van Sluys do Instituto
de Biociéncias da Universidade de Séo Paulo (IB/USP), em colaboracdo com a Prof®. Nathalia
de Setta da Universidade Federal do ABC (UFABC) permitiu identificar cinco BACs
contendo sequéncias génicas para o transportador de aménio SCAMT1.1 (BACs 105 _J02,
108 B06, 290_B15, 303_B24 e 315 _A20) e dois BACs contendo sequéncias para SCAMT1.3
(BACs 232_N03 e 290_A11). Os BACs foram entdo sequénciados integralmente pelo grupo
da Prof. Marie Anne van Sluys e a presenca dos genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 foram
confirmadas.

A superfamilia de transportadores MEP/AMT/Rh é caracterizada por possuirem um
motivo assinatura conservado de 26 aminoacidos e 11 dominios transmembranas (MARINI et
al., 1997; LOQUE; VON WIREN, 2004). Com o objetivo de verificar a presenca nesses
polipeptideos dos sinais conservados, as sequéncias génicas codificando os transportadores
SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de cana-de-acucar foram traduzidas pelo programa ORF Finder
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorf.html) e analisadas no banco de dados do UniProt
(http://www.uniprot.org/) e do Prosite (http://us.expasy.org/prosite). Os dominios
transmembranas para essas proteinas foram preditos pelo programa TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/).

Ambas as proteinas de cana-de-acUcar apresentaram 0 motivo assinatura conservado
para a superfamilia. MEP/AMT/Rh (Figura 2A). A proteina SCAMTL1.1 apresenta 0 motivo
assinatura localizado entre os aminoacidos 191-216; para a proteina SCAMTL1.3, 0 motivo se
encontra entre os aminoacidos 190-215 (dados ndo mostrados). A analise das proteinas AMTs
de cana-de-agucar no programa TMHMM, resultou em 11 dominios com alta probabilidade de
ocorréncia para SCAMT1.1 (Figura 2B) e 10 dominios para SCAMTL1.3 (Figura 2C). Para o
transportador SCAMT1.3, 0 que seria 0 10° dominio apresentou 50% de probabilidade de
ocorréncia (Figura 2C). Considerando que sdo preditos 11 dominios transmembranas para a
superfamilia MEP/AMT/Rh (MARINI et al., 1997; LOQUE; VON WIREN, 2004), nio é
possivel afirmar se 0 dominio com menor probabilidade de ocorréncia para o transportador

SCAMT1.3 de cana-de-agUcar existe 0 que estaria de acordo com o predito para outras
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espécies (MARINI et al., 2010, THOMAS et al., 2000) ou mesmo se SCAMT1.3 de cana-de-
acucar difere de outros membros dessa superfamilia em relagdo ao nimero de dominios

transmembranas, possuindo apenas 10 dominios.
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Figura 2 — Motivo assinatura da superfamilia MEP/AMT/Rh e dominios transmembranas preditos
para as proteinas SCAMT11 e ScAMT1.3 por meio do programa TMHMM. A.
Representagdo WebLogo para o motivo assinatura de 26 aminoacidos conservado entre 41
membros da superfamilia MEP/AMT/Rh, que estdo depositados no banco de dados do
Prosite (nimero de acesso PS01219). B. Dominios transmembranas preditos para
ScCAMT1.1. C. Dominios transmembranas preditos para SCAMT1.3. A seta em C, indica o
dominio que tem 50% de probabilidade de ocorréncia.
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Evidéncias bioquimicas demonstraram que as proteinas MEP/AMT formam trimeros
com uma orientagdo extra-citosolica do N terminal (LUDEWIG et al., 2003). As analises de
inducdo de mutagcdes pontuais no transportador de tomateiro (Solanum lycopersicum)
SIAMT1.1 demonstraram que a delecdo ou substituicdo de duas Cisteinas (C3 e C27)
localizadas no N-terminal dessa proteina causa uma reducdo na estabilidade do complexo
proteico na membrana plasmatica e como consequéncia, uma menor capacidade de transporte
de metilaménio (analogo toxico ao amdnio) sugerindo que a estabilidade dos trimeros é
viabilizada pela formacdo de pontes de dissulfeto entre esses aminoacidos (GRAFF et al.,
2010). A importancia dessas cisteinas para a formacao dos oligdmeros é confirmada quando o
N-terminal do transportador SIAMT1.3 de tomateiro foi analisado. Esse transportador possui
um N-terminal pequeno em comparagdo com outros AMTSs e ndo apresenta as cisteinas C3 e
C27 e, portanto ndo possui a habilidade de formar trimeros na membrana plasméatica (GRAFF
et al., 2010).

Uma vez que esses dois aminoacidos ja foram descritos como fundamentais para a
estabilidade dos oligbmeros dos AMTs em tomateiro, a sequéncia do N-terminal dos
transportadores de amdnio identificados no genoma de cana-de-agucar foi alinhada com o N-
terminal de membros da subfamilia AMT1 de arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arroz
(Oryza sativa), milho (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor) e tomateiro (Solanum
lycopersicum), além das sequéncias para SCAMT1.1 e SCAMT1.3 (comp110189 c0 _seql e
comp110189 c0 seq3) obtidas atraves de sequenciamento de RNA de alta performance
(RNA-seq) realizado pelo Dr. Joni Esrom Lima do Laboratorio de Melhoramento de Plantas
do CENA/USP (Figura 3). Com excecdo da proteina de tomateiro SIAMT1.3, os demais
membros da subfamilia AMTL1 apresentaram as duas cisteinas conservadas, incluindo os
transportadores de amonio de cana-de-agucar (Figuras 3A e B), o que indica a provavel

formacdo de trimeros de proteinas AMTs na membrana plasmatica de células dessa graminea.
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Figura 3 — Alinhamento em aminoacidos do N-terminal de membros da subfamilia AMTL1 de
arabidopsis (AtAMTSs), arroz (OsAMTS), cana-de-acUicar (SCAMTS) milho (ZMmAMTS),
sorgo (SbAMTS) e tomateiro (SIAMTSs). Comp110189 c0_seql e Compl110189 c0 seq3 se
referem as sequéncias de transcritos obtidas por meio de RNA-seq de tecidos de cana-de-
acuUcar (‘SP80-3280") realizado no Laboratdrio de Melhoramento de Plantas do CENA/USP.
A: Alinhamento realizado no ClustalW. B: Representacdo WebLogo para os residuos
conservados entre as proteinas AMT1.1 e AMT1.3 de arroz, cana-de-agUcar, milho e sorgo.
As setas vermelhas indicam as cisteinas conservadas entre os membros dessa subfamilia. Os
nameros de acesso para os distintos AMTSs estdo indicados juntamente com o nome das
sequéncias em A.

A regido C-terminal das proteinas AMTs também possui funcdo regulatoria nesses
transportadores de membrana. Um processo de regulacdo alostérica foi descrita para
AtAMT1.1 de arabidopsis (LOQUE et al., 2007; LANQUAR et al., 2009). A ativacio ou
inativacdo do complexo proteico depende de modificagcGes conformacionais ocasionadas pela
fosforilacdo da Treonina-460 (T460), localizada no C-terminal que regula o influxo de

amonio nas raizes impedindo que esse nutriente possa causar toxidez nas células (LOQUE et
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al., 2007; LANQUAR et al, 2009). O alinhamento da sequéncia do C-terminal dos
transportadores de aménio identificados em BACs e RNA-seq de cana-de-aglcar com o C-
terminal de membros da subfamilia AMTL1 de varias espécies, permitiu identificar que a
Treonina 460 € conservada nas proteinas AMT1.1 e AMT1.3 de cana-de-agUcar, quando
comparado a outras espécies (Figura 4), indicando que mecanismo similar de regulacdo pés-
transcricional por meio da fosforilagdo treonina 460 pode existir também em raizes de cana-
de-agUcar.

Experimentos prévios realizados pelo nosso grupo com plantas de cana-de-agucar ja
haviam fornecido o primeiro indicio para uma regulacdo pds-transcricional dessas proteinas
transportadoras (VITTI, 2012). Plantas de cana-de-acucar foram cultivadas por dois meses em
solugdo nutritiva, e subsequentemente submetidas a deficiéncia de N por 3 d, com posterior
ressuplementacdo com amoénio (2 mM NH4CI) (VITTI, 2012). A correlacdo da analise
temporal de influxo rapido usando 0,2 mM de >N-aménio e anélise quantitativa de transcritos
reversos demonstraram que ocorre uma rapida inducdo no acumulo de transcritos para 0s
genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3, a partir de 4 h até 24 h apos a adicdo de aménio, mas no
entanto, o influxo de **N-aménio diminuiu cerca de 30% até 24 h apds a exposicdo ao amdnio
(VITTI, 2012). Desse modo, os dados de expressdo génica e os de influxo de **N-amédnio
apresentaram um padrdo oposto, ou seja, enquanto os niveis de expressdo de SCAMT1.1 e
ScCAMT1.3 aumentam apds a provisio de amdnio, o influxo de '°N-amdnio é reduzido
significativamente, o que indica a ocorréncia de uma regulacdo pés transcricional em raizes
de cana-de-acUcar sob provisao de amonio (VITTI, 2012).

Com base nos resultados das analises de expressdo génica e influxo de N obtidos
para cana-de-acUcar e a analise das sequéncias codificadores de transportadores de amdnio
identificados no genoma de cana-de-acUcar, reforcam a existéncia de um mecanismo similar
de regulacdo conservado entre monocotileddneas e dicotileddnias, devido a presenca de um
aminodacido chave para a ocorréncia dessa regulacdo alostérica (T460) (Figuras 4A e B). No
entanto, recentes estudos em arabidopsis demonstram que apesar das proteinas AtAMTL1.1 e
AtAMT1.3 possuirem T460 conservada na regido C-terminal, apenas AtAMT1.1 é fosforilado
in vivo sob condi¢bes de provisdo de aménio (YUAN et al.,, 2013). Considerando que
proteinas AMTs formam oligdmeros na membrana plasmatica, a formacdo de heterotrimeros
de AtAMT1.1 e AtAMTL1.3 ou homotrimeros de AtAMTL1.1 fornece uma maior flexibilidade
de regular a capacidade de transporte nas raizes mediante a presenca de aménio (YUAN et al.,

2013). Esses estudos em arabidopsis aliado aos resultados de caracterizacdo fisiologica do
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transporte de aménio e caracterizacdo molecular de AMTs em cana-de-agucar (Figura 4)
indicam, portanto, que o processo de regulacdo alostérica nas proteinas SCAMT1.1 e
SCAMT1.3 é existente em raizes de cana-de-agUcar, porém, se apenas SCAMT1.1 ou

ScAMT1.3 é fosforilado in vivo em raizes de cana-de-agucar ainda requer validacéo

experimental.
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Figura 4 — Alinhamento em aminoacidos do C-terminal de membros da subfamilia AMT1 de
arabidopsis (AtAMTSs), arroz (OsAMTSs), cana-de-aglicar (SCAMTs) milho (ZMAMTS),
sorgo (SbAMTSs) e tomateiro (SIAMTSs). Comp110189 c0_seql e Compl110189 c0 seq3 se
referem as sequéncias de transcritos obtidas por meio de RNA-seq de tecidos de cana-de-
acucar (‘SP80-3280°) realizado no Laboratorio de Melhoramento de Plantas do CENA/USP.
A: Alinhamento realizado no ClustalW. B: Representagdo WebLogo para os residuos
conservados entre as proteinas AMT1.1 e AMT1.3 de arroz, cana-de-aglcar, milho e sorgo.
A seta vermelha indica a Treonina 460 (T460) conservada entre os membros dessa
subfamilia. Os nmeros de acesso para os distintos AMTs estdo indicados juntamente com o
nome das sequéncias em A.
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Apos a analise das sequéncias génicas identificadas no genoma de cana-de-agucar, por
meio de sequenciamento de clones BACs, essas foram traduzidas pelo programa ORF Finder
e as sequéncias proteicas geradas de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 foram entdo utilizadas em
analises filogenéticas com alinhamento para a funcdo de méxima parcimdnia no programa
PAUP 4.0b10 agrupando com sequéncias de aminodcidos de diversos transportadores de
amonio pertencentes a subfamilia AMT1 de arabidopsis, arroz, milho, sorgo e tomateiro, além
de sequéncias para SCAMT1.1 e SCAMT1.3 (comp110189 cO_seql e comp110189 cO_seq3)
obtidas por meio de sequenciamento de RNA de alta performance (RNA-seq) realizado pelo
Laboratério de Melhoramento de Plantas do CENA/USP (Dr. Joni Esrom Lima).

O agrupamento das proteinas AMTSs identificadas nessas espécies por maxima
parciménia possibilitou a formacdo de trés grupos (Figura 5). No primeiro, encontram-se 0s
transportadores AMT1.1 das monocotileddneas: arroz, cana-de-agucar, milho e sorgo (Figura
5A). No segundo grupo, estdo agrupados os transportadores AMT1.3 dessas especies bem
como OsAMT1.2 de arroz (Figura 5B). No terceiro grupo encontram-se 0s transportadores da
subfamilia AMT1 das dicotiled6neas arabidopsis e tomateiro (Figura 5C).

Quando as sequéncias para o transportador SCAMTL1.1 identificadas no genoma de
cana-de-agucar sdo comparadas com seus ortélogos nas demais espécies analisadas, obtém-se
cerca de 99% de similaridade entre SCAMTL1.1 e SbAMT1.1 de sorgo (Figura 5). Para milho,
a similaridade entre essas sequéncias é 97% e 93% para ZmAMT1.1.a e ZmAMTL1.1b
respectivamente, enquanto para arroz, a similaridade é de 93% (Figura 5). Em espécies mais
distante como as dicotiledéneas arabidopsis e tomateiro, SCAMTL1.1 compartilha 75% de
similaridade com ambas as proteinas AtAMT1.1 e SIAMTL1.1 (Figura 5). No caso do
transportador SCAMT1.3, a similaridade entre as proteinas de monocotileddneas é de 98%
com SbAMT1.3 e ZMAMTL1.3 e 78% com OSAMTL.3, enquanto para as proteinas de
dicotileddneas AtAMT1.3 e SIAMT1.3 é de 72% e 66% respectivamente (Figura 5). Essas
comparacdes demonstram que essas proteinas sdo altamente conservadas em plantas, no
entanto, existe uma evidente separacdo entre os AMTs de mono e dicotileddnias
(MCDONALD et al., 2011, WITTGENSTEIN et al., 2014). Desse modo, a analise
filogenética demonstrou que as sequéncias dos AMTSs de cana-de-acUcar apresentam alto grau
de similaridade as sequéncias de monocotileddneas arroz, milho e sorgo e sdo mais distantes
dos transportadores de amonio das dicotiledéneas arabidopsis e tomateiro, 0 que sugere uma
pressdo de selecdo diferencial em relacdo a essas proteinas de membrana entre mono e

dicotileddneas.
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Estudos filogenéticos demonstram que os AMMONIUM TRANSPORTERS sdo
separados em duas subfamilias, AMT1 e AMT2 (LOQUE; VON WIREN, 2004,
MCDONALD et al., 2011, WITTGENSTEIN et al., 2014). Essa duplicagdo ocorreu durante o
processo de evolucdo antes da divergéncia entre monocotileddneas e dicotileddneas,
formando grupos evolucionariamente e funcionalmente distintos (MCDONALD et al., 2011,
WITTGENSTEIN et al., 2014). Em cana-de-aglcar, ambas as subfamilia AMT1 e AMT2
estdo presentes no genoma (dados ndo mostrados), assim como em outras monocotiledéneas
(MCDONALD et al., 2011, WITTGENSTEIN et al., 2014). Em particular para a subfamilia
AMTL, a andlise de reconstrucdo filogenética sugere a existéncia de dois supergrupos
distintos para membros AMT1 de angiospermas, sendo um composto por sequéncias de
Licofitas e outro, por sequéncias de Briofitas (WITTGENSTEIN et al., 2014). A separacéo
desses supergrupos de AMTL1 possivelmente ocorreu anteriormente a separacdo de
Embriofitas e Bridfitas, mas ap0s a separacdo de plantas terrestres (Embridfitas) e algas
verdes (Clorofitas) (WITTGENSTEIN et al., 2014). No entanto, ndo é possivel dividir esses
supergrupos para AMT1 entre monocotiledoneas e dicotiledéneas o que sugere que 0s
AMT1s presentes em plantas possuem origem vertical a partir de um ancestral comum
(MCDONALD et al., 2011).

Portanto, o nimero distinto de genes AMT1 encontrados entre as monocotiled6neas,
sendo dois genes para cana-de-aclcar (SCAMT1.1 e ScAMTL.3), dois genes em sorgo
(SbAMT1.1 e SbAMT1.3), trés em milho (ZmAMT1.1a, ZmAMT1.1b e ZMAMT1.3) e trés em
arroz (OsAMTL.1, OsAMT1.2 e OsAMT1.3) (SUENAGA et al., 2003; SONODA et al., 2003;
GU et al, 2013; KOEGEL et al.,, 2013) (Figura 5) sugere uma recente diversificacdo
funcional dessas proteinas em monocotiledéneas. Isso fica evidente pela regulacdo distinta
dos genes da subfamilia AMT1.1 entre monocotileddneas e dicotiledoneas. Por exemplo, em
arabidopsis AtAMT1.1, AtAMT1.3 e AtAMT1.5 apresentam expressdao localizada
principalmente em células da epiderme e cortex, incluindo os pelos radiculares e sdo
induzidos sob deficiéncia de N, enquanto AtAMT1.2 € expresso principalmente na endoderme
e cortex nas células das raizes (LOQUE et al., 2006; YUAN et al., 2007). O outro membro
dessa subfamilia em arabidopsis, AtAMT1.4 apresenta expressdo definida em grdos de pélen e
tubo polinico (YUAN et al., 2009). O gene SIAMT1.1 de tomateiro apresenta similar
localizacdo e regulacdo a AtAMT1.1 de arabidopsis (LUDEWIG et al., 2002), no entanto,
SIAMT1.2 tem a expressdo induzida na presenca de amdnio ou nitrato (VON WIREN et al.,
2000), enquanto SIAMT1.3 possui expressao restrita a parte aérea (VON WIREN et al., 2000).
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Entre as monocotiledéneas também existe uma variacdo consideravel na regulagdo dos genes
AMT1: em milho, ZmAMT1.1a e ZMAMT1.3 s&o expressos na epiderme e zona apical das
raizes, mas nao sdo induzidos por deficiéncia de N (GU et al., 2013); SbAMT1.1 e SbAMT1.3
de sorgo apresentam uma expressao constitutiva em raizes e parte aérea (KOEGEL et al.,
2013). Em arroz, OsAMTL1.3 ¢ expresso preferencialmente em raizes sob deficiéncia de N
(SONODA et al., 2003), no entanto, OSAMT1.1 apresenta uma complexa regulacéo, a qual €
dependente do genotipo estudado e varia de expressdao constitutiva em raizes e parte aérea
independente da fonte de N disponibilizada para as plantas até inducdo em raizes por
concentracdes crescentes de amonio (SONODA et al 2003; GAUR et al., 2012). Portanto, a
ampla funcdo de membros AMT1 em plantas € evidenciada pelo padrdo distinto de expressdo
e funcdo fisioldgica no transporte de aménio, o que justifica a necessidade de realizar a

caracterizacgdo funcional de cada membro AMT1 identificado em cana-de-agucar.
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Figura 5 — Andlise filogenética dos AMTs (AMMONIUM TRANSPORTERS) de arabidopsis
(AtAMTSs), arroz (OsAMTSs), cana-de-aglcar (SCAMTSs), milho (ZmAMTS), sorgo
(SbAMTS) e tomateiro (SIAMTS). Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos foram
realizados no programa ClustalW e a arvore filogenética foi gerada no programa PAUP
4.0b10 empregando maxima parciménia. Os nlmeros de acesso para os distintos AMTs
estdo indicados juntamente com o nome das proteinas na figura. A: agrupamento dos
transportadores AMT1.1 de arroz, cana-de-acUcar, milho e sorgo; B: agrupamento dos
transportadores AMT1.3 das monocotiledbneas e OsAMTL1.2; C: agrupamento dos
transportadores da subfamilia AMT1 de arabidopsis e tomateiro.
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Considerando o caréater polipldide e redundante do genoma de cana-de-agucar (WANG
et al., 2010; GARSMEUR et al., 2010) foi realizada uma série de alinhamentos para definir
quais genes SCAMT1.1 e ScAMT1.3 identificados nos distintos BACs seriam os alvos
utilizados para a caracterizagdo funcional através da expressdo heterdloga em mutantes de

Arabidopsis thaliana (Figuras 6-11).

Para as sequéncias génicas codificando o transportador de cana-de-agucar, SCAMT1.1,
foram alinhadas as sequéncias obtidas dos BACs (105 _J02, 108_B06, 290_B15, 303 _B24 e
315 _A20) com a sequéncia de transcritos para SCAMT1.1 (Comp110189 c0 seql) obtida
através de sequenciamento de RNA de alta performance (Dr. Joni Esrom Lima, comunicacdo
pessoal), o que permitiu identificar polimorfismos de nucleotideos entre as sequéncias génicas
alinhadas (Figura 6). Embora a maioria desses polimorfismos ndo tenha alterado a sequéncia
de aminodcidos, trés regides sofreram modificacdes (Figura 7). Na primeira modifica¢do, no
aminoacido 31 ha uma variacdo possivel entre alanina (A) ou treonina (T); a segunda
modificagcdo, no aminoacido 110, a variacao se da entre uma histidina (H) ou glutamina (Q); a
altima modificacdo ocorre na posicdo 392 somente com a sequéncia obtida do RNA-seq
contendo uma alanina (A) e as demais sequéncia obtidas dos BACs contendo uma treonina
(T). Quando as regides que sofreram modificacdes foram analisadas foi possivel observar que
nenhuma dessas modificacbes ocorreu nos dominios transmembranas preditos para esse
transportador (aminoécidos 36-58, 79-101, 121-140, 147-169, 189-211, 232-254, 274-296,
303-325, 330-352, 365-382, 410-495) (Figura 3B). Portanto, pode-se supor que nenhuma

dessas modificacdes tenha alterado a fungéo da proteina transportadora SCAMTL.1.

Para os estudos funcionais relacionados as regifes regulatorias do transportador
SCAMT1.1, uma sequéncia de 2030 pb upstream ao codon de iniciacdo da transcricdo (ATG)
foi definida como a sequéncia promotora. No entanto, devido ao posicionamento do gene
SCAMT1.1, no inicio dos clones da maioria dos BACs identificados, somente dois BACs
poderiam ser utilizados para a clonagem da regido promotora: 105 J02 e 315 A20. O
alinhamento da sequéncia 5° acima do codon de iniciacdo do gene SCAMT1.1 presente nesses
dois BACs permitiu identificar uma similaridade de 99% entre suas sequéncias promotoras
(Figura 8). Alem disso, as proteinas traduzidas pelos genes presentes nos BACs 105 J02 e
315 A20 sdo idénticas (Figura 7). Desse modo, o BAC105 JO2 foi escolhido para a

amplificacdo e clonagem do gene e regido promotora presumivel de SCAMTL.1.
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Figura 6 -
Comp110189_c0_seql se refere a

[ATGTCGACGTGCGCGGCGGACCTGGCGCCGCTGCTGGGCCCGGCGGCGGCGAACGCCACGGACTACCTCTGCGGCCAGTTCGCGGACACGGCGTCCGCGG]
ATGTCGACGTGCGCGGCGGACCTGGCGCCGCTGCTGGGCCCGGCGGCGGCGAACGCCACGGACTACCTCTGCGGCCAGTTCGCGGACACGGCGTCCGCGG
ATGTCGACGTGCGCGGCGGACCTGGCGCCGCTGCTGGGCCCGGCGGCGGCGAACGCCACGGACTACCTCTGCGGCCAGTTCGCGGACACGCGTCCGCGG

TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCA[CTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]
TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCAACTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]
TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCAACTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]
TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCAACTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]
TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCAACTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]
TGGACGCCACGTACCTGCTCTTCTCGGCCTACCTCGTCTTCGCCATGCAACTCGGCTTCGCCATGCTCTGCGCCGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCAT]

TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT]
TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT]
TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT]
TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT]
TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT]
TCACGTCGGGCTCCATCGCCGAGAGGACCCAGTTCGTTGCCTACCTCATCTACTCCGCGTTCCTCACGGGGTTCGTGTACCCCGTGGTGTCCCACTGGTT

GTCGGCGGCATCGCGGGGCTCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG]
GTCGGCGGCATCGCGGGGCTCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG
GTCGGCGGCATCGCGGGGCTCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG
GTCGGCGGCATCGCGGGGCTCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG
GTCGGCGGCATCGCGGGGCTCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG
GTCGGCGGCATCGCGGGGC TCTGGGGCGCGCTTATCGAGGGCCCCCGCATCGGGCGCTTCGACCACGCCGGCCGCTCCGTGGCGCTCAAGGGCCACAGCG

CGTCGCTCGTGGTGC TMGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG
CGTCGCTCGTGGTGCTTGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG
CGTCGCTCGTGGTGCTTGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG
CGTCGCTCGTGGTGCTTGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG
CGTCGCTCGTGGTGCTTGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG
CGTCGCTCGTGGTGCTTGGCACCTTCCTGCTGTGGTTCGGCTGGTACGGGTTCAACCCCGGGTCCTTCACCACCATCCTCAAGTCCTACGGCCCCGCGGG

CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGCGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG]
CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGCGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG
CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGiGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG
CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGHIGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG
CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGCGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG
CAGACGGGCCACTGGAACGTGGTGGACGTCTGCAACGGCCTCCTCGGCGGGTTCGCGGCCATCACGGCCGGGTGCAGCGTGGTGGAGCCGTGGGCGGCCG

TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGCTGCACGG
TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGCTGCACGG
TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGC TGCACGG
TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGC TGCACGG
TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGC TGCACGG)
TCATCTGCGGCTTCGTGTCCGCGTGGGTGCTCATCGGCGCCAACGCGCTCGCCGCGCGCCTCAAGTTCGACGACCCGCTGGAGGCGGCGCAGC TGCACGG)

CGGGTGCGGCGCCTGGGGCGTCCTCTTCACIEGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGC[CCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG
CGGGTGCGGCGCCTGGGGCGTCCTCTTCACIGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGCACCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG
CGGETGCGGCGCCTGGGGWGTCCTCTTCACGGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGCACCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG
CGGTGCGGCGCCTGGGGIGTCCTCTTCACIEHGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGCACCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG
CGGGTGCGGCGCCTGGGGCGTCCTCTTCACERIGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGCACCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG
CGGGTGCGGCGCCTGGGGCGTCCTCTTCACEIGGCCTCTTCGCGAGGCAAAAGTACGTGGAGGAGATCTACGGCACCGGGAGGCCCTACGGGCTGTTCATG)

GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGC TGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGC TCAAGA|
GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGCTGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGCTCAAGA
GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGC TGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGC TCAAGA
GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGC TGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGC TCAAGA
GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGC TGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGCTCAAGA
GGCGGCGGCGGGAAGCTCCTCGCCGCGCAGATCATCCAGATCCTGGTGATCGCCGGGTGGGTGAGC TGCACCATGGGCCCGCTCTTCTACGCGCTCAAGA)

CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA
CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA]
CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA]
CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA]
CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA]
CGACAAGGCCGGGGTTGGTGGGTTCATGCTCAAGTCCGCGCAGCACCGTGTCGAGCCGGCGGCGGCGGCGACCAGCAACCAGGTGTAA

49

Alinhamento em nucleotideos das sequéncias génicas para SCAMTL1.1.

a sequéncia de transcrito obtida através de RNA-seq de

tecidos de cana-de-acUcar (‘SP80-3280’) realizado no Laboratério de Melhoramento de
Plantas do CENA/USP. As demais sequéncias foram obtidas por sequenciamento de clones
de biblioteca de BACs de cana-de-agticar (cultivar ‘R570°).
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[ LR EM S TCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFADTASAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMN IMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGF

BAC 105_J02 MSTCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFADTASAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMNIMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGF
BAC 108_B06 MSTCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFAD TJSAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMN IMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGF
BAC 290_B15 MSTCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFADTIMSAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMN IMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGF
BAC 303_B24 MSTCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFADTASAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMN IMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGF

BAC 315_A20 MS TCAADLAPLLGPAAANATDYLCGQFADTASAVDATYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMNIMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAFGTPSNGE

comp110189_c0_seql QNelqelg= PKTGFDYD YOQWAFA IAAAGITSGS IAERTQFVAYL I YSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM|
BAC 105_J02 IAERTQFVAYL I YSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM
BAC 108_B06 YQWAFA IAAAGITSGS IAERTQFVAYL I YSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM|
BAC 290_B15 YQWAFA IAAAG I TSGS IAERTQFVAYL I YSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM
BAC 303_B24 IAERTQFVAYL I YSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM
BAC 315_A20 | AERTOFVAYLIYSAFLTGFVYPVVSHWFWSADGWAAASRTSGPLLFGSGV IDFAGSGVVHM

comp110189_cO_seql
2

BAC 105_J0;
BAC 108_B06
BAC 290_B15 VGG IAGLWGAL IEGPRIGRFDHAGRSVALKGHSASLVVLGTFLLWFGWYGFNPGSF
BAC 303 B24 VGG IAGLWGAL IEGPRIGRFDHAGRSVALKGHSASLVVLGTFLLWFGWYGFNPGSF
BAC 315_A20 VGG IAGLWGAL IEGPRIGRFDHAGRSVALKGHSASLVVLGTFELLWEGWYGFNPGSFE

eI R R FIlO TG HWNVVDVCNGL LGGFAA | TAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVL IGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGY LFTGLFARQKYVEE Al
Q TGHWNVVDVCNGLLGGFAA I TAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVL IGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARQKYVEE I YGTGRPYGLFM

BAC 105_J02

BAC 108_B06 Q TGHWNVVDVCNGLLGGFAAITAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVL IGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARQKYVEE | YGTGRPYGLF M|
BAC 290_B15 Q TGHWNVVDVCNGLLGGFAA I TAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVL IGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARQKYVEE I YGTGRPYGLFM
BAC 303_B24 [Q TGHWNVVDVCNGLLGGFAAITAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVL IGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARQKYVEE I YGTGRPYGLF M|
BAC 315_A20 O TGHWNVVDVCNGLLGGFAAITAGCSVVEPWAAV ICGFVSAWVLIGANALAARLKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFAROKYVEE |YGTGRPYGLFM)

comp110189_c0_seql [ LINWY LV IAGWVSC TMGP SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNQYV|
BAC 105_J02 [GGGGKLLAA LVIAGWVSCTMGP SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNQV
BAC 108_B06 [GGGGKLLAA LVIAGWVSCTMGP SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNQV]
BAC 290_B15 GGGGKLLAA LV IAGWVSCTMGP < SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNQYV|
BAC 303_B24 [GGGGKLLAA LVIAGWVSCTMGP SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNQV
BAC 315_A20 GGGGKLLAA LV IAGWVSCTMGP SADDEMSGMDLTRHGGFAYVYHDEDPGDKAGVGGFMLKSAQHRVEPAAAATSNOV|

Figura 7 — Alinhamento em aminodacidos das sequéncias génicas traduzidas conceitualmente para
SCAMT1.1. Comp110189 cO seql se refere a sequéncia de transcrito obtida por meio de
RNA-seq de tecidos de cana-de-aclcar (‘SP80-3280°) realizado no Laboratério de
Melhoramento de Plantas do CENA/USP. As demais sequéncias foram obtidas por
sequenciamento de clones de biblioteca de BACs de cana-de-agticar (cultivar ‘R570%).
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L AT P UMMMl G CCGAC T TGGCACC TAAATAAACACACCATCGTACAGGAGCAATGTACTCCATTGTAACCGGATGCAAGGGCACCGCACGGTGAGACAGAGCGGGTCCAG]
I VYR BV G CCGAC T TGGCACC TAAATAAACACACCATCGTACAGGAGCAATGTACTCCATTGTAACCGGATGCAAGGGCACCGCACGGTGAGACAGAGCGGGTCCAG

CTGGATCTCCAGATTCCGCAGCGGCCCTGGGATCCTGGCGACCACGGTCCACGGGAGGGGAGAT TCACTGCCAGCGGGCCCCCAAACCCCTCTGCCCTGG

Promotor BAC 105_J02
I YXeR BVl C TGGATC TCCAGATTCCGCAGCGGCCCTGGGATCCTGGCGACCACGGTCCACGGGAGGGGAGATTCACTGCCAGCGGGCCCCCAAACCCCTCTGCCCTGG

Promotor BAC 105_J02
Promotor BAC 315_A20

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

e T IRl T GCCCCTGTCTTTTTTTTAGCCTTTTTTCGAAAGATTTTCTCGAATATGCTTTTGACGGAAAGATTTTAGAAAATTGACCTAGGGCT TAGCGTCATCGAT
LYY YW Yl G CCCCTGTCTTTTTTTTAGCCTTTTTTCGAAAGATTTTCTCGAATATGCTTTTGACGGAAAGATTTTAGAAAAT TGACCTAGGGCTTAGCGTCATCGAT]

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
AT IS UMMM C TAACGCCAAGATAACACAGCT TGGCGCCGTTAACGTTGGCGTCAAGCCCCCCATGCCACTTGGCCGACGACGCCGAGC TGGCACTGACGTGGCAACAC]
VYWY C C TAACGCCAAGATAACACAGCTTGGCGCCGTTAACGTTGGCGTCAAGCCCCCHATGCCACTTGGCCGACGACGCCGAGC TGGCACTGACGTGGCAACAC]

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T LIl C T TGGCGCCGTCACCAT TGGCGCCAAGC T TGGCGCCATCGTCAT TGGCGCCAAGCCTACCATGTATATCATTTTTTATCCTAAGTATTTCTAGGTTGTTC
Y YW Yl C T T GGCGCCGTCACCATTGGCGCCAAGC TTGGCGCCATCGTCATTGGCGCCAAGCCTACCATGTATATCATTTTTTATCCTAAGTATTTCTAGGTTGTTC)

Promotor BAC 105_J02
GG Y YR BRI T AAG TGATCAAACATAATGTCACTGTAAAAACTC TAGAGTTAGTCACATTTCTTAATATCCAAGTCATGTTAAAATTTTAAATTTGTAAATGTCCAAGTC

TAAGTGATCAAACATAATGTCACTGTAAAAACTCTAGAGT TAGTCACATTTCTTAATATCCAAGTCATGTTAAAATTTTAAATTTGTAAATGTCCAAGTC

LI g VYR TR Il A T GG TAAAAAAACCATTTTTCCATATGTC TACCACATGG TAGT TGGTATTC TAACATATCCAAGCCGTAGCAAAAATCCAGATTTATTTGGC TAAGTCTT
(UG XRI LV A TGC TAAAAAAACCATTTTTCCATATGTCTACCACATGGTAGTTGGTATTCTAACATATCCAAGCCGTAGCAAAAATCCAGATTTATTTGGCTAAGTCTT]

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

[ZCIUMGIET YR (PN A TAAATTTACTATGGGATGGGGATGAAAATATGGCTAGTCAATTTCTAGGTTGCCCATCATATGGTAAATATCAAGACTTTGCCAAAATTTTATATGTTCA
[ZCIUGIGTR VXL VI TAAATTTACTATGGGATGGGGATGAAAATATGGCTAGTCAATTTCTAGGTTGCCCATCATATGGTAAATATCAAGACTTTGCCAAAATTTTATATGTTCA]

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

LTIV YR IR/ TC TCATAGAAAAATTAGGATCCAAGTCATGTTAATTTAGAGCTTTGTATGTCCATCTTACGGTAAAATTAGGTAGTCAGGATTTTTGCTGCGGTC TGGAT]
(GGG VXL VI TC TCATAGAAAAATTAGGATCCAAGTCATGTTAATTTAGAGCTTTGTATGTCCATCTTACGGTAAAATTAGGTAGTCAGGATTTTTGCTGCGGTCTGGAT]

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

L AT P UMMM A TG T TAGAATACCAAC TACCATGGGATAACATCAAATTTGTCAATGTTATGGTCAAATTTCAGACT TAACAAATTCCAACACGTCCCATCTCATGG TAAA
IOV YR WYl A TG T TAGAATACCAACTACCATGGGATAACATCAAATTTGTCAATGTTATGGTCAAATTTCAGACTTAACAAATTCCAACACGTCCCATCTCATGGTAAA

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
AT P Il T T TA TAGAC TTAACAAATTTTCATATGTCCATCTCATGGTAAAATTTTGATGGGCATATGCAAATCTTACCATGAGATGGACATATGCAAATTTTGGC TA
IV YR EW.YI T T TATAGACTTAACAAATTTTCATATGTCCATCTCATGGTAAAATTTTGATGGGCATATGCAAATCTTACCATGAGATGGACATATGCAAATTTTGGC TA|

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1200 1300

[ A YR IR P A G TC T T TAAATTTTGGCCCCAAGTAAAATTTTAAATATCCAAATCCACAACATGAAGCCATTTTGCAATATCCAAGTCATGG TAAAATTC TAAATGTC T 1|
(UG LWV AC TC TTTAAATTTTGGCCCCAAGTAAAATTTTAAATATCCAAATCCACAACATGAAGCCATTTTGCAATATCCAAGTCATGGTAAAATTCTAAATGTCTT]

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
LISV YR TR I C AAATTTACCATG TGATGGACATATGCAAAATTTATCATGACATGGTTATT TAAAGACTTAGCCAAAATTTGTAAATTTCAGACTTATCAAAATTTAAAG
IS YY Ve Pl C A A AT T TACCATGTGATGGACATATGCAAAATTTATCATGACATGGT TATTTAAAGACTTAGCCAAAATTTGTAAATTTCAGACTTATCAAAATTTAAAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
IOV YR N/ AC TTAATCTCATGGTAAATTTAAAGACTTGGCCAAAATTTTAAATATCAAGTCATGGTAAAATTTGTATATGTCCATCTCATGGTAAAATTTCAGACT TA
[ZOIGIGIE VXL VI AC T TAATCTCATGGTAAATTTAAAGACTTGGCCAAAATTTTAAATATCAAGTCATGGTAAAATTTGTATATGTCCATCTCATGGTAAAATTTCAGACTTA]

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
L AT P UMM A CCAATTTGCATATGTC TAAACC TTAGTAAATATCAAGACTTAACAAAT TCCAACATGTCCATCTCACGGTAAATTTGGATACT TAAAACAGGGTCTTGG]
OOV XSRS .Y A CCAATTTGCATATGTC TAAACCTTAGTAAATATCAAGACTTAACAAATTCCAACATGTCCATCTCACGGTAAATTTGGATACTTAAAACAGGGTCTTGG

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

L AT P Il C G T TG TGATCTGTGGCGCCAGGC TTGGCGCCGATTAGAGTGGCGCCAAGTCTGGGCACCAAAGATCACGGCGCCAAGATCCTGCCACGTCAGCGCCACGC
I YXRI BV C G T TG TGATC TG TGGCGCCAGGC TTGGCGCCGATTAGAGTGGCGCCAAGTC TGGGCACCAAAGATCACGGCGCCAAGATCCTGCCACGTCAGCGCCACGC

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

LI a: VYR IR PG T TAAGG TCTCGGCGCCAGTTACCC TGGCGCCATGCCGTGTTACCT TGGCGCCGACGACCATGACGCCAAGATAAGAGTC TATTTTTTAAAATCTTTCCG
I VY Pl o T T AAGG TCTCGGCGCCAGTTACCCTGGCGCCATGCCGTGTTACCTTGGCGCCGACGACCATGACGCCAAGATAAGAGTCTATTTTTTAAAATCTTTCCS

1810 1820 1890 180 1950 1850 1870 1880 1890 1900
[ g VYR TR Il C C AGC GCCATATTTAATAGAATCTT TCAAAAAAAAAAGC TAAAAAATAAT TAAAAAAAACGGCCCCTGCCCCCGCCCCCCACCCACCTCCTATAAATCCG
ISV EW Pl C C AGCGCCATATTTAATAGAATCTTTCAAAAAAAAABGC TAAAAAATAATTAAAAAAAACGGCCCCTGCCCCCGCCCCCCACCCACCTCCTATAAATCCG

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Promotor BAC 105_J02 TCGACGCCGCTCCTGTTCGTCCCCCTCCGACATCCCACGCCACACCCTCCCAATCCCATCGCGTCTCCATACCTCTCTTATTACGCCACGCCGGAG
(GGG T XX VI A TCGACGCCGC TGCCTGTTCGTCCCCCATCCTGACATCCCACGCCACACCCTCCCAATCCCATCGCGTCTCCATACCTCTCTTATTACGCCACGCCGGAG

2010 2020 2030

LTI YXK IR/ G AGGGACAGAGAGCGAGCGAACCCAAGC TAAG]
ZOINGIGTIE- VXL VG AGGGACAGAGAGCGAGCGAACCCAAGC TAAG

Figura 8 — Alinhamento em nucleotideos das regifes regulatérias para SCAMT1.1 dos BACs 105 _J02
e 315 A20, identificados por sequenciamento de clones de biblioteca de BACs de cana-de-
acucar (cultivar ‘R570°).
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Para o0 outro membro da subfamilia AMT1 de cana-de-agucar, SCAMT1.3, o0s
polimorfismos de nucleotideos na sequéncia codificante (Figura 9) refletiram somente em
uma alteracdo na sequéncia de aminoécidos (Figura 6), na posicdo 464, onde a sequéncia
obtida do BAC 232_NO03 apresenta lisina (K) e as sequéncias do BAC 239 _Al1 e do RNA-seq
(Comp110189 c0_seq3) apresentam o &cido glutdmico (E). Novamente a modificacdo nédo
ocorreu em nenhum dos dominios transmembranas (36-58, 79-100, 120-139, 146-168,
188-210, 231-253, 273-295, 302-324, 329-351, 406-428).

A regido promotora do gene SCAMTL1.3 foi definida como uma sequéncia de 2007 pb
upstream ao codon de iniciacdo da transcricdo desse gene (ATG), no entanto, o alinhamento
das sequéncias promotoras dos BACs 232_NO03 e 239 All apresentou uma Vvariagdo
consideravel tornado dificil escolher o clone de BAC que seria utilizado para as clonagens e
experimentos de caracterizacdo funcional. Uma vez que a proteina codificada pelo gene
SCAMT1.3 encontrado no BAC 239 _Al1 € idéntica a proteina codificada pelo transcrito do
gene encontrado por RNA-seq, 0 que indica que esse gene é expresso, foi escolhido utilizar

esse BAC para a clonagem do gene e da regido promotora presumivel de SCAMT1.3.



comp110189_c0_seq3 A%GGCGACGTGCGCCACGACCCTCGCACCGCfTéTéGGéCéGéCGéCéAACééGACéGAGTACéTéfGéAACéAGfTéGCéGACACéACGTéGéCGGTéG
0!

BAC 232_N03
BAC 239_All

PR R El A C TCGACGTACCTGCTCTTCTCGGCGTACCTCGTCTTCGCGATGCAGCTCGGGTTCGCCATGCTCTGCGCGGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACCATGAA

BAC 232_N03
BAC 239_Al1l

BAC 232_N03
BAC 239_A11

BAC 232_N03
BAC 239_A11

BAC 232_N03
BAC 239_A11

comp110189_c0_seq3 GTCCGCCGACGGCTGGGCC TCGGCGTCCCGGACGTCGGGGAAGCTGC TCTTCGGCTCCGGCATCATAGACTTCGCCGGGTCCAGCGTCGTCCACATGGTG

BAC 232_N03
BAC 239_Al11

BAC 232_NO03
BAC 239_A11

BAC 232_NO03
BAC 239_A11

comp110189_c0_seq3 CATCCACGGGCAGTGGTCGGCCGTGGGCCGCACGGCTGTCACCACCACCCTCGCCGGCAGCACGGCGGCGCTCACCACGCTCTTCGGGAAGAGGCTCCAG
0!

BAC 232_N03
BAC 239_All

BAC 232_N03
BAC 239_A11

BAC 232_| NO3
BAC 239_A11

BAC 232_N03
BAC 239_A11

BAC 232_N03

BAC 239_Al1

comp110189_c0_seq3 AGCTGGGGCTGCTCCGCGTCTCGGCCGAGGACGAGCTGGCCGGCATGGACCAGACGCGGCACGGCGGGTTCGCGTACGCTTACCACGACGAGGACATGAG
NO3

BAC 232_N
BAC 239_Al1

comp110189_c0_seq3 CTTGAGCAGCAGGCCCAAGGGGAGCACGCAGATCGCGGCCGCGTCCAGCGGCGAGTTCTAG
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ATGGCGACGTGCGCCACGACCCTCGCACCGCTICTGGGCCCGGCGGCJAACGCGACGGAGTACCTGTGCAACCAGTTCGCGGACACCACGTCGGCGGTGG
ATGGCGACGTGCGCCACGACCCTCGC[ECCGC TLY

110 120 130 140 150 160 170 180 19 200

ACTCGACGTACCTGCTCTTCTCGGCGTACCTCGTCTTCGCGATGCAGCTCGGGTTCGCCATGCTCTGCGCGGGCTCCGTCCGCGCCAAGAACACEBATGAA

CATCATGCTCACCAACGTGCTCGACGCCGCCGCCGGCGCGCTCTTCTACTACCTCTTCGGCTTCGCCTTCGCGTACGGGACCCCGTCCAACGGCTTCATC
CATCATGCTCACCAACGTGCTCGACGCCGCCGCCGGCGCGCTCTTCTACTACCTCTTCGGCTTCGCCTTCGCGTACGGGACCCCGTCCAACGGCTTCATC

GGCAAGCACTTCTTCGGCCTCAAGCGGCTTCCCCAGGTCGGCTTCGACTACGACTTCTTCCTCTTCCAGTGGGCCTTCGCCATCGCCGCCGCCGGGATCA]
GGCAAGCACTTCTTCGGCCTCAAGCGGCTTCCCCAGGTCGGCTTCGACTACGACTTCTTCCTCTTCCAGTGGGCCTTCGCCATCGCCGCCGCCGGGATCA

CGTCGGGCTCCATCGCCGAGCGCACGCAGTTCGTGGCCTACCTCATCTACTCCGCCTTCCTCACCGGCTTCGTGTACCCGGTGGTGTCCCACTGGGTCTG]
CGTCGGGCTCCATCGCCGAGCGCACGCAGTTCGTGGCCTACCTCATCTACTCCGCCTTCCTCACCGGCTTCGTGTACCCGGTGGTGTCCCACTGGGTCTG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

GTCCGCCGACGGCTGGGCCTCGGCGTCCCGGACGTCGGGAAGCTGCTCTTCGGCTCCGGCATCATAGACTTCGCCGGGTCCAGCGTCGTCCACATGGTG

GTCCGCCGACGGCTGGGCCTCGGCGTCCCGGACGTCGGGGAAGCTGCTCTTCGGCTCCGGCATCATAGACTTCGCCGGGTCCAGCGTCGTCCACATGGTG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

CATCCACGGGCAGTGGTCGGCCGTGGGCCGCACGGCTGTCACCACCACCCTCGCCGGCAGCACGGCGGCHCTCACCACMCTCTTCGGGAAGAGGC TCCAG

CATCCACGGGCAGTGGTCGGCCGTGGGCCGCACGGCTGTCACCACCACCCTCGCCGGCAGCACGGCGGCGCTCACCACGCTCTTCGGGAAGAGGCTCCAG

[ACGGGGCACTGGAACGTGGTCGATGTATGTAACGGCCTCCTGGGCGGCTTCGCGGCCATCACCGCGGGCTGCTCCGTGGTCGACCCCTGGGCGGCCGTCA
ACGGGGCACTGGAACGTGGTCGATGTATGTAACGGCCTCCTGGGCGGCTTCGCGGCCATCACCGCGGGCTGCTCCGTGGTCGACCCCTGGGCGGCCGTCA

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

AGCTGGGGCTGCTCCGCGTCTCGGCCGAGGACGAGCTGGCCGGCATGGACCAGACGCGGCACGGCGGGTTCGCGTACGCTTACCACGACIAGGACATGAG
AGCTGGGGCTGCTCCGCGTCTCGGCCGAGGACGAGCTGGCCGGCATGGACCAGACGCGGCACGGCGGGTTCGCGTACGCTTACCACGACGAGGACATGAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460

BAC 232_N03 CTTGAGCAGCAGGCCCAAGGGGAGCACGCAGATCGCGGCCGCGTCCAGCGGCGAGTTCTAG
BAC 239_A11 CTTGAGCAGCAGGCCCAAGGGGAGCACGCAGATCGCGGCCGCGTCCAGCGGCGAGTTCTAG
Figura 9 - Alinhamento em nucleotideos das sequéncias génicas de SCAMTL.3.

Comp110189 cO seq3 se refere a sequéncia obtida por meio de RNA-seq de tecidos de
cana-de-acucar (‘SP80-3280’) realizado pelo Laboratério de Melhoramento de Plantas do
CENAJ/USP. As demais sequéncias foram obtidas por sequenciamento de clones de
biblioteca de BACs de cana-de-agucar (cultivar ‘R570”).
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10 20 30 40 50 60 70 80 % 100
comp110189_c0_seq3 MACATTLAPLLGPAANATEYLCNQFADTTSAVDSTYLLFSAL\/FAMQLGFAMLCAGS\/RAKNTMN\MLTN\/LDAAAGALFVLFGFAFAVGTPSNGF\
BAC 232_N03 MATCATTLAPLLGPAANATEYLCNQFADTTSAVDSTYLLFSAYLVFAMQLGFAMLCAGSVRAKNTMN IMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAYGTPSNGF |
BAC 239_All MATCATTLAPLLGPAANATEYLCNOFADTTSAVDSTYLLFSAYLVFAMOLGFAMLCAGSVRAKNTMNIMLTNVLDAAAGALFYYLFGFAFAYGTPSNGF |

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
comp110189_c0_seq3 GKFFGLKRLPQVGFDVDFFLFQWAFAIAAAGITSGS\AERTF\/AVL\VSAFLTGFVVP\/\/SHW\/WSADGWASASRTSGKLLGSG\ IDFAGSSVVHMYV
BAC 232_N03 GKHFFGLKRLPQVGFDYDFFLFQWAFA IAAAGITSGS IAERTQFVAYLIYSAFLTGFVYPVVSHWVWSADGWASASRTSGKLLFGSGI| IDFAGSSVVHMYV|
BAC 239_All GKHFFGLKRLPOVGFDYDFFLFOWAFAIAAAGITSGS IAERTOFVAYLIYSAFLTGFVYPVVSHWVWSADGWASASRTSGKLLFGSGIIDFAGSSVVHMV

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

comp110189_c0_seq3 IAGLWGAL IEGPR |IGRFDHAGRSVALRGHSASLVVLGTFLLWFGWFGFNPGSFLTILKSYGPAGS | HGQWSAVGRTAVTTTLAGS TAALTTLFGKRLQ
BAC 232_N03 GG IAGLWGAL [EGPRIGRFDHAGRSVALRGHSASLVVLGTFLLWFGWFGFNPGSFLT I LKSYGPAGS |HGOWSAVGRTAVTTTLAGSTAAL TTLFGKRLQ
BAC 239_AL1 GG I AGLWGAL EGPRIGRFDHAGRSVALRGHSASLVVLGTFLLWFGWFGENPGSF LT |LKSYGPAGS |HGOWSAVGRTAVTTTLAGSTAALTTLEGKRLO

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
SR I T G HWNV VD VCNGL LGGFAA | TAGCSVVDPWAAV I CGFVSAWVL IGLNALAARLRFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARREYVEQ | YGTPGRP YGLFM
BAC 232_N03 TGHWNVVDVCNGLLGGFAA I TAGCSVVDPWAAV ICGFVSAWVL IGLNALAARLRFDDPLEAAQLHGGCGAWGVLFTGLFARREYVEQIYGTPGRPYGLFM

BAC 239_A11

410 420 430 440 450 460 470 480

comp110189_c0_seq3 [T LIV AAWV SV TMAPLFLALNKLGLLRVSAEDELAGMDQTRHGGFAYAYHDEDMSLSSRPKGSTQ |AAASSGEF
BAC 232_N03 GGGGRLLAANVVM AAWVSVTMAPLFLALNKLGLLRVSAEDELAGMDQTRHGGFAYAYHDMDMSLSSRPKGSTQ IAAASSGEF,

BACZ3Q:A11 GGGGRLLAANVVM

1LV I
Vi
LV

AAWVSVTMAPLFLALNKLGLLRVSAEDELAGMDOTRHGGFAYAYHDEDMSLSSRPKGSTOIAAASSGEF

Figura 10 — Alinhamento em aminoacidos das sequéncias génicas traduzidas conceitualmente para
SCAMT1.3. Comp110189 cO_seq3 se refere a sequéncia de transcrito obtida por meio de
RNA-seq de tecidos de cana-de-aclcar (‘SP80-3280°) realizado pelo Laboratério de
Melhoramento de Plantas do CENA/USP. As demais sequéncias foram obtidas por
sequenciamento de clones de biblioteca de BACs de cana-de-agticar (cultivar ‘R570%).
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R N P T I o C R N IR S [T [
Promotor BAC232_N03 GGCHGHEG TGG - -FANSIA - - - AR TGGEYNIC TTTATRGET G T TTTHC TTT T TGAAG T TARA - - - - AT T - FAERIA T THAG)
Promotor BAC239_A11 -[4AA TRITAESAA T A GV TRV C AC C [V T Ac c c GAcldc] AlASic GGoliaaccceANIGCEc AGhIG) Glddc c@dclEhic Aclde Al
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
R [ I T B S NP I . . B N L LS | |
Promotor BAC232_N03 AATECAGEAAECCAT PP CAC TCTAGMAHA CATEACATCC BiTGTGG TCTETCGGGCAGH
Promotor BAC239_A11 [NcGeldaTacldaldT AGGAMTCGGGCTT (el Glddcic Aldcldac A Toldicccac AAlRIGEANART ARITRIGC C
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
[ | | | | [ [ I 0 |
Promotor BAC232_N03 AQITRAT{EI®C TRITAA - - ALNAESAC ARRALWNNCINGRATG TC T TESARNOIOFN - - - - - - AA[ET] (ALY TS AL - - - - - LWIC CLWWAG - - - LWAC Y T[omIA TCGG
Promotor BAC239_A11 CRICRIC[E]® T G| GCGCGCTGCTCGCCTCCCCGG MACAMGIIATATTAAAATRIRIAAAMT T TAAERYALNC Th ARIA - AT

320 0 350 361 370 400

310 33 340 0 380 390

| | | | | | | | | | | | | |

Promotor BAC232_N03 QIC T[€IGACEIC CCAACCCGGGGGGCmCGGGCGC (GG CCe]C C GLNERNG C GIIC G| CGGRIGECGETGGEIC GINAQIC A TCGC] THIGC
Promotor BAC239_A11 RAT A[EAC TEJA| TTTRATENNREN TRIA TESA TA[INARNTTT - - - TENTATGANT ATTTEITAAINSINATTINTA[M - TATRICOA TEATTENTALNGITTATAA AIA T

430 440 450 470 500

1 20 20 0 a0

P N o L S . B i R (O R

Promotor BAC232_N03 [¥JA AGGGI¥C T TG C TG - JEIGC TAGC G GRCACEEACH TRAREC CACE - X8 T A A THARR TS CEA TCERICH TEE TEEEc c CGC AGCRRRE T - - BARA

Promotor BAC239 A1l [NNGCATALNATAARATAA aancanaTIANTIEE T TINANGERE T AL TINENS A AN T C chichEA T T T A ARRITRICIEC A - [ T A A A A TG A ACRREGINERGIAG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

[ A INer < B T AAATCGGACCCTTTCA TI§CINTGGCGIgCIgG T TAATTTAGTCTTCCCGGC TGGCGTCGGCGTCCITTTTTTTTAATT TAACGAAAGGGGAAGGCCG T TGGAC
YN EWN Tt T A A A TCGGACCC TTTCATRICS G T TAATTTAGTCTTCCCGGCTGGCGTCGGCGTCCATTTTTTT TAAEE—

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

A INer Ml T T TGCGCGGC[A TGCCGACGCCGAT TGGRGACGACC TCGCCGGCTGGGTCGGATCCCGCCCGCAGGTCCACGTCGCTTGTGTCGTTTCTCATC TCGGGAT]

Promotor BAC239_ALL A TGCCGACGCCGATTGOMGACGACCTCGCCGGCTGGGTCGGATCCCGCCCGCAGETCCACGTCGCTTGTGTCGTTTCTCATCTCGGGAT)

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

[T GTE:T X X VN MC C TTTGTTTTTCTGATTGTTCCGTGATCCMINGCGAACACGATAMTGTTGTGTTGCATCACGGTGTTTGAGGCTTTGAGCTGCTGATCCGCACTCGACAGG

[ZOIIGTE TNV X NS MIC C T T TG TTTTTCTGATTGTTCCGTGATCCINIGCGAACACGATAMITGTTGTGTTGCATCACGGTGTTTGAGGCTTTGAGCTGCTGATCCGCACTCGACAGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

A TN PV A ACG TC TGAGCGAATTAGATAAG TGINACIHGG TGGTGGCCAAAT TCGAAGCAAACGIT TGATAGCCATGGCGACTTATTTGCT TCAGAGAGTAGGGATGTG

YNNI A A CC TC TGAGCGAATTAGATAAGTCACHHGGTGGTGGCCAAATTCGAAGCAAACGT TGATAGCCATGGCGACTTATTTGCTTCAGAGAGTAGGGATGTG

a0 520 50 o0 s50 960 a0 o80 990 1000

CAGGTTCCCCAAGCTTGCTCAGCCGGATTTTGCAGTCCTGACTTCAGTGACAGATCAGGGTRITTTTTTTCCCCAAGGGATTTTACAT TGAAAACAGTACA
CAGGTTCCCCAAGCTTGCTCAGCCGGATTTTGCAGTCCTGACTTCAGTGACAGATCAGGGTINTTT T TIMBCCCCAAGGGATTTTACATTGAAAACAGTACA

410
| |

Promotor BAC232_N03
Promotor BAC239_A11

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
A INer Tl T GCAGA TGAAG TAGGGATAGATAGAMMMMTRIG TATGAAGATAC TG TAGI§TCGAAATACATACACAATATTAAATGGTCGGTCIJACGC TCACAT TCIATIYT
YN X WN T 1 G C A GATGAAGTAGGGATAGATAGATAGATIHG TATGAAGATACTGTAGHTCGAAATACATACACAATATTAAATGGTCGGTCACGCTCACATTCHTH
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
[y YNer B T A TC TTTTTAAGT TGGAAACGATATGCAATTTAAGAGCC TCAGAGTCAAATTTGACGTGCGTATAGATTGGACAGACAGACGT TACAN SCIEA T TGAC
LUV XL NS TATC TTTTTAAGTTGGAAACGATATGCAATTTAAGAGCCTCAGAGTCAAATTTGACGTGCGTATAGATTGGACAGACAGACGTTACAM [MATTGAR
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
[ZOICIGTE Yo X NI A T TGC TTCATTCATGTTTAGATTCCATTTCTTTGATTCATGGTGAAAGGCTGTTAGAGATAGGGAAGAGCGGCTTGTAGEITTGTGGGTTCTTAAAAGCTA
Promotor BAC239_A11l - - - - - - - - - - - - - - - - - oo TTCATGGTGAAAGGCTGTTAGAGATAGGGAAGAGCGGCTTGTAGETTGTGGGTTCTTAAAAGC TA
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
P A T P AN EBC TGCATCCGTCCCAACA TAAATISAACTTTTAGAGTGTTTTAT TAAATIMAAACTATTTTGAATTTAATAAATTTATATAAAAATACCAATATTTATGACA
(GGG TNV X NV IIC TGCATCCGTCCCAACATAAATINAACTTTTAGAGTGTTTTATTAAATINAAACTATTTTGAATTTAARNITAAATTTATATAAAAATACCAATATTTATGACA
1410 1420 1430 1840 1450 1460 1470 1480 1290 1500
[ a TN er VB C CAAATTTATATCAC TAGATATATCATAAAATATATTAATATATTATACATTTATTTTGTGTCATAGATGATGTCACTCTTTCRAGTCAAACT TGAGATA|
YNNI C C A AATTTATATCACTAGATATATCATAAAATATATTAATATATTATACATTTATTTTGTGTCATAGATGATGTCACTCTTTCIAGTCAAACTTGAGATA
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
[ A INer < M EM T T T TGIAC T T TACGTGATTC TAGAATTTGATTTATTTTAGAAINGAAGATATATAG TAGAAACAGC TRIGG TAAAGATAGC TTATGGGATTGTTATAATC TGA|
Promotor BAC239_ALL [dC T T TACGTGATTCTAGAATTTGATTTATTTTAGAABGAAGATATATAGTAGAAACAGC TIMGGTAAAGATAGCTTATGGGATTGTTATAATC TGA

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
TGTAGATATGATTAAAAGCTGCTTTCACGTGATAGGAAGCCACAATACACAAACTCTAGTCGATCTTTGTACAGTGCAAGATAGTAATGGAGTAN
TGTAGATATGATTAAAAGCTGCTTTCACGTGATAGGAAGCCACAATACACAAACTCTAGTCGATCTTTGTACAGTGCAAGATAGTAATGGAGTAR

Promotor BAC232_N03
Promotor BAC239_Al11
1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

Promotor BAC232_N03 [SHXIN ISR - - - - - - - - TGCTGGCCATTATCCCACCACAATTTCTCTGGTACTTGTTCAGATCCCCCGGATTCAACAAAAACGCCATCAGTGTCAGTT
I : Y Xev i IR C ACAACATC TGGTACAATGTGCTGGCCATTATCCCACCACAATTTRITCTGGTACTTGTTCAGATCCCCCGGATTCAACAAAAACGCCATCAGTGTCAGTT

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
GG T Xov X vV I G GGGGGGCCACATGCCAGCC TCMGCAGAAGAQIITCACTGCCAAATGGGCCCCTGCAAACTAAGAACGAGTGAACGACAACGACAACCAGTACGCCC
[ZGINGIE T Xov X NV G AGGGGGGGCCACATGCCAGCC TCRIGCAGAAGAMTCACTGCCAAATGGGCCCCTGCAAACTAAGAACGAGTGAACGACAACGACAACCAGTACGCCC[Y

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
[ZCIWGIE:TXov XN IIC TGAATCCTGATGATCCCACGGCTCCTCCGTCCTATAAATCCle [JGGCCATTCCCTCTCGCGCCGCAGCCGCACGTCTTCATTCTCCATT
GGG T XV X NV IIC TGAATCCTGATGATCCCACGGCTCCTCCGTCCTATAAA TC CLYEEN QUIGGCCATTCCCTCTCGCGCCGCAGCCGCACGTCTTCATTCTCCATT

2010 2020 2030 2040 2050

[ A INer P EMG C T|gC TIG TGCACAC TGCAGGGGAGAAGAAGAAAGGGGIJAGGGAGCAAAGCCIHG TCGA
[NURNIINSEWNTl ; C 1l8c 18l TccacacTGcaGesGAGAAGAAGAAAGGGGAGGGAGCAAAGCCH

Figura 11 — Alinhamento em nucleotideos das regides regulatérias para SCAMT1.3 dos BACs
232 _NO03 e 239_A1l1, identificados por sequenciamento de clones de biblioteca de BACs de
cana-de-agUcar (cultivar ‘R570°).
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4.2 Regulagéo da expressdo génica de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 pelo status de N em cana-
de-acucar

Como organismos sesseis plantas desenvolveram um complexo mecanismo que atua
como sensor e desencadeia uma série de respostas mediante as variacbes de N no solo
(REMANS et al., 2006; LIMA et al., 2010). Essas respostas adaptativas incluem a regulacao
de respostas fisioldgicas e morfoldgicas para impedir a deficiéncia ou toxidez por aménio
(YUAN et al., 2007; LIMA et al., 2010). A regulacdo em nivel transcricional ¢ uma
importante resposta fisioldgica adaptativa regulada pela disponibilidade de aménio no solo,
como previamente demonstrada em outras espécies (VON WIREN et al., 2000; SONODA et
al., 2003; YUAN et al., 2007). Além da funcdo de absorcdo de amdnio em raizes, o0s AMTs
atuam na manutencdo da homeostase de amonio em outros tecidos (VON WIREN et al., 2000,
GAUR et al., 2012), portanto, a localizacdo e distribuicdo espacial da expressdo dos genes

AMT1s é importante para compreensdo da funcéo fisiologica desses genes em cana-de-agucar

Com o objetivo de caracterizar a regulacdo dos genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 pelo
status de N em diversos Orgaos/tecidos de cana-de-agucar (cultivar ‘SP80-3280°), analises
quantitativas de transcritos reversos (RT-gPCR) foram realizadas em plantas de cana-de-
acucar submetidas a condic@es de suficiéncia de N (+N; 5 mM NH4NO3) ou deficiéncia de N
(-N; sem adicdo de N) nos periodos 0, 1, 5 e 10 d ap0s a imposi¢do dos tratamentos.

Anélises prévias haviam demonstrado que os genes da subfamilia AMT1 (SCAMT1.1e
SCAMT1.3), apresentam uma expressdo basal maior em raizes de cana-de-agucar, quando
comparada a expressdo em folhas e colmos, o que sugere a funcdo principal desse genes no
transporte de aménio em raizes (VITTI, 2012).

A andlise do perfil de expressdo de SCAMT1.1 em raizes de cana-de-agucar
demonstrou uma inducéo progressiva no acumulo de transcritos até 10 d apos os tratamentos,
ou seja, em ambos os tratamentos (+N e —N), hd um aumento na expressao desse gene quando
comparado ao controle (0 d) (Figura 12A). Além disso, com 10 d de deficiéncia, SCAMT1.1
apresentou um acumulo de transcritos 8,5 vezes maior quando comparado ao inicio do
tratamento (0 d) (Figura 12A), o que demonstra que SCAMT1.1 ¢ induzido sob deficiéncia de
N. Em espécies como arabidopsis e tomateiro a expressao de AMTL1.1 responde rapidamente
ao status de N na planta, com aumento de nimero de transcritos para esse gene quando as
raizes sdo cultivadas em condicbes limitantes de N (GAZZARRINI et al.,, 1999, VON
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WIREN et al., 2000; KUMAR et al., 2003; LOQUE et al., 2006; YUAN et al., 2007). No
entanto, quando plantas de milho foram cultivadas sob deficiéncia de N por até 4 d, nenhuma
alteracdo na expressdo de ZmAMT1.1a foi observada (GU et al., 2013). Considerando a
existéncia de uma similaridade de 97% entre as sequéncias dos transportadores AMT1.1 de
milho e cana-de-acgUcar (Figura 5), € possivel que a expressdo de ZmAMT1.1a seja induzida
ap6s um periodo maior de deficiéncia de N, como aqui observado para cana-de-agucar (Figura
12A), ou mesmo que essas duas espécies apresentem uma regulacdo diferencial pelo status de
N da planta. Para cana-de-acUcar, os resultados obtidos sugerem que SCAMTL1.1 é regulado
pela status de N em raizes e que possivelmente esse gene atua na aquisicdo de aménio quando
a disponibilidade exdgena de N é limitante.

Para SCAMT1.3, um padréo diferencial de expressédo foi encontrado em raizes de cana-
de-acucar (Figura 12B). Nesse caso, a expressdo basal desse gene se mantém até 5 d
independentemente do tratamento, no entanto, com 10 d de deficiéncia de N, o nivel de
transcritos desse gene aumenta cerca de 3 vezes em relacdo ao controle, demonstrando que
esse transportador apresenta uma resposta tardia ao status de N da planta. Logo, similar a
SCAMT1.1, o gene SCAMT1.3 também é induzido sob condi¢des de deficiéncia de N (Figura
12 A e B). Em arabidopsis e arroz, os genes AMT1.3 sdo induzidos sob deficiéncia de N
(SONODA et al., 2003; LOQUE et al., 2006), enquanto o gene ZmAMT1.3 de milho ndo
apresentou expressdo alterada mesmo apds 4 d de deficiéncia de N (GU et al., 2013). Dessa
forma, assim como encontrado para SCAMT1.1, a inducao na expressao do gene SCAMT1.3 em
raizes de cana-de-agucar sob restricdo de N sugere um papel relevante para esse transportador
na aquisicdo de aménio quando as plantas se encontram em deficiéncia de N.

A proteina de membrana AMT1;3 parece ser um componente essencial na sinaliza¢éo
para desencadear a morfologia de raiz dependente de amdnio, 0 que ndo acontece com outros
membros dessa familia génica (LIMA et al., 2010). O transportador AMT1;3 desencadeia
uma resposta morfolégica modulando o desenvolvimento radicular de acordo com a
concentracdo de N no ambiente (LIMA et al., 2010). Os altos niveis de expressdo basal dos
ortologos da subfamilia AMTL1 de cana-de-agucar e sua regulacdo pelo status de N sugerem
que esses transportadores sdo essenciais para a aquisicdo de amdnio em raizes de cana-de-

acucar e podem estar relacionados ao processo de desenvolvimento radicular.
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Figura 12 — Regulacdo dos genes SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 pelo status de N em raizes de cana-de-
acUcar. Analise quantitativa de transcritos reversos de SCAMT1.1(A) e SCAMT1.3 (B) em
raizes de cana-de-agUcar submetidas a condi¢bes contrastantes de disponibilidade de N.
Plantas de cana-de-aclcar com trés meses de cultivo em solucdo nutritiva suficiente de N
(1 mM de NH4NOs3) foram submetidas a deficiéncia de N (-N) ou a alto N (+N; 5 mM de
NH4NO3). Amostras de raizes foram coletadas nos periodos de 0, 1, 5 e 10 d. Para as analises
de expressdo, as médias dos valores de expressao génica obtidos foram normalizados para
SCAMT1.1 no tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO;, tempo 0 d). Barras indicam £SE,
n= 4-5 plantas por tempo amostrado.

A anélise da regulacdo dos genes AMTs em resposta ao status de N na parte aérea e
colmos de cana-de-agucar pode fornecer importantes evidéncias para um possivel papel
desses transportadores no transporte de amdnio entre os tecidos ou durante a remobilizacao de
N de acordo com desenvolvimento da planta (MASCLAUX-DAUBRESSE; CHARDON,
2011).

Em arroz (O. sativa L. cv Nipponbare) foi relatado que a expressdo de OsAMT1.1 é
constitutiva em folhas e raizes independente da restricdo, fonte de N utilizada (amdnio ou
nitrato) ou sua concentracdo (SONODA et al., 2003), recentemente, entretanto, estudos com

dois outros gendtipos de arroz (‘Pusa Basmati’ e ‘Kalanamak 3119’) demonstraram que
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OsAMTL1.1 apresentou expressdo induzida em raizes e folhas em resposta ao aumento
crescente da concentracdo de amdnio no meio (GAUR et al., 2012). Em cana-de-agUcar, a
expressdo de SCAMTL1.1 foi constitutiva em folhas maduras (Figura 13C), assim como descrito
para seu ortélogo em arroz (SONODA et al., 2003), no entanto, em folhas jovens, a expressdo
desse gene foi reprimida em todos os periodos e condicfes avaliadas quando comparada a sua
expressdo basal (+N, 0d) (Figura 13A). Uma vez que nenhuma alteracdo na expresséo génica
de SCAMTL1.1 foi encontrado em folhas maduras, somente em folhas jovens, € possivel inferir
que esse transportador esta atuando no transporte de amdnio exclusivamente em folhas neste
estagio de desenvolvimento.

O gene SCAMT1.3 também apresentou uma regulacdo em nivel transcricional em
folhas. Em folhas jovens, houve um aumento no acumulo de transcritos com 5 d apos as
plantas serem submetidas a suficiéncia de N (+N) (Figura 13B). Ja sob deficiéncia de N, um
pico de expresséo foi identificado, 10 d apds o tratamento; em todos os demais periodos a
expressdo desse gene se manteve proximo aos niveis basais (Figura 13B). Em folhas maduras
foi possivel observar uma tendéncia de aumento do nimero de transcritos para SCAMT1.3 em
condicdo de deficiéncia de N (Figura 13D). Esse acUmulo de transcritos também foi
verificado em plantas submetidas a suficiéncia de N, entretanto, a maxima expressdo desse
gene foi encontrada 5 d apds o tratamento, sendo que ap6s 10 d ja é possivel observar uma
diminuicdo no acumulo de transcritos (Figura 13D). Portanto, uma regulacdo diferencial na
expressdo de SCAMT1.3 foi encontrada em folhas maduras e jovens de cana-de-acUcar, a qual
varia de acordo com os status de N e periodo avaliado, indicando uma fungdo importante para
esse transportador na homeostasia de aménio nesse 6rgdo. Em tomateiro, a expressdo de
SIAMT1.3 foi detectada somente na parte aérea, sendo que o maior acimulo de transcritos
desse gene ocorre logo apds o fim do dia quando ha maior transporte de N para processos de
sintese de asparagina ou no catabolismo do glutamato em células do mes6filo (VON WIREN
et al., 2000). A inducédo da expressdo de SCAMT1.3 em folhas jovens e maduras pode indicar
um papel para esse transportador na distribuicao/realocacdo e remobilizacdo de amonio entre

os tecidos.
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Figura 13 — Analise quantitativa de transcritos reversos de SCAMT1.1(A e C) e SCAMT1.3 (B e D) em
folhas novas (+1) e maduras (+3) de cana-de-agUcar submetidas a condi¢fes contrastantes de
disponibilidade de N. Plantas de cana-de-aglcar com trés meses de cultivo em solucdo
nutritiva suficiente de N (1 mM de NH4NO3) foram submetidas a deficiéncia de N (-N) ou a
alto N (+N; 5 mM de NH;NO3). Amostras de raizes foram coletadas nos periodos de 0, 1, 5 e
10 d. Para as andlises de expressdo, as médias dos valores de expressdo génica obtidos foram
normalizadas para SCAMTL1.1 no tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH;NOs, tempo 0 d).
Barras indicam £SE, n= 4-5 plantas por tempo amostrado.

Em cana-de-acgUcar, os colmos tém a capacidade de acumular grandes quantidades de
sacarose, cerca de 20% do peso fresco desse 6rgdo em variedades comerciais (WANG et al.,
2013). Por ser uma cultura robusta e eficiente na producdo de biomassa, contribui
significativamente para a producéo de acucar e de bioetanol (NASS et al., 2007). No entanto,
esse acumulo de biomassa é dependente da regulacdo de varios processos fisioldégicos, como
por exemplo, a absorcdo de N, assimilagcdo de C via fotossintese e a alocacdo de C e N entre
0s o6rgaos (GASTAL; LEMAIRE, 2002). Em cana-de-acUcar, a deficiéncia de N durante o
desenvolvimento é um fator limitante na produtividade, porque conduz a menores niveis de N
nas folhas, consequentemente diminuindo o acumulo de fotoassimilados que exercem
feedback negativo na fotossintese (VAN DER MERWE et al., 2010). Por outro lado, o
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excesso de fertilizacdo nitrogenada pode desviar esqueletos de C para a via de assimilagéo de
N, diminuindo o acumulo de sacarose nos colmos (STITT et al., 2002).

Devido a importancia da interacdo entre o metabolismo de C e N nessa graminea,
analises quantitativas de transcritos reversos para 0s genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 foram
realizadas em colmos de cana-de-aclcar (Figura 14). Um padrdo de expressdo oposto foi
encontrado para esses dois genes (Figura 14A e B). Enquanto a expressdo de SCAMT1.1 é
reprimida em todos os periodos amostrados em relagdo ao controle (+N, 0 d) (Figura 14A),
SCAMTL1.3 apresentou um aumento no acimulo de transcritos detectados a partir de 5 d de
tratamento (Figura 14B). Esses resultados demonstram que existe uma regulagédo diferencial
dos genes AMT1 de cana-de-agUcar pelo status de N nos colmos de cana-de-aglcar, 0 que

indicam funcges distintas para esses genes nesse 0rgéo.
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Figura 14 — Anélise guantitativa de transcritos reversos de SCAMT1.1(A) e SCAMTL1.3 (B) em colmos
de cana-de-agUcar submetidas a condigdes contrastantes de disponibilidade de N. Plantas de
cana-de-agucar com trés meses de cultivo em solugdo nutritiva suficiente de N (+N; 1 mM de
NH;NO3) foram submetidas a deficiéncia de N (-N) e a alto N (5 mM de NH4NO;).
Amostras de raizes foram coletadas nos periodos de 0, 1, 5 e 10 d. Para as anélises de
expressao, as medias dos valores de expressdo génica obtidos foram normalizadas para

SCAMTL1.1 no tratamento N suficiente (+N; 2 mM NH4NO3, tempo 0 d). Barras indicam £SE,
n= 4-5 plantas por tempo amostrado.

10d
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Portanto, a andlise do perfil transcricional de SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 em diferentes
6rgdos de cana-de-acucar demonstrou que esses genes sdo regulados pelo status de N da
plantas e que, 0 maior acimulo relativo de transcritos de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 em raizes,
quando comparado a folhas e colmo, sugere uma funcéo relevante desses genes no transporte
de aménio principalmente nesse 6rgdo. No entanto, considerando a variacdo existente na
regulacdo dos genes AMT1 pelo status de N em raizes entre as espécies como arabidopsis
(LOQUE et al., 2006; YUAN et al., 2007), tomateiro (LUDEWIG et al., 2002; VON WIREN
et al., 2000), arroz (SONODA et al., 2003), sorgo (KOEGEL et al., 2013) e milho
(GU et al., 2013), uma série de experimentos de expressao heterdloga em arabidopsis foram
realizados para melhor compreensdo das fungdes fisiologicas de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 em

cana-de-agucar.

4.3 Localizacdo dos AMT1s de cana-de-agucar em Arabidopsis

Com o objetivo de caracterizar a possivel funcdo fisiologica dos transportadores de
amonio AMT1 de cana-de-acucar, experimentos de localizagdo da expressdo tecido/6rgéo
especifica desses genes foram realizados em plantas do tipo selvagem de A. thaliana (‘Col-0°)
transformadas com construgdes contendo o promotor de cada membro da subfamilia AMT1
fusionado aos genes repdrteres GUS (#-Glucuronidase) e GFP (green fluorescent protein).

Para verificar a regulacdo por status de N das regibes cis-regulatérias dos genes
SCAMT1.1 e SCAMT1.3 em arabidopsis, as plantas transgénicas contendo ProSCAMT1.1:GUS
ou ProSCAMT1.3:GUS foram cultivadas em condicédo suficiente de N (1 mM NH4NO3) por 4
d e em seguida foram transferidas para meios de cultivo contendo NH;" (2 mM NH,4CI), - N
(sem adicdo de N) ou + N (1 mM NH4NO3) como controle, por 3 d.

Plantas transgénicas ProSCAMT1.1:GUS, quando cultivadas em condi¢édo suficiente de
N, apresentaram maior acimulo de expressdo de GUS dirigida pelo promotor SCAMT1.1 em
regibes mais internas nas raizes primarias, que compreende a regido da endoderme/ periciclo e
a vascular (Figura 15). Essa atividade do promotor SCAMT1.1 se estende até a regido apical da
raiz primaria, porém nenhuma atividade foi encontrada na regido meristematica (Figura 15).
Por outro lado, em raizes laterais, SCAMT1.1 foi expresso na regido meristematica (Figura 15).
Em arabidopsis, a atividade do promotor de AtAMT1.1 em condicdo de suficiéncia de N esta
restrito & regido mais apical das raizes (LOQUE et al., 2006), assim como o encontrado para o

promotor de SCAMT1.1 (Figura 15). Sob condicGes de suficiéncia de N, a atividade do
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promotor de SCAMT1.1 foi expresso somente em cotilédones, mas ndo em folhas jovens em
desenvolvimento (Figura 15).

Por outro lado, quando as plantas transgénicas ProSCAMT1.1:GUS foram cultivadas
somente em amonio como fonte de N, a atividade do promotor de SCAMT1.1 foi fortemente
induzida nas raizes e parte aérea das plantas (Figura 15). Nesse caso, a localizacdo da
expressdo do gene SCAMT1.1 em raizes, ndo foi alterada pelo tratamento, em relacdo a
condicdo de suficiéncia de N (1 mM NH4NOs), porém, visualmente, a coloracdo pelo ensaio
com GUS é mais forte, 0 que pode indicar um maior nivel de expressdo sob aplicacdo de
amonio (Figura 15). A atividade do promotor de SCAMTL.1 foi detectada em cotilédones e
folhas novas sob nutricdo exclusiva por aménio (Figura 15). Esse resultado indica que o
nitrato pode estar regulando a atividade do promotor de SCAMT1.1, uma vez que quando as
plantas transgénicas ProSCAMT1.1:GUS foram cultivadas em +N (1 mM NH4NOs3), a
atividade desse promotor ndo foi encontrada em folhas novas (Figura 15). Evidéncias para
uma regulacédo no influxo de amonio por nitrato ja foram descritas em raizes de arabidopsis
(GAZZARINI et al., 1999). Nessa especie, plantas pré-cultivadas em hidroponia sob condicéo
suficiente de N (1 mM NH4NO3), foram transferidas para solucdo contendo somente nitrato
(1 mM KNO3) e o influxo de **N-aménio foi medido até 3 d ap6s o tratamento. Embora o
influxo de °N-aménio em raizes tenha aumentado até 3 vezes ap6s 3 d, os niveis de expressdo
de AtAMT1.1, AtAMT1.2 e AtAMT1.3 em raizes ndo foram induzidos, sugerindo que possa
haver uma regulacdo pos-transcricional da absor¢do de aménio por nitrato (GAZZARINI et
al., 1999). No caso do promotor de cana-de-agucar, os resultados obtidos sugerem que a
regulacdo por nitrato pode ocorrer em nivel transcricional e ser mais relevante para a
expressdo de SCAMTL1.1 em folhas.

A deficiéncia de N (-N, sem adi¢cdo de N) também demonstrou ser efetiva na regulacao
de SCAMTL1.1, visto que, uma atividade menor do promotor de SCAMTL1.1 foi detectada em
raizes primarias, zona de diferenciacdo e parte aérea (Figura 15). No entanto, a expressdo de
SCAMT1.1 se manteve alta em raizes laterais (Figura 15). Considerando que as analises de
expressdo desse gene em raizes de cana-de-agUcar demonstraram gque uma acumulo mais
acentuado no numero de transcritos ocorre apds 5d e 10 d de deficiéncia de N (Figura 12A), é
possivel que os 3 d de tratamento ndo tenham sido suficientes para induzir a atividade do
promotor de SCAMT1.1. Em arabidopsis, a deficiéncia de N, aumenta a expressdo e altera a

localizacdo subcelular de AtAMT1.1, que passa a ser expresso em celulas da rizoderme,
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incluindo os pelos radiculares (LOQUE et al., 2006), no entanto, para 0 promotor de cana-de-
acucar, ndo foi encontrada atividade em pelos radiculares (Figura 15).

Em resumo, esses resultados de expressdo heteréloga do promotor de SCAMT1.1 em
arabidopsis demonstram que esse gene € possivelmente expresso em células da endoderme,
periciclo e regido vascular nas raizes, e também em folhas jovens realizando o transporte de
amoénio. De acordo com o status de N da planta e/ou fonte N, SCAMTL1.1 apresenta alteracao
no nivel de expressdo, sendo fortemente induzido em raizes na presenca de aménio ap6s 3 d.
A repressdo na expressdo de SCAMT1.1 em folhas jovens de plantas cultivadas em suficiéncia
de N (1 mM NH4NOs3), sugere que o nitrato possui um papel importante na regulagdo desse

gene nesse Grgdo.
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Figura 15 — Localizacdo da atividade do promotor de ScAMT1.1 fusionado & GUS. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH," (2 mM NH,CI), - N (sem adicio de
N) ou + N (1 mM NH4NOs) como controle por 3 d.
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Plantas transgénicas expressando ProSCAMT1.3:GUS apresentaram padrdo distinto de
regulacdo. A atividade do promotor de SCAMT1.3 fusionado ao gene GUS ndo foi detectada
em raizes apés 3 d de tratamentos de suficiéncia de N (+N), presenca de aménio ou
deficiéncia de N (Figura 16). As analises de expressdo génica em cana-de-agucar
demonstraram que o nivel de expressdo basal do gene SCAMTL1.3 em raizes é em média
5 vezes menor quando comparado a SCAMTL1.1 (Figura 12B). Além disso, uma inducédo
tardia em raizes de plantas deficientes em N foi detectada para esse gene (10 d) (Figura 12B),
e, portanto, a atividade desse promotor em raizes de arabidopsis talvez possa ser detectada
com um maior tempo de exposi¢do aos tratamentos.

Por outro lado, quando as plantas transgénicas foram cultivadas em +N e NH4" a
atividade do promotor de SCAMT1.3 na parte aérea foi alta, apresentando maior expressao em
folhas jovens do que em folhas cotiledonares (Figura 16). Ja em deficiéncia de N (-N) foi
detectada uma reduzida expressdo na parte aérea, em folhas novas e cotilédones (Figura 16).
Com base nos dados de expressdo génica para SCAMT1.3 em cana-de-agucar, que
demonstram que em folhas a expressdo desse gene € induzida apds 10 d de deficiéncia de N
(Figura 13), uma inducdo maior na atividade desse promotor poderia ser detectada em um
periodo maior de extensdo da restricao de N.

Em resumo, a atividade do promotor de SCAMT1.3 em plantas de arabidopsis sugerem
a expressao desse gene principalmente na parte aérea, o que difere dos resultados de
expressdo génica obtidos em cana-de-acUcar. Ainda, SCAMTL1.3 apresenta regulacdo por N em
folhas (Figura 15).
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Figura 16 — Localizacdo da atividade do promotor de ScAMT1.3 fusionado & GUS. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH,* (2 mM NH,CI), - N (sem adicio de
N) e + N (1 mM NH4NO;3) como controle por 3 d.

A fim de validar os resultados obtidos para as plantas transgénicas ProSCAMT1.1:GUS
e ProSCAMT1.3:GUS, as mesmas regides regulatérias de cada gene foram fusionados ao gene
repérter GFP e transformadas em plantas de arabidopsis do tipo selvagem (‘Col-0’). Plantas
transgénicas expressando ProSCAMT1.1:GFP ou ProScCAMT1.3:GFP foram submetidas as
mesmas condicdes que os promotores fusionados ao gene GUS: + N (1 mM NH;NO3), NH,"
(2 mM NH4CI) e - N (sem adicdo de N).
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As plantas transgénicas expressando ProSCAMT1.1:GFP submetidas aos tratamentos +
N, NH;" e - N por 3 d, apresentaram o mesmo padrdo de localizacdo obtido para esse
promotor fusionado a GUS, ou seja, com fluorescéncia na regido mais interna das raizes,
correspondente provavelmente ao periciclo/endoderme e regido vascular (Figura 17). Alem
disso, uma fluorescéncia mais intensa referente a atividade de SCAMT1.1 foi detectada em
raizes de plantas crescidas em aménio, confirmando a indugdo desse promotor por essa fonte
inorganica de N (Figura 17).

Um padréo diferencial de localizagdo foi encontrado quando as plantas transgénicas
foram submetidas ao tratamento + N por um periodo maior de tempo (5 d). Nesse caso, a
atividade do promotor de SCAMT1.1 ndo ficou restrita a parte mais interna das raizes
primarias, e a fluorescéncia de GFP apresentou uma distribui¢cdo em maior namero de células
perto da regido basal da raiz primaria (Figura 18). Além disso, consistente com os dados de
expressao génica realizados em raizes de cana-de-agucar, uma indugdo maior na atividade do
promotor de SCAMTL1.1 foi encontrada em raizes de plantas submetidas a deficiéncia de N por
5 d, quando comparadas as plantas que estiveram sob deficiéncia por um periodo menor (3 d)
(Figura 18). Portanto, as analises de expressdo génica em raizes de cana-de-agucar
correlacionaram positivamente com a localizacdo de SCAMT1.1 em plantas transgénicas
ProSCAMT1.1:GFP, ou seja, um acumulo de transcritos para esse gene foi encontrado em
raizes de plantas de cana-de-agucar sob deficiéncia de N por 5 d (Figura 12) assim como um

aumento da atividade do promotor de SCAMT1.1 nas plantas transgénicas (Figura 18).
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Figura 17 — Localizacdo da atividade do promotor de ScCAMT1.1 fusionado a GFP. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH,;" (2 mM NH,CI), - N (sem adicio de
N) e+ N (1 mM NH4NO3) como controle por 3 d.
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Figura 18 — Localizacdo da atividade do promotor de SCAMT1.1 fusionado a GFP. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH,;* (2 mM NH,CI), - N (sem adicio de
N) e+ N (1 mM NH4NO3) como controle por 5 d.
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Para as plantas de arabidopsis transformadas com o promotor de SCAMT1.3 fusionado
a GFP, nenhuma fluorescéncia foi detectada na zona de diferenciacdo das raizes em todos as
condicdes de N avaliadas. No entanto, a atividade desse promotor foi detectada no periciclo e
endoderme durante a iniciacdo de raizes laterais apds 3 d e 5 d de cultivo das plantas em + N,
NH4" e - N (Figuras 19 e 20), indicando a funcdo do gene SCAMT1.3 no transporte de amo6nio
durante o desenvolvimento de raizes laterais.

Em raizes primérias, a atividade de SCAMT1.3 foi detectada em plantas submetidas
aos tratamentos de + N, NH4" e - N por 3 d (Figura 19), o que difere de plantas expressando
ScAMT1.3 fusionado a GUS (Figura 16). Além disso, a atividade desse promotor foi
confinada a regido mais interna das raizes assim como observado para o promotor de
ScAMT1.1 (Figuras 15 e 17). No entanto, quando as plantas transgénicas foram cultivadas em
suficiéncia de N por 5 d (+N), a fluorescéncia de GFP referente a atividade de SCAMT1.3 em
raizes primarias apresentou uma distribuicdo mais abrangente proxima a regido basal e
meristematica da raiz primaria, do mesmo modo que o observado para o promotor de
SCAMT1.1 (Figura 18). Esses resultados indicam que existe uma sobreposicdo na localizacédo
de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 e que a presenca de nitrato, leva a uma distribuicdo espacial
diferenciada na expressdo desses genes em células da raiz.

Os resultados das analises de localizacdo realizadas nas plantas de arabidopsis
transformadas com os promotores de SCAMTL1.1 e SCAMTL1.3 fusionados aos genes reporteres
GUS e GFP, demonstraram a existéncia de uma organizacéo espacial dos transportadores de
amonio de cana-de-acgUcar, a qual é regulada pelo status de N da planta e também de acordo
com a fonte inorgénica de N. Em plantas de arabidopsis cultivadas sob suficiéncia de N,
AtAMTL1.1 e AtAMTL1.3 estdo localizados em células da epiderme e cértex na zona apical das
raizes, mas somente AtAMT1.1 apresenta localizacdo no periciclo (LOQUE et al., 2006). Em
deficiéncia de N, esses genes sdo induzidos e passam a ser expressos também em pelos
radiculares e na zona basal das raizes (LOQUE et al., 2006). Experimentos de hibridizacdo
in situ realizados em milho demonstraram que 0s genes ZmAMT1.1la e ZmAMTL.3 sédo
expressos em células da epiderme na zona apical das raizes de plantas cultivadas sob
ressuplementacdo de amonio, no entanto, ZmAMTL1.3 também teve transcritos encontrados em
células do periciclo e na zona basal das raizes (GU et al., 2013). Porém, em milho, 0s genes
ZMmAMT1.1a e ZmAMT1.3 ndo sdo induzidos sob deficiéncia de N (GU et al., 2013). Em cana-
de-agUcar, os resultados obtidos sugerem que 0s genes SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 sd0 expressos

mais internamente em células das raizes, o que provavelmente corresponde as células da
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endoderme/periciclo e vascular, assim como descrito para AtAMT1.1 e ZmMAMT1.3 (LOQUE
et al., 2006; GU et al., 2013). No entanto, novas analises devem ser realizadas empregando
microscépio confocal para estabelecer a localizacdo célula-especifica dos AMTs de cana-de-
acucar em resposta ao status de N em plantas de arabidopsis expressando ProSCAMT1.1:GFP
ou ProSCAMT1.3:GFP, assim como, experimentos de hibridizac&o in situ em raizes de cana-
de-agUcar. Apesar disso, 0s resultados apresentados aqui demonstram uma sinalizacdo
conservada entre dicotileddneas e monocotileddneas, visto que, a regido promotora dos genes
SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 apresentaram regulacdo de acordo com a disponibilidade de N ou
amonio (Figuras 15-20) em plantas de arabidopsis, 0 que sugere que, 0S mecanismos de
regulacdo transcricional desses transportadores de amonio sao preservados.
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Parte Aérea

Zona de diferenciacao

Raiz lateral

Raiz priméria

Figura 19 — Localizacdo da atividade do promotor de ScAMT1.3 fusionado a GFP. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH,* (2 mM NH,CI), - N (sem adicio de
N) e+ N (1 mM NH4NO3) como controle por 3 d.
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Parte Aérea

Zona de diferenciacao

Raiz lateral

Raiz priméria

Figura 20 — Localizacdo da atividade do promotor de ScAMT1.3 fusionado a GFP. Plantas
transgénicas foram cultivadas em suficiéncia de N (1 mM NH4NO;) por 4 d e em seguida
foram transferidas para meio de cultivo contendo NH,;" (2 mM NH,CI), - N (sem adic&o de
N) e+ N (1 mM NH4NO3) como controle por 5 d.
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4.4 Expressdo heteréloga de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de cana-de-aglcar em mutante
quédruplo para AMMONIUM TRANSPORTERS em Arabidopsis thaliana

Considerando que os resultados de expressdo heteréloga de promotores e expressao de
SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 em plantas de cana-de-agUcar indicam a fungéo essencial desses genes
em raizes, foram realizados experimentos de complementacdo funcional de mutante
quéadruplo em AMMONIUM TRANSPORTERS (gko) de arabidopsis (YUAN et al., 2007) para
inferir quanto as propriedades bioquimicas de transporte de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de cana-
de-aglcar. O mutante gko de arabidopsis é defectivo nos transportadores AtAMTL.1,
AtAMT1.2, AtAMT1.3 e AtAMT2.1 e possui apenas 10% de capacidade de absorcdo de
amonio, devido a presenca do transportador AtAMT1.5 (YUAN et al., 2007), 0 que torna esse
genotipo uma ferramenta valiosa para estudos de funcionalidade de transportadores de aménio
individuais ou co-expressao de transportadores funcionais ou defectivos (YUAN et al., 2009)

Apos a clonagem e transformacdo das plantas de arabidopsis do tipo selvagem
(‘Col-0’) e do mutante quadruplo (gko) com as construgdes 35S:SCAMT1.1, 35S:SCAMTL.3,
ProSCAMT1.1:ScCAMT1.1 e ProSCAMT1.3:ScCAMT1.3 anélises de expressdo dos transgenes nos
diferentes eventos de transformacdo (geracdo T3) foram realizados para definir quais desses
eventos seriam utilizados para a analise funcional dos transportadores de aménio de cana-de-
acucar (Figura 21).

Plantas de arabidopsis superexpressando os genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 acumularam
mais transcritos quando comparadas a expressdao de AtAMT1.1 em plantas de ‘Col-0’ (Figura
21). Para SCAMTL1.1, a expressao foi até 25 vezes maior quando esse gene foi superexpresso
no gendtipo mutante e 28 vezes maior no gendtipo selvagem (Figura 21). Ja para SCAMT1.3, o
acumulo de transcritos foi 150 vezes maior nas plantas de gko superexpressando esse gene e
200 vezes maior nas plantas de ‘Col-0’ (Figura 21). Para essas construcdes, 0s eventos de
transformacéo escolhidos para as analises funcionais dos transportadores de aménio de cana-
de-acucar foram os eventos F2 e f1 da construcdo 35S:SCAMT1.1 e o evento E3 e el da
construcdao 35S:SCAMTL.3.

Para as constru¢des ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 e ProSCAMT1.3:SCAMTL1.3, o nivel de
expressdo dos genes AMTs foi menor do que seus ortdlogos em arabidopsis, sugerindo que
cana-de-agUcar apresenta uma expressdo basal menor desses genes ou mesmo que essas
espécies podem diferir em relacdo a regulagdo desses genes na condicdo estudada (+ N, 1 mM
NH4NO3) (Figura 21). Nesse caso, 0s eventos G4 e g4 da constru¢do ProSCAMT1.1:SCAMT1.1
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foram escolhidos para os experimentos, enquanto para a constru¢gdo ProSCAMT1.3:SCAMT1.3,
os eventos H4 e h5 foram utilizados para as anélises funcionais.

35S:ScAMTL1.1 35S:ScAMTL.3
R , .
g 30 I 00 1
o 25 160 -
3 20 = I 120 -
g 15 - I
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Eventos de Transformagéo Eventos de Transformagéo

Figura 21 — Andlise quantitativa de transcritos reversos para SCAMT1.1 e SCAMT1.3 nos distintos
eventos de transformacdo de arabidopsis. As barras em cinza escuro correspondem as
construcBes transformadas no mutante gko; as barras em cinza claro correspondem as
construcdes transformadas em ‘Col-0’. O controle utilizado para normalizago da expressdo
génica (barras em preto) foram a expressdo de AtAMTL1.1 em ‘Col-0’ para 0s eventos
35S:SCAMT1.1 e ProSCAMTL1.1:SCAMT1.1 e a expressao de AtAMT1.3 em ‘Col-0’ para as
construgdes 35S:SCAMTL.3 e ProSCAMT1.3:ScAMT1.3. O gene UBQ2 foi utilizado como
gene de referéncia. Barras indicam +SE, n= 2 pools de plantas por tempo amostrado.
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4.5 Caracterizagdo fenotipica das plantas transgénicas de arabidopsis complementadas
com SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 de cana-de-agucar

4.5.1 In vitro

As anélises fenotipicas in vitro das plantas transgénicas de arabidopsis foram
realizadas com uma linha de cada construcdo previamente selecionada por andlises de
expressdo génica (Figura 21). Para a caracterizagdo inicial, foi realizado um experimento de
toxidez ao metilamdnio (MeA), uma vez que 0s AMT1s sdo capazes de transportar esse
analogo téxico ao aménio (LUDEWIG et al., 2002, 2003).

Inicialmente plantas do gendtipo selvagem (‘Col-0’), do mutante (gko) e as
transgénicas foram cultivadas em meio MS modificado contendo como fonte de N apenas 5
mM KNOj; objetivando a homogeneizacdo do crescimento das plantas, e em seguida, foram
transferidas para meios de cultivo contendo 2 mM KNOj3 e concentragdes crescentes de 0, 20
e 50 mM de MeA. Apds 14 d de cultivo, a biomassa fresca da parte aérea das plantas foi
avaliada.

Quando as plantas de ‘Col-0’, gko e as linhas transgénicas foram cultivadas em meio
MS modificado sem adicdo de MeA, ndo houve diferencas significativas na producdo de
biomassa entre 0s genotipos superexpressando SCAMT1.1 ou SCAMT1.3 e plantas controles
(Figuras 22A e B). No entanto, em concentracGes crescentes de MeA, ‘Col-0’ apresentou
reduzido acumulo de biomassa quando comparado ao genotipo mutante gko, sendo a
producdo de biomassa da parte aérea 25% e 27% menor nas concentracdes de 20 e 50 mM de
MeA, respectivamente, em relacdo a gko (Figuras 22A, C e D). Isso ocorreu porgue plantas de
‘Col-0’ apresentam maior aquisi¢do de MeA, que é toxico, levando a inibi¢cdo no crescimento
quando comparado ao mutante gko que apresenta apenas 10% da capacidade de absorver
amonio.

Para as plantas de gko superexpressando o gene SCAMTL.1, ocorreu uma inibicéo
significativa no crescimento em relacdo a plantas de gko. Nesse caso, a biomassa foi 16%
menor em 20 mM MeA e 35% menor em 50mM MeA, evidenciando um elevado nivel de
toxidez decorrente da restauracdo da capacidade de transporte de amonio/metilaménio nessas
plantas devido a superexpressao de SCAMTL1.1 (Figuras 22A, C e D). Esses resultados
demonstram que SCAMTL1.1 é funcional no transporte de MeA.

Resultados similares foram encontrados em plantas de gko superexpressando

SCAMTL.3, visto que, plantas 35S:SCAMT1.3 apresentaram alta sensibilidade ao MeA, com
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reducdo no acimulo de biomassa em 25% na concentragdo de 20mM MeA e 29% em 50 mM
MeA em relagdo a plantas de gko (Figuras 22A, C e D). Portanto, SCAMT1.3 também é

funcional em raizes de arabidopsis.

0 mM MeA 0 mM MeA

20 mM MeA 20 mM MeA

50 mM MeA 50 mM MeA
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Figura 22 — Acumulo de biomassa de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e linhas transgénicas para as
construcdes 35:SCAMT1.1 e 35S:ScAMTL1.3 em concentracOes crescentes de MeA. A: Crescimento de plantas de ‘Col-
0’, gko e linhas transgénicas em meio MS modificado contendo 0, 20 ou 50 mM de MeA na presenga de 2 mM de
NO; (2 mM KNO3) por 14 d. B, C e D: Biomassa fresca (MF) da parte aérea (g) de plantas de genétipos selvagem
(‘Col-0”), mutante (gko) e linhas transgénicas em concentragdes crescentes de MeA, B: 0 mM MeA; C: 20 mM MeA,;
D: 50 mM MeA. (n=10). Para as analises estatisticas, constru¢des inseridas no background ‘Col-0’ foram comparadas
com o controle ‘Col-0 e construges inseridas no background gko foram comparadas com o controle gko. Diferencas
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Para melhor compreensdo quanto a capacidade de transporte de aménio de proteinas
SCAMT1.1 e ScAMT1.3, foram realizadas constru¢cdes génicas contendo o promotor
enddgenos dos respectivos AMT1s de cana-de-acucar. Plantas controle de <Col-0’
transformadas com ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 ou ProScAMT1.3:SCAMT1.3 apresentaram
reducdo significativa de acumulo de biomassa, a niveis similares a planta ‘Col-0° em
comparagdo ao mutante gko (Figura 23), o que indica que a absorcdo de MeA a niveis toxicos
estd ocorrendo nas raizes desses genotipos. Quando plantas de gko foram transformadas com
ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 ou ProScAMT1.3:SCAMT1.3 e foram submetidas as distintas
concentracdes de MeA, nenhuma diferenca significativa foi encontrada em relacdo a producéo
de biomassa da parte aérea em ambas as concentracdes de MeA testadas, quando comparadas
as plantas de gko, demonstrando que o transporte de MeA através dos transportadores de
cana-de-agucar foi baixo ou mesmo nédo ocorreu (Figuras 23A, C e D).

Com base nos resultados obtidos atraves da localizagdo da expressdo desses
promotores fusionados a GUS/GFP, no qual demonstrou que existe uma regulacéo pelo status
de N da planta (Figuras 15-20), e principalmente, que os promotores endogenos de SCAMT1.1
e SCAMT1.3 sdo regulados negativamente na presenca nitrato (Figuras 15-20), os dados
obtidos para as plantas de gko complementadas com ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 ou
ProScCAMT1.3:ScCAMT1.3 sugerem que o nitrato utilizado como fonte de N nos experimentos
de MeA pode ter reprimido a expressao de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 no background de gko,
levando a menor absorcdo de MeA (Figuras 23A, C e D). Ha de se considerar ainda que 0s
niveis de expressao de SCAMT1.1 e ScAMTL1.3 em plantas gko complementadas séo
extremamente baixos quando comparados aos seus ortélogos em arabidopsis (Figura 21), o
que pode também ter contribuido para ndo complementacédo de plantas mutante de gko com os
genes SCAMTL1.1 e SCAMTL1.3 e seus respectivos promotores enddgenos.

Em arabidopsis, a complementacdo de genes AMT1 enddgenos no background gko
possibilita a restauracdo da capacidade de transporte de amdnio/metilaménio (YUAN et al.,
2007), assim como em milho, onde a superexpressdo dos genes ZmAMT1.1 e ZmAMT1.3 no
background gko, leva a restauracdo da capacidade de transporte de aménio (GU et al., 2013),
no entanto, até o momento ndo existe nenhum trabalho publicado utilizando genes e seus
respectivos promotores enddgenos para expressao heterdloga no mutante gko.

Portanto, o0s resultados obtidos para as plantas de arabidopsis transgénicas
superexpressando 0s genes SCAMT1.1 e ScAMTL.3, demonstraram que ocorreu uma

restauracdo do transporte de amodnio/metilaménio nessas plantas, evidenciada pela alta
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sensibilidade ao MeA (figura 22), o que indica que o0s genes SCAMT1.1 e SCAMTL.3
identificados no genoma de cana-de-agucar, codificam para proteinas transportadoras de
amonio funcionais. A baixa sensibilidade ao MeA demonstrada pelas plantas de arabidopsis
transformadas com ProSCAMT1.1:ScCAMT1.1 ou ProSCAMT1.3:ScCAMT1.3 pode ter ocorrido
pela repressdo desses promotores por nitrato ou ainda devido a baixa expressao desses genes
em plantas gko transgénicas para os genes enddgenos de cana-de-agucar.

0 mM MeA

20 mM MeA - 20 mM MeA

50 mM MeA 50 mM MeA
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Figura 23 - Acimulo de biomassa de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e linhas transgénicas para as construgdes
ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 e ProScCAMT1.3:ScAMT1.3 em concentragdes crescentes de MeA. A: Crescimento de plantas de
‘Col-0, gko e linhas transgénicas em meio MS modificado contendo 0, 20 ou 50 mM de MeA na presenca de 2 mM de NOj’
(2 mM KNOs) por 14 d. B, C e D: Biomassa fresca (MF) da parte aérea (g) de plantas de gendétipos selvagem (‘Col-0),
mutante (gko) e linhas transgénicas em concentragdes crescentes de MeA, B: 0 mM MeA; C: 20 mM MeA; D: 50 mM MeA.
(n=10). Para as andlises estatisticas, construgdes inseridas no background ‘Col-0" foram comparadas com o controle ‘Col-0" e
construgdes inseridas no background gko foram comparadas com o controle gko. Diferencas significativas sdo indicadas por
asteriscos (*P < 0,05 e **P < 0,001, teste-t de Student).
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Com o objetivo de confirmar a funcionalidade dos genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de
cana-de-agUcar, experimentos para a caracterizacdo fenotipica das plantas transgénicas de
arabidopsis foram realizados sob nutricdo de fontes inorgéanicas de N. Para isso, plantas de
‘Col-0°, gko e gko complementadas com superexpressao ou promotor enddgeno dos genes
SCAMT1.1 e SCAMT1.3 foram cultivadas em meio MS modificado contendo como fonte de N
apenas 5 mM KNOj3 e em seguida foram transferidas para meios de cultivo contendo 0,2 e
0,5 mM de NH4Cl ou 0,5 mM de KNO3; como controle da fonte de N. Ap6s 14 d de cultivo, a
biomassa seca das plantas foi avaliada.

Quando as plantas foram cultivadas em meio contendo apenas nitrato como fonte
tnica de N (0,5 mM KNOs3), como era esperado, ndo houve diferencas para acimulo de
biomassa entre as plantas dos gendtipos selvagem (‘Col-0’), mutante (gko) e
gko+35S:SCAMT1.1 e gko+35S:ScCAMTL1.3 (Figuras 24A e B), indicando que a absorcdo de
nitrato é comparavel a plantas controle (‘Col-0’). J& quando os distintos genotipos foram
submetidos ao crescimento em duas concentragdes de N-amonio (0,2 e 0,5 mM de NH4CI), o
quadruplo mutante (gko) teve um crescimento significativamente menor do que o genotipo
selvagem (‘Col-0’); 20% menor em 0,2 mM amdnio e 30% menor em 0,5 mM aménio,
devido a reduzida capacidade de influxo de amonio (YUAN et al., 2007) (Figura 24 e 25). Em
0,2 mM N-amdnio, plantas de gko superexpressando os genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 tiveram
uma producdo de biomassa significativamente maior do que o gko, sendo que
gko+35S:SCAMT1.1 apresentou um aumento de 50% no acumulo de biomassa e para
gko+35S:ScAMT1.3 0 aumento na producdo de biomassa foi 100% maior quando comparado
a gko controle (Figura 24A e C).

Resultados similares foram obtidos na concentracdo de 0,5 mM de amdnio para as
construcdes 35S:SCAMT1.1 e 35S:ScCAMT1.3 no background de gko, com significante
aumento de cerca de 50% e 100% no acumulo de biomassa para plantas gko+35S:SCAMT1.1 e
gko+35S:ScCAMTL1.3, respectivamente, em relacdo a plantas de gko (Figuras 24A e D). Esses
resultados demonstram que a expressao ectépica de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 no background de
gko foi capaz de restaurar o crescimento das plantas em relagédo as plantas controles utilizadas,
0 que comprova que SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de cana-de-acUcar sdo capazes de transportar
amoénio em raizes.

Resultados surpreendentes foram obtidos com a superexpressdo de SCAMT1.1 e
SCAMT1.3 no background genético de ‘Col-0’ sob nutricdo por aménio. Quando as plantas

‘Col-0’+35S:ScAMTL1.1 foram cultivadas em 0,2 mM de aménio, o aciimulo de biomassa total
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excedeu em 40% a biomassa do genétipo selvagem “Col-0’ (Figuras 24A e C). No entanto,
quando essas foram submetidas ao aumento exdgeno da concentracdo de aménio no meio de
cultivo (0,5 mM) foi observado um acimulo de biomassa de 17% em relacéo a ‘Col-0’, o que
sugere que o maior acumulo de aménio em plantas expressando de forma ectépica SCAMT1.1
no background ‘Col-0’ causa toxidez, inibindo o desenvolvimento/crescimento da planta
(Figuras 24A e D). Esses resultados demonstram que a superexpressédo de SCAMT1.1 de cana-
de-agUcar leva a maior aquisicdo de ambnio mesmo na presenca de AMTs enddgenos de
arabidopsis em ‘Col-0’.

Entretanto, quando plantas de ‘Col-0’ 35S:ScAMT1.3 foram cultivadas em 0,2 mM de
amonio, o incremento na producdo de biomassa das plantas foi de 15% em relacdo a plantas
de ‘Col-0’, enquanto que plantas crescidas em 0,5 mM de amdnio, tiveram um incremento no
acumulo de biomassa de 20%, demonstrando que para esse gene, 0 aumento na concentracao
de am6nio no meio de cultivo possibilitou que as plantas transgénicas ‘Col-0’ 35S:SCAMT1.3
tivessem um aumento significativo na producdo de biomassa (Figuras 24A, C e D). Esses
resultados indicam que a expressao ectopica de SCAMT1.3 no background de ‘Col-0’ ndo leva
a absorcdo de amonio nas raizes a niveis toxicos, como foi demonstrado para
‘Col-0’+35S:ScCAMT1.1 cultivadas sob 0.5 mM de aménio, 0 que sugere propriedade
bioguimicas distintas de transporte de amonio entre SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 de cana-de-
acucar.

Em resumo, os resultados de superexpressao dos genes de cana-de-agucar SCAMT1.1 e
SCAMT1.3 no background de ‘Col-0’ e gko demonstram: i) a capacidade de restaurar o
transporte de amdnio em raizes e ii) a existéncia de diferencas na capacidade de transporte
entre SCAMT1.1 e SCAMTL1.3.

Em espécies como arabidopsis e milho, os membros da subfamilia AMT1 apresentam
diferentes capacidades de transporte (YUAN et al., 2007, GU et al., 2013). Por exemplo,
AtAMT1.1 de arabidopsis possui uma afinidade estimada ao substrato (K.) de 50 uM e
capacidade de transporte (Vimax) de 345 umol h™ g enquanto AtAMT1.3 apresenta Ky, de 60
UM e Viax de 287 pmol h™* g™ (YUAN et al., 2007). Em milho, ZmAMT1.1a e ZmAMT1.3

1 e 172 pumol ht g,

apresentam Ky, de 48 pM e 33 pPM e Vuyax de 351 pmol h? g
respectivamente (GU et al.,, 2013). No entanto, para a caracterizacdo da capacidade de
transporte dos AMT1 de cana-de-aglcar, experimentos com as plantas ko,

gko+35S:SCAMT1.1 e qko+35S:ScCAMT1.3 ainda precisam ser realizados em diferentes
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concentragdes de amobnio para estabelecer os valores de Kn, e Vinax para cada transportador

individual.

0,5mM NO, 0,5mM NO,

0,2mM NH,’ 0,2 MM NH,”

0,5 MM NH,” 0,5 MM NH,”
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Figura 24 — Acumulo de biomassa de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e linhas transgénicas para as
construcdes 35:SCAMT1.1 e 35S:ScCAMT1.3 em nitrato e amonio. A: Crescimento de plantas de ‘Col-0’, gko
e linhas transgénicas em meio MS modificado contendo 0,5 mM de NO5 (0,5 mM KNOs), 0,2 mM NH,"
(0,2 mM NH,CI) ou 0,5 mM NH," (0,5 mM NH,CI) por 14 d. B, C e D: Biomassa seca (MS) (g) de plantas
de gendtipos selvagem (‘Col-0’), mutante (gko) e linhas transgénicas em diferentes fontes de N, B: 0,5 mM
de NO;3 (0,5 mM KNO3); C: 0,2 mM NH," (0,2 mM NH,CI); D: 0,5 mM NH," (0,5 mM NH,CI). (n=10).
Para as analises estatisticas, constru¢des inseridas no background ‘Col-0’ foram comparadas com o controle
‘Col-0” e construgdes inseridas no background gko foram comparadas com o controle gko. Diferencgas
significativas sdo indicadas por asteriscos (*P < 0,05 e **P < 0,001, teste-t de Student).
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Para verificar a regulacdo de genes AMT1s de cana-de-agucar por fontes inorganicas
de N, plantas de ‘Col-0’ e do mutante gko foram transformadas com SCAMT1.1 ou SCAMT1.3
e seus respectivos promotores enddgenos. Sob nutri¢do por nitrato (0,5 mM KNOs3), todos 0s
gendtipos e plantas transgénicas avaliadas apresentaram similar producdo de biomassa
(Figuras 25A e B), sugerindo que a expressdo de AMT1s de cana-de-aglcar ndo altera a
capacidade de aquisicdo de nitrato. J& em nutricdo por amonio, a expressao de SCAMT1.1 ou
SCAMT1.3 e seus respectivos promotores enddgenos no background de ‘Col-0’ ndo levou ao
maior acimulo de biomassa em relacdo a ‘Col-0’, indicando que, genes AMT1s de cana-de-
acucar nao atuam de forma aditiva aos genes endégenos AMT1s de arabidopsis durante a
aquisicdo de amdnio. Em tomateiro, analise dos transportadores SIAMT1.1 e SIAMT1.2
expressos em oocitos demonstraram a formacdo de homo e heteroligbmeros entre esses
transportadores (LUDEWIG et al., 2003). Essa capacidade de formacéo de heteroligdmeros
também foi demonstrada para os transportadores AtAMT1.1 e AtAMT1.3 em plantas de
arabidopsis (YUAN et al., 2013). No entanto, em cana-de-agUcar, se existe a formagdo de
heteroligbmeros entre os transportadores SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 com 0os AMTs enddgenos
de ‘Col-0’, as alteracGes nas propriedades bioquimicas de transporte de amdnio ndo levaram a
maior aquisicdo de amoénio, uma vez que plantas ‘Col-0’+ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 ou
‘Col-0’+ProScAMT1.3:ScAMT1.3 ndo acumulam mais biomassa que plantas de ‘Col-0’.

Quando plantas de gko complementadas com ScAMT1.1 ou ScAMTL1.3 e seus
respectivos promotores enddgenos foram cultivados sob concentragdes crescentes de aménio
exogeno, diferencas  fenotipicas  foram  observadas  (Figura  25).  Plantas
ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 e ProScCAMT1.3:ScCAMT1.3 no background de gko ndo apresentaram
diferencas no acimulo de biomassa quando comparado a gko em 0.2 mM de aménio (Figura
25A e C). Porém, com o aumento da concentracdo exogena para 0.5 mM de amdnio, plantas
de gko complementadas com ProSCAMT1.3:ScCAMTL1.3 tiveram cerca de 54% mais producéo
de biomassa em relacdo a gko (Figura 25A e D), o que indica a capacidade de SCAMTL1.3 de
restaurar o transporte de amonio nas raizes dessas plantas. Ja plantas de gko complementadas
com ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 ndo apresentaram maior acimulo de biomassa quando cultivas
sob 0,5 mM de amdnio, o que pode sugerir que: i) a expressdo de SCAMTL1.1 sob regulacéo do
promotor enddgeno ndo é capaz de restaurar a capacidade de absorcdo de aménio no
background de gko, ou ii) ambnio per se exerce um efeito regulatério em SCAMTL.1,

diminuindo a atividade dessa proteina de membrana na presencga de amonio.
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Em arabidopsis, a presenca de amonio desencadeia uma fosforilagdo na Treonina-460
presente no C-terminal da proteina AtAMT1.1, o que acarreta o fechamento do complexo
proteico e inibe a entrada excessiva desse nutriente prevenindo a toxidez (YUAN et al., 2007),
no entanto, os niveis de transcritos para esse gene ainda permanecem altos sob essas
condi¢des (YUAN et al., 2007). Apesar da presenca de T-460 no C-terminal da proteina
AtAMTL.3, essa regulacdo pds-transcricional ndo ocorre para essa proteina, sugerindo que ou
esse transportador nao é fosforilado in vivo ou as condi¢des que desencadeiam a fosforilacéo
ndo foram identificadas ainda (YUAN et al., 2013). Em raizes de cana-de-agucar, uma
regulacdo pos-transcricional dos AMTSs similar ao descrito em arabidopsis foi encontrada pelo
nosso grupo (VITTI, 2012), ap6s a ressuplementacdo de aménio o influxo de **N-amédnio
diminuiu 30% até 24 h apos a adicdo de amoénio, enquanto 0s niveis de transcritos para
SCAMT1.1 e ScAMTL1.3 permaneceram altos (VITTI, 2012). Baseados nos fenotipos
encontrados nos experimentos in vitro realizados em plantas de gko complementadas com
ProSCAMT1.1:ScCAMT1.1 e ProSCAMT1.3:SCAMT1.3 € possivel inferir que essa regulacéo
pos-transcricional em cana-de-acUcar é exclusiva de SCAMT1.1 e ndo ocorre em SCAMT1.3.
Portanto, uma inibicdo na absor¢do de amonio em plantas de gko complementadas com
ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 pode estar ocorrendo devido a fosforilagdo de T-460 e a restauracéo
da capacidade de transporte em plantas gko+ProSCAMTL1.3:SCAMT1.3 sugere que essa

regulagdo ndo ocorre para essa proteina.
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Figura 25 — Acimulo de biomassa de plantas selvagens (‘Col-0), mutantes (gko) e linhas transgénicas para as construgdes
ProScAMT1.1:ScCAMT1.1 e ProScCAMT1.3:ScCAMT1.3 em nitrato e amonio. A: Crescimento de plantas de ‘Col-0’, gko e
linhas transgénicas em meio MS modificado contendo 0,5 mM de NO; (0,5 mM KNO3), 0,2 mM NH," (0,2 mM NH,CI) ou
0,5 mM NH," (0,5 mM NH,CI) por 14 d. B, C e D: Biomassa seca (MS) (g) de plantas de genétipos selvagem (“Col-0°),
mutante (gko) e linhas transgénicas em diferentes fontes de N, B: 0,5 mM de NO;3 (0,5 mM KNO3); C: 0,2 mM NH," (0,2
mM NH,CI); D: 0,5 mM NH," (0,5 mM NH,CI). (n=10). Para as analises estatisticas, construcdes inseridas no background
‘Col-0” foram comparadas com o controle ‘Col-0" e constru¢des inseridas no background gko foram comparadas com o
controle gko. Diferencas significativas sdo indicadas por asteriscos (*P < 0,05 e **P < 0,001, teste-t de Student).
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4.5.2 In vivo

Para a caracterizacdo fenotipica in vivo das plantas transgénicas de arabidopsis, foram
realizados experimentos de influxo rapido de *N-aménio (LOQUE et al., 2006). Plantas de
arabidopsis dos genétipos selvagem (‘Col-0’), mutante (gko) e as distintas linhas
transgénicas gko+35S:SCAMT1.1, gko+35S:ScCAMT1.3, @gko+ProSCAMT1.1:ScCAMT1.1 e
gko+ProScCAMT1.3:ScAMT1.3 foram cultivadas por 45 d em solugéo nutritiva contendo 1 mM
NH4NO3 e em seguida foram transferidas para solu¢fes contrastantes de disponibilidade de N,
+N (1 mM NH4NO3) ou —N (sem adicdo de N) por 3 d. Apos esse periodo, foram realizadas
as andlises de influxo répido de aménio na faixa de alta afinidade (HATS) com
0,2 mM N-aménio.

Em condicdo de suficiéncia de N, plantas mutantes (gko) apresentaram um influxo de
1>N-amédnio em raizes 10% menor do que plantas de ‘Col-0 (Figura 26A), j4 em deficiéncia
de N, o influxo em raizes de gko foi 30% menor em relacdo a ‘Col-0’, indicando a menor
capacidade de transporte de amoénio em raizes do quadruplo mutante na faixa de concentracéo
de alta afinidade desse nutriente (0,2 mM) em relacdo ao gendtipo selvagem (Figura 26B).
Apesar disso, plantas de gko cultivadas em deficiéncia de N tiveram um influxo de aménio
56% maior do que plantas de gko em suficiéncia de N (Figura 26A e B), o que indica que
ainda existe uma inducao no sistema de absorcdo dependente de N em gko, a qual é conferida
pelo transportador AtAMT1.5 (YUAN et al., 2007).

Plantas de gko superexpressando o gene SCAMT1.1 de cana-de-agUcar quando
cultivadas em suficiéncia de N, apresentaram um influxo de *>N-amdnio 30% maior do que o
gendtipo mutante gko (Figura 26A). Sob condicédo de restricdo de N, a capacidade de absor¢éao
de N em raizes de plantas qko+35S:ScAMT1.1 aumenta consideravelmente em relacéo a
gko, e representa 65% da absor¢do encontrada no mutante (Figura 26B). Em raizes de plantas
de gko superexpressando SCAMT1.3, o influxo de N foi menor do que o encontrado nas
plantas gko+35S:SCAMT1.1 em ambas as condi¢Ges de N avaliadas (Figura 26), ou seja, em
suficiéncia de N, a absorcdo de °N-aménio em plantas gko+35S:SCAMT1.3 foi apenas 7%
maior em relacdo a gko (Figura 26A), enquanto em raizes de plantas transgénicas deficientes
de N, o influxo foi 30% maior (Figura 26B). Esses resultados indicam que plantas de
arabidopsis gko+35S:SCAMT1.1 e gko+35S:ScAMT1.3 submetidas a deficiéncia de N séo

capazes de induzir o sistema de transporte de alta afinidade a amdnio e portanto, 0s genes
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SCAMT1.1 e ScCAMT1.3 restauram a capacidade de transporte/absorcdo de amoénio no
background do mutante gko de arabidopsis.

O menor influxo de **N-aménio encontrado em plantas superexpressando SCAMT1.3
em relagdo as plantas superexpressando SCAMT1.1, pode indicar uma menor capacidade de
transporte de amdnio para o transportador SCAMT1.3 em relacdo & SCAMT1.1, demonstrando
novamente diferencas nas propriedades bioquimicas dessas proteinas de membrana. Outra
alternativa a maior absorcdo de °N-aménio nas raizes de plantas qko+35S:SCAMT1.1 e
gko+35S:ScAMT1.3 poderia ser devido a maior expressdo e consequente acumulo de
transcritos dos respectivos genes em linhas distintas de plantas transgénicas. Evidéncias
suportando essa hipdtese sdo indicadas pelos experimentos de andlise quantitativa de
transcritos  reversos realizados nas plantas transgénicas gko+35S:SCAMT1.1 e
gko+35S:ScCAMT1.3 (Figura 21). Nesse caso, 0 acumulo de transcritos de SCAMT1.1 em
plantas gko+35S:ScCAMT1.1 do evento F2 foi 12 x maior do que seu ortdlogo em arabidopsis
(Figura 21A), enquanto SCAMT1.3 foi 55 x mais expresso nas plantas gko+35S:ScAMT1.3 do
evento E3 do que AtAMT1.3 de arabidopsis (Figura 21C). Além disso, quando a expressao de
SCAMT1.3 no evento E3 foi comparado ao nivel de expressdo de AtAMT1.1, o acumulo de
transcritos foi similar ao encontrado para SCAMT1.1 (dados ndo mostrados). Considerando
que o nivel de expressdo pode indicar uma maior quantidade de proteinas transportadoras de
amonio, o acimulo similar de transcritos entre os AMT1s de cana-de-acucar nas linhas
transgénicas ndo reflete no influxo similar de amdnio entre essas proteinas, pelo contrario, em
condigdo de suficiéncia de N, plantas gko+35S:ScCAMT1.1 possuem influxo de **N-aménio
25% maior que plantas gko+35S:ScAMT1.3 enquanto em deficiéncia de N, o influxo é 50%
maior (Figura 26). Isso demonstra, portanto, que as diferencas no influxo de *N-aménio entre
gko+35S:SCAMT1.1 e gko+35S:SCAMTL1.3 ndo ocorrem devido a expressao por transgenia,
mas refletem diferencas na propriedade de transporte de aménio entre SCAMTL1.1 e
SCAMT1.3

Portanto, as analises de influxo de >N-amdnio em raizes de plantas de arabidopsis
transgénicas superexpressando os genes AMT1s de cana-de-acUcar demonstraram que: i) 0S
transportadores de amonio de cana-de-aclcar, SCAMT1.1 e SCAMT1.3 sdo funcionais em
raizes de arabidopsis, ii) um sistema de transporte de alta afinidade (HATS) a aménio esta
ativo nas raizes das plantas transgénicas de arabidopsis o qual é modulado em resposta ao
status de N da planta e ii) os transportadores SCAMT1.1 e SCAMT1.3 de cana-de-agucar

possuem distintas capacidades de transporte.
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Figura 26 - Influxo de N-aménio em raizes de plantas de arabidopsis selvagens (‘Col-0’), mutantes
(gko) e linhas transgénicas para as construc¢fes 35:SCAMT1.1 e 35S:ScAMT1.3. O influxo de
N foi realizado com 0,2 mM de °(NH,),SO, em raizes de plantas submetidas a condi¢des
contrastantes de disponibilidade de N por 3 d. A: suficiéncia de N (+N); B: deficiéncia de N
(-N). Barras indicam £SE (n= 6). Diferencas significativas em relagdo ao controle gko séo
indicadas por asteriscos (*P < 0,05 e **P < 0,001, teste-t de Student).
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Para melhor caracterizagdo da capacidade de transporte de aménio das proteinas
SCAMT1.1 e SCAMTL.3, o influxo de N-aménio foi analisado em raizes de plantas
transformadas com os AMT1s de cana-de-agUcar e seus respectivos promotores endogenos.
Para cada gene AMT1 de cana-de-acUcar dois eventos independentes de transformacdo no
background gko foram avaliados (Figura 27).

Quando o gene SCAMTL.1 e seu promotor enddgeno foi expresso no background gko,
diferencas foram encontradas entre os dois eventos de transformacdo (G3 e G4) avaliados
(Figura 27). Em ambas as condigdes de disponibilidade de N, plantas transgénicas
qko+ProSCAMT1.1:ScAMT1.1# G3 apresentaram influxo de ">N-amdnio menor do que gko:
10% menor em suficiéncia de N e 34% menor em deficiéncia de N (Figura 27A e B). Por
outro lado, o influxo de *>N-amdnio em plantas da linha G4 ndo diferiu significativamente do
mutante em ambas as condic¢des de disponibilidade de N avaliadas (Figura 27). Apesar disso,
a restricdo de N foi capaz de induzir em 26% a absor¢do de amonio nas raizes das plantas
gko+ProSCAMT1.1:ScCAMTL.1# G3 em relacdo as plantas cultivadas na presenga de N (+N)
(Figura 27). O fato de que as linhas gko+ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 apresentaram niveis
similares ou menores de aquisicdo de amdnio a plantas do mutante gko podem indicar que
nitrato esta exercendo uma regulacéo negativa na expressdo de SCAMTL1.1 ou que a construcao
ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 ndo foi capaz de restaurar a aquisicdo de aménio na presenca de N.
Considerando que ap6s 3 d de deficiéncia de N também ndo houve maior influxo de *°N-
amonio em plantas gko+ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 quando comparado a gko, € possivel inferir
que ndo houve complementacdo da absorcdo de amdnio em plantas de gko expressando
SCAMT1.1 sob controle do promotor enddgeno.

Resultados similares foram encontrados para o gene SCAMTL1.3 e seu promotor
enddgeno, as duas linhas transgénicas avaliadas, H4 e H5, apresentaram uma diminui¢do no
influxo de N em relacdo as plantas de gko (Figura 27). Em suficiéncia de N, plantas
gko+ProSCAMT1.3:ScCAMT1.3# H4 e gko+ProSCAMT1.3:SCAMT1.3# H5 tiveram o influxo
reprimido em 10%, e sob deficiéncia de N, a repressdo foi de 36% e 33% respectivamente
quando comparado a gko (Figura 27). Assim como observado para SCAMT1.1 sob controle do
seu promotor enddgeno, a restricdo de N por 3 d também foi capaz de induzir o influxo de
amonio em raizes de plantas expressando o gene SCAMT1.3 e seu promotor enddgeno (Figura
27B), o influxo de aménio nessa condicdo foi cerca de 20% maior em ambas as linhas
transgénicas (H4 e H5) quando comparadas as plantas cultivadas em suficiéncia de N (Figura

27B), no entanto, esse aumento no influxo de " N-aménio nas plantas
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gko+ProScAMT1.3:ScAMT1.3 nédo foi suficiente para restaurar a capacidade de absorgédo a
niveis superiores ao observado em plantas de gko (Figura 27B).

Portanto, é possivel inferir que o aumento de influxo de *N-aménio em plantas
transgénicas gko+ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 e gko+ProScAMT1.3:ScCAMT1.3 em condigdo de
deficiéncia de N ocorreu devido a presenca do transportador AtAMTL1.5 enddgeno de
arabidopsis e ndo devido a inser¢do dos genes SCAMTL1.1 e SCAMT1.3 sob controle de seus
respectivos promotores enddgenos. No entanto, a inducdo no sistema de transporte de alta
afinidade a ambnio em raizes de plantas transgénicas sob condicdo de deficiéncia de N
quando comparado a plantas sob suficiéncia de N, foi menor do que o encontrado em plantas
de gko, ou seja, plantas de gko apresentaram inducdo de 56% no influxo de “>N-aménio,
enquanto as plantas transgénicas gko+ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 e
gko+ProSCAMT1.3:SCAMT1.3 apresentaram indugdo de cerca de 26% e 20%, respectivamente
(Figura 27), esses resultados sugerem que a presenca dos genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 e seus
respectivos promotores endégenos no background gko resultam em uma menor absorcao de
amonio. A ocorréncia de homo e heteroligbmeros entre transportadores de aménio ja foi
descrita para 0s AMT1 de tomateiro e arabidopsis (LUDEWIG et al., 2003; YUAN et al.,
2013), portanto é possivel que a formacéo de oligbmeros entre os transportadores AtAMT1.5
de arabidopsis e SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 de cana-de-acUcar poderiam ser responsaveis pela
menor capacidade de transporte de amonio observada nas plantas transgénicas
gko+ProSCAMT1.1:ScAMT1.1 e gko+ProSCAMT1.3:ScCAMT1.3, uma vez que possivelmente os
transportadores AMT1 de cana-de-agUcar possuem propriedades bioquimicas distintas do
transportador AtAMT1.5, o que poderia modificar a afinidade ao substrato e/ou a capacidade
de transporte de amonio nas raizes dessas plantas.

Além disso, analises de expressdo génica de SCAMT1.1 e SCAMT1.3 indicam que a
expressdo desses genes aumenta apds 5 ou 10 d de deficiéncia de N (Figura 21). Portanto, é
possivel que analises de influxo de >N em raizes de plantas submetidas & deficiéncia de N por
um periodo maior de tempo sejam necessarias para que ocorra a inducdo dos genes SCAMT1.1
e SCAMT1.3 de cana-de-agUcar no mutante gko de arabidopsis. 1sso demonstra que apesar de
genes SCAMT1.1 e SCAMT1.3 serem induzidos em raizes de arabidopsis, essa regulacdo €
menor comparado aos genes nativos AtAMT1, o que sugere a existéncia de regulacdo temporal
e quantitativa diferenciada da sinalizacdo de de-repressdo de AMT1 entre dicotiledéneas e
monocotileddneas sob deficiéncia de N. Ainda permanece desconhecida a sinalizagcdo que

controla a de-repressdo de genes AMT1 durante a restricdo de N em plantas, porém a analise
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especifica de comparacdo da regido promotora de genes AMT1 em arabidopsis e cana-de-
acucar pode ajudar a identificar possiveis dominios-cis regulatorios envolvidos nessa resposta.

Em resumo, a expresséo de SCAMT1.1 ou SCAMT1.3 sob controle de seus respectivos
promotores enddgenos no background do mutante gko nao restauram a absorcdo de aménio a
niveis similares aos observados em raizes de plantas superexpressando SCAMT1.1 ou
SCAMT1.3, o0 que demonstra que a regulacdo do promotor endégeno dos AMT1s de cana-de-
acucar difere dos genes nativos de arabidopsis. Apesar disso, a expressdo ectopica de
SCAMT1.1 e SCAMT1.3 em gko demonstra a funcionalidade dos transportadores de amonio da
familia AMT1 realizando a absorcdo de amdnio em raizes, indicando uma funcéo conservada

dessas proteinas quando comparada a outras espécies.
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Figura 27 - Influxo de N-aménio em raizes de plantas de arabidopsis selvagens (‘Col-0’), mutantes
(gko) e linhas transgénicas para as construgdes ProSCAMT1.1:SCAMT1.1 e
ProSCAMT1.3:ScAMT1.3. O influxo de N foi realizado com 0,2 mM de *(NH,),SO, em
raizes de plantas submetidas a condi¢Bes contrastantes de disponibilidade de N por 3 d. A:
suficiéncia de N (+N); B: deficiéncia de N (-N). Barras indicam £SE (n= 6). Diferencas
significativas em relacdo ao controle gko sdo indicadas por asteriscos (*P < 0,05 e
**P < (0,001, teste-t de Student).
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5. CONCLUSOES

v A selecdo em biblioteca de BACs de cana-de-acUcar permitiu identificar
5 BACs contendo sequéncias génicas para o transportador SCAMT1.1 e 3 BACs contendo
sequéncias para SCAMT1.3.

v Analises de expressdo génica de SCAMT1.1 e SCAMTL1.3 em raizes de cana-de-
acucar demonstraram que esses genes sdo regulados pelo status de N da planta sendo
altamente expressos principalmente em raizes quando a disponibilidade exdgena de N é
limitante.

v A localizacdo da expressao tecido/6rgdo especifico de SCAMT1.1 e SCAMTL1.3
de cana-de-agucar utilizando os promotores desses genes fusionados aos genes reporteres
GUS e GFP, permitiu identificar a expressao desses genes na regido mais interna das raizes
provavelmente correspondente a células da endoderme/periciclo e vascular, sendo esses genes
regulados pela disponibilidade e fonte de N em diferentes 6rgaos/tecidos

v A caracterizacdo funcional de plantas transgénicas de arabidopsis
superexpressando SCAMT1.1 e ScAMTL1.3 no background gko em ensaios bioquimicos
utilizando concentracGes crescentes de metilaménio (MeA) demonstram que SCAMTL1.1 e
SCAMT1.3 sdo funcionais no transporte de MeA.

v A caracterizacdo funcional de plantas de gko superexpressando SCAMT1.1 e
SCAMT1.3 quando crescidas exclusivamente em amdnio como fonte de N, demonstram que as
plantas transgénicas tem um aumento significativo na producdo de biomassa em relacdo a
gko, indicando que esses transportadores sdo capazes de transportar amonio.

v Propriedades bioquimicas distintas de transporte entre SCAMT1.1 e SCAMTL1.3
foram demonstradas devido a toxidez por aménio apresentada por plantas
‘Col-0’+35S:ScAMT1.1, mas ndo por plantas ‘Col-0’+35S:SCAMTL1.3.

v Um mecanismo de regulacdo pos-transcricional pode estar atuando em
SCAMT1.1 mas ndo em ScAMTL13 considerando que a expressdao de
ProSCAMT1.1:ScCAMT1.1 em plantas de gko crescidas exclusivamente em amdnio nao
ocasiona 0 maior acumulo de biomassa em relacdo a gko, enquanto a expressdo de
ProSCAMT1.3:ScCAMT1.3 é capaz de restaurar a capacidade de absorcdo de aménio.

v O influxo de *N-aménio in vivo em raizes de plantas de arabidopsis mutantes

(gko) superexpressando SCAMT1.1 e SCAMT1.3 demonstrou que um sistema de transporte de
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alta afinidade (HATS) a amonio esté ativo nas raizes das plantas transgénicas de arabidopsis o
qual é modulado em resposta ao status de N da planta.

v A regulacdo do promotor enddgeno de SCAMTL1.1 e SCAMT1.3 de cana-de-
acucar difere dos genes nativos de arabidopsis considerando que a expressdo dos genes
AMT1s de cana-de-aclcar sob controle de seus respectivos promotores endégenos nao foi
capaz de restaurar a capacidade de transporte de **N-amdnio em plantas de gko transgénicas
na presenca de N ou ap6s 3 dias de deficiéncia de N.
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