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RESUMO

KOLTUN, A. Identificacdo e caracterizacdo funcional de genes da subfamilia
Ammonium Transporter 2 (AMT2) de cana-de-acUcar (Saccharum spp.) 2016. 146 p.
Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2016.

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) desempenha um papel de grande importancia no cenario
socioecondmico brasileiro, e representa 42% da matriz energética renovavel do pais. A
expansdo da area de cultivo da cana-de-acUcar para solos marginais e a necessidade de
manutenc¢do da alta produtividade dessa cultura tem levado a maior aplicacdo de fertilizantes a
base de nitrogénio (N). Tal fato aliado a baixa responsividade da cana-de-agUcar a
fertilizantes nitrogenados acarreta altos custos econdmicos e ambientais. O aménio é a fonte
preferencial de N para essa graminea, sendo que pouco se conhece sobre a funcionalidade dos
transportadores de NH," pertencentes a familia génica AMT (AMMONIUM TRANSPORTER).
Neste contexto, € relevante esclarecer os mecanismos que influenciam na eficiéncia do uso de
N (NUE), visando reduzir o impacto econdmico e ambiental da aplicagdo dos fertilizantes
nitrogenados nos sistemas agricolas. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo a
caracterizagdo molecular e funcional de membros da subfamilia AMT2 de cana-de-agucar
através de expressao heter6loga em mutantes de Saccharomyces cerevisiae (cepa 31019b) e
Arabidopsis thaliana (gko), defectivos no transporte de amdnio. As sequéncias génicas e
promotoras de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A foram identificadas em biblioteca de BAC (bacterial
artificial chromosome) de cana-de-agucar (cultivar ‘R570”). Andlises de expressdo génica de
SCAMT2;1 e SCAMT3;3A em cana-de-agucar demonstraram uma expressao preferencial em
raizes e em folhas maduras, respectivamente, e que estes genes sdo regulados de maneira
distinta entre si e entre os 6rgéos, de acordo com o desenvolvimento e com o status de N da
planta. A complementacdo de levedura com os AMT2 de cana-de-agUcar demonstrou que estes
genes restauram o crescimento do mutante, sendo que SCAMT2;1 permite maior absorcdo de
amonio; porém o experimento ndo indicou sensibilidade dessas proteinas ao metilaménio
(analogo téxico ao amodnio). Experimentos de localizacdo da expressdo oOrgdo/tecido
especifico em arabidopsis selvagem ‘Col-0°, utilizando os promotores de SCAMT2;1 ou
SCAMT3;3A fusionados a GUS ou GFP, demonstraram que esses AMTSs sdo preferencialmente
expressos na regido da endoderme/periciclo e vascular das células das raizes e regido vascular
da parte aérea, sendo regulados pela disponibilidade e fonte de N. Plantas de arabidopsis gko
superexpressando SCAMT2;1, SCAMT3;3A ou transformadas com SCAMT2;1 dirigido por seu
promotor enddgeno, crescidas in vitro com aménio como fonte exclusiva de N, apresentaram
um aumento significativo na producdo de biomassa em relacdo a gko ndo transformada,
principalmente para SCAMT2;1, indicando que essas proteinas sdo capazes de transportar
amonio e complementar o mutante. Dados de influxo e acimulo de **N-aménio in vivo em
raizes e parte aérea de plantas gko superexpressando ScAMT2;1 ou ScAMT3;3A
demonstraram que SCAMT2;1 atua na absorcdo de amdnio pelas raizes e provavelmente do
carregamento do xilema, enquanto ScAMT3;3A esta possivelmente envolvida na
remobilizacdo de aménio na parte aérea, podendo atuar aditivamente na absorgdo de NH;" em
raizes sob alto amdénio. Esses resultados indicam que os transportadores SCAMT2;1 e
ScAMT3;3A de cana-de-acucar sao funcionais, atuando com propriedades e funcdes distintas
no transporte de amdnio nessa graminea e de acordo com a disponibilidade de N.

Palavras-chave: BAC. Expressdao heter6loga. Saccharomyces cerevisiae. Arabidopsis
thaliana. Translocagdo e remobilizacdo de nitrogénio.
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ABSTRACT

KOLTUN, A. Identification and functional characterization of genes from the
Ammonium Transporter subfamily 2 (AMT2) in sugarcane (Saccharum spp.). 2016. 146 p.
Dissertagdo (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2016.

Sugarcane (Saccharum spp.) plays a major role in the Brazilian socio-economic scenario, and
represents 42% of renewable energy sources in the country. The expansion of sugarcane
cultivation to marginal lands and the requirement to maintain high yields have led to
increased application of nitrogen (N) fertilizer. This fact, coupled with the low response of
sugarcane to N fertilization, entails high economic and environmental costs. Ammonium is
the preferred source of N by this grass; however, little is known about the functionality of
NH," transporters belonging to the AMT gene family (AMMONIUM TRANSPORTER). In this
context, it is important to clarify the mechanisms that affect the nitrogen use efficiency (NUE)
in order to reduce the economic and environmental impact of the application of N fertilizers in
agricultural systems. Therefore, this study aimed to conduct the molecular and functional
characterization of members of the AMT2 subfamily from sugarcane by heterologous
expression in mutants of Saccharomyces cerevisiae (strain 31019b) and Arabidopsis thaliana
(gko), both defective in ammonium transport. Gene and regulatory region sequences of
SCAMT2;1 and SCAMT3;3A were identified in a bacterial artificial chromosome (BAC) library
of sugarcane (cultivar ‘R570”). Expression analysis of SCAMT2;1 and SCAMT3;3A in
sugarcane showed a preferential expression in roots and mature leaves, respectively, and
indicated a distinct expression pattern between genes and organs according to the ontogeny
and the N status of the plant. The yeast complementation with AMT2 of sugarcane
demonstrated that these genes restore the mutant growth, with SCAMT2;1 enabling higher
ammonium absorption; however, the experiment did not indicate sensitivity to
methylammonium (toxic ammonium analog). Arabidopsis wild type 'Col-0' transformed with
the promoter region of SCAMT2;1 or SCAMT3;3A directing the expression of GUS or GFP,
demonstrated preferential expression in the endodermis/pericycle regions of roots and
vascular region in shoots, being regulated by the availability and source of N. Arabidopsis
gko overexpressing SCAMT2;1, SCAMT3;3A or transformed with SCAMT2;1 driven by its
endogenous promoter, grown in vitro with ammonium as the sole source of nitrogen, showed
a significant increase in biomass production compared to untransformed gko, especially for
SCAMT2;1, indicating that these proteins are capable of transporting ammonium and
complementing the mutant. Data of *>N-ammonium influx and accumulation in vivo in roots
and shoots of gko plants overexpressing SCAMT2;1 or SCAMT3;3A showed that SCAMT2;1
acts in ammonium uptake by roots and probably in the xylem loading, while SCAMT3;3A is
possibly involved in ammonium remobilization in shoots, and may act additively in the
absorption of NH," in roots under high ammonium. These results indicate that SCAMT2;1 and
ScAMT3;3A from sugarcane are functional, working with distinct properties and functions in
ammonium transport according to the availability of N.

Keywords: BAC. Heterologous expression. Saccharomyces cerevisiae. Arabidopsis thaliana.
Nitrogen translocation and remobilization.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a populacdo mundial seja de sete bilhdes de pessoas e que atingira, em
2050, mais de nove bilhdes (DESA, 2010; TESTER; LANGRIDGER, 2010). Esse
crescimento pressiona a demanda por alimentos e energia, a qual vem sendo atendida,
principalmente, pela expansdo de novas areas de cultivo e pelo aprimoramento da agricultura
(MARTINELLI; FILOSO, 2008; ERISMAN et al., 2010). As projecdes sdo de que, nos
préximos anos, havera um incremento substancial no uso de fertilizantes quimicos no Brasil,
principalmente dos nitrogenados, para atender a essa intensificagdo da agricultura e a
recuperacdo de areas degradadas. O uso excessivo de fertilizantes a base de nitrogénio (N),
aliado a uma perda de 50 a 70% do N adicionado (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010),
tem introduzido cada vez mais N reativo no ambiente (GALLOWAY et al., 2008; AUSTIN et
al., 2013), o que aumenta a emissdo de gases do efeito estufa e a contaminacdo de corpos de
agua com importantes consequéncias ambientais (GALLOWAY et al., 2008; ERISMAN et
al., 2010). Assim, a liberacdo de compostos nitrogenados em excesso para 0 ambiente ameaca
a qualidade do ar, da agua e do solo.

A crescente preocupacdo com a alteracdo climatica global e a seguranca energética
gerou a necessidade da substituicdo do consumo de combustiveis fosseis por biocombustiveis
renovaveis (TILMAN et al., 2009; MILLER, 2010; FLAVELL et al., 2011). Neste contexto, 0
Brasil possui destaque mundial na producéo de bioetanol combustivel utilizando a cana-de-
acucar (Saccharum spp.) como matéria-prima (BALDANI et al., 2002). A cana-de-agucar
possui um papel de grande importancia no cenario agricola e econémico brasileiro. Quanto a
nutricdo mineral desta cultura, o nitrogénio apresenta grande importancia em seu crescimento,
desenvolvimento e produtividade, sendo o amdnio sua fonte preferencial (ROBINSON et al.,
2011). Com a finalidade de potencializar a producdo de cana-de-acucar, a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados tem se tornado uma pratica cada vez mais intensiva. Deve-se
destacar, porém, que a cana-de-agUcar apresenta baixa resposta a adubacdo nitrogenada,
principalmente em ‘cana planta’, e que as perdas advindas da fertilizacdo de N nessa espécie
podem chegar a 50% (TRIVELIN et al., 2002; FRANCO et al., 2008). As causas desta baixa
responsividade ainda ndo estdo totalmente esclarecidas.

Diante deste cenario, fica evidente a importancia de criar estratégias para manter a
competitividade do biocombustivel com um balango energético positivo na producédo de cana-

de-agUcar, objetivando reduzir a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados e obter plantas com
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maior eficiéncia no uso de N e assim diminuir o impacto econdmico nos sistemas agricolas e
os danos ambientais. Apesar da preferéncia de cana-de-aglcar por amdnio, pouco se conhece
sobre os genes que codificam esses transportadores em plantas cultivadas. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi a caracterizagdo molecular e funcional de transportadores de amonio
da subfamilia AMT2 de cana-de-agUcar nos sistemas heterdlogos Saccharomyces cerevisiae e
Arabidopsis thaliana, visando elucidar a funcdo desses transportadores no processo de

absorcdo e redistribuicdo de amdnio nesta graminea.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Fertilizantes nitrogenados

A participacdo do nitrogénio em estruturas de blocos fundamentais da vida, como
aminoécidos, &cidos nucléicos, enzimas, horménios e pigmentos, faz dele um elemento
crucial para o crescimento, desenvolvimento e produtividade de plantas (DECHORGNAT et
al., 2011). Devido as inimeras funcGes com as quais esta relacionado no metabolismo dos
vegetais, € considerado um dos mais importantes fatores, apds a deficiéncia de agua, que
limita a producgdo de biomassa em ecossistemas naturais e na maioria dos sistemas agricolas
(ROBERTSON; VITOUSEK, 2009). Apesar de constituir 78% da atmosfera terrestre,
o N atmosférico € biologicamente inerte, sendo que apenas uma pequena parcela de espécies
de procariotos é capaz de reduzir o dinitrogénio, portanto, 0 N, precisa ser convertido para
uma forma mineral para que esteja disponivel para as plantas (VITOUSEK et al., 1997;
MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

As principais formas de entrada de N no solo agricola sdo a deposicdo de matéria
organica, fixacdo bioldgica de N, e, em maior propor¢do a utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados produzidos por processos industriais (CORDEIRO, 2008). O advento da
producgdo sintética de fertilizantes a base de N pelo processo ‘Haber-Boch’ no inicio do século
XX permitiu o notavel crescimento da produtividade na agricultura moderna (GALLOWAY;
COWLING, 2002; TILMAN et al., 2002), e consequentemente 0 numero de pessoas
sustentadas por hectare (ha) de terra cultivada subiu de 1,9 para 4,3 entre 1908 e 2008
(ERISMAN et al., 2008). Apesar dos beneficios, esse processo de fixacdo industrial de N
emprega altas temperaturas (> 400°C) e pressdes (150-300 atm) (OLIVEIRA et al., 2013),
alcancadas por meio de energia proveniente de combustiveis fésseis ndo renovaveis, sendo,
portanto, um processo altamente dispendioso energética e ambientalmente.

Para suprir a demanda crescente de alimentos e energia, estima-se que 0 uso de
fertilizantes nitrogenados tenha passado de 11,6 milhdes de toneladas (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). Os fertilizantes nitrogenados aplicados
no solo passam por uma série de transformacdes quimicas e microbianas, além disso, estima-
se que as perdas de N no sistema solo-planta sejam em torno de 50% e 70% (PEOPLES et al.,

1995), podendo resultar na contaminagdo de solos e de corpos de agua devido,
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principalmente, a lixiviagdo de nitrato (TILMAN, 1999; SCHRODER et al, 2004;
VITOUSEK et al., 2009; FOLEY et al., 2011); na perda da biodiversidade (DIRZO; RAVEN,
2003); na contaminacgédo da atmosfera pela emissdo de gases causadores do efeito estufa, como
0 Oxido nitrico e a aménia (TILMAN, 1999; SCHRODER et al., 2004; VITOUSEK et al.,
2009; FOLEY et al., 2011), e no constante aumento do N reativo em ecossistemas terrestres
(MARTINELLI; FILOSO, 2008).

A ureia (CH4N20) é amplamente utilizada no Brasil, representando 66% do total de
fertilizantes nitrogenados aplicados (ANDA, 2015), apesar do alto potencial para perdas
através da volatilizacdo (CANTARELLA et al., 2008). No entanto, maior preocupacgdo esta
voltada para perdas por emissao de N,O resultante da producdo de biocombustivel. Estudos
tem demonstrado que, sob uma perspectiva ambiental, a transformacao de fertilizantes a base
de N em gases N,O podem descompensar as vantagens provenientes da substituicdo do uso de
combustiveis fésseis por biocombustiveis (OTTO et al., 2016). Apesar da producdo de
bioenergia ter o potencial de reduzir as emissdes de CO, da queima dos combustiveis fosseis,
essas culturas também trazem a tona problemas com o ambiente relacionados a alta e continua
demanda de N para alcancar altos niveis de produtividade (OTTO et al., 2016).

Considerando esses aspectos, fica evidente a necessidade de melhorar a eficiéncia dos
sistemas agricolas no que diz respeito ao uso de fertilizantes a base de N, sendo este um
grande desafio para a agricultura moderna (TILMAN et al., 2001; SIMMONS et al., 2008;
MUELLER et al., 2012). Desse modo, o conhecimento sobre a resposta das espécies vegetais
ao N adicionado poderia possibilitar um manejo eficiente da cultura, diminuindo o custo de

producdo e a contaminagdo ambiental.

2.2 Cenario atual da producéo de cana-de-acucar no Brasil

O governo brasileiro desenvolveu o Programa Nacional do Alcool (Proalcool) em
1975 para incentivar a substituicdo em larga escala dos combustiveis a base de petréleo por
etanol, o qual consequentemente promoveu o rapido crescimento da industria da cana-de-
acucar brasileira (GOLDEMBERG, 2007). Atualmente, o Brasil é o pais que mais produz
cana-de-actcar no mundo, seguido da india e da China (FAOSTAT, 2015), e ocupa a 1% e
22 posicOes de maior produtor mundial de agucar e etanol (UNICA, 2016). A cana-de-agUcar

pode ser considerada uma das principais culturas do pais em termos socioeconémicos,
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sendo que o setor sucroalcooleiro é responsavel por mais de um milhdo de empregos diretos e
3,6 milhdes de empregos indiretos, com uma movimentacdo financeira anual de mais de
100 bilnges de reais (NEVES et al., 2014).

A producdo de biocombustivel é imprescindivel para diminuir a dependéncia de
formas externas e nao renovaveis de energia, como o petrdleo, e com isso diminuir a
susceptibilidade a flutuagcbes de precos, e 0s impactos ambientais gerados por esses
combustiveis (SIMMONS et al., 2008; WACLAWOVSKY et al., 2010). Aproximadamente
45% da matriz energética do Brasil é composta por energia renovavel (CGEE, 2009; UNICA,
2016), e desse total 42% ¢é proveniente da biomassa de cana-de-agUcar, utilizada para
producdo de etanol ou eletricidade (OECD, 2015). Segundo dados do MME (Ministério das
Minas de Energia), de 1970 até 2005, a producdo de energia primaria de cana-de-aglcar
registrou um aumento de cerca de 745%, passando de 3,6 milhdes de toneladas equivalentes
de petréleo (TEP) para 30,4 milhées (PACHECO, 2006).

Atualmente, quase 38% da area cultivada com cana-de-agucar no mundo é encontrada
no Brasil (FAOSTAT, 2015). Para a safra de 2015/16 a area destinada a atividade
sucroalcooleira foi de 8.645,2 milhdes de ha e a producdo nacional foi de 665,5 milhdes de
ton (CONAB, 2016). A producéo brasileira de etanol consolidou-se em 30,5 bilhdes de litros,
desse total, 11,2 bilhGes de litros sdo de etanol anidro, utilizado na mistura com gasolina, e
19,3 bilhdes de litros sdo de etanol hidratado, utilizado nos veiculos flex fuel, com um
aumento expressivo de 13,7%, quando comparado com a producdo da safra anterior
(CONAB, 2016). Algumas projecoes indicam que a area de solo com cultivo de cana-de-
acucar chegara a 11,5 milhdes de ha em 2024, com producdo de cana-de-agUcar aumentando
para 884 milhdes de ton (OECD, 2015). De 2015 a 2024, a producdo de aglcar também
podera aumentar de 39 para 48 milhdes de ton e estima-se um aumento de 30 para
42,5 bilhGes de litros na producao de etanol (OECD, 2015).

A producdo de biocombustivel proveniente da cana-de-agucar tem inimeras vantagens
sobre outras culturas como milho, trigo e beterraba, incluindo baixa demanda de energia
durante o processo de producdo e balango energético altamente positivo. (GOLDEMBERG,
2007; PIMENTEL; PATZEK, 2007; RENOUF et al., 2008; SMEETS et al., 2008).
Essa matéria-prima apresenta alta eficiéncia fotossintética nas regides tropicais, resultando em
alta producdo de biomassa, a qual, em associacdo com a reutilizacdo dos seus
subprodutos, apresenta vantagens econdmicas e ambientais sobre combustiveis fdsseis
(GOLDEMBERG, 2007; NASS et al., 2007; LEAL et al.,, 2013). Outra vantagem que a

indUstria de cana-de-agUcar proporciona ao Brasil em comparagdo com outros paises é a
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flexibilidade que a maioria das refinarias de cana-de-aglcar tem de produzir agucar e etanol
com a mesma cultura, permitindo assim uma répida transicdo de um produto para outro em
resposta a mudancas econémicas e demanda do mercado (OTTO et al., 2016).

Apesar de ser o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, o Brasil apresenta 0 menor
volume de fertilizantes nitrogenados aplicados anualmente em compara¢do com 0s outros
paises produtores em larga escala, 60 a 100 Kg N ha™ (ROBINSON et al., 2011). Porém, esse
panorama pode sofrer alteragdes 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 relagdo entre producdo e sustentabilidade da cultura como alternativa ao
combustivel fossil. Além disso, com o objetivo de maximizar a producdo desta fonte de
energia renovavel, a fertilizacdo de cultivos com nitrogénio € uma pratica que tem sido
realizada de forma desenfreada, a despeito do potencial de contaminacdo do ambiente
(VITOUSEK et al.,, 2009). Em 2014, cerca de 32 milhGes de ton de fertilizantes foram
utilizados em canaviais no Brasil (ANDA, 2014).

Para a maioria das cultivares de cana-de-agucar, ocorre um acumulo de N mais
acentuado no inicio do desenvolvimento. Experimentos em campo utilizando fertilizantes
nitrogenados marcados (*°N) demonstraram que na ‘cana-planta’ apenas 40% do N total
absorvido/metabolizado ¢ derivado de fertilizante, enquanto que na ‘cana-soca’ pode chegar a
70% na fase vegetativa (SILVEIRA; CROCOMO, 1990; FRANCO et al., 2011). Durante a
fase de maturacdo da cana ocorre um decréscimo acentuado do N total, 0 que demonstra a
importancia da aplicacdo do fertilizante nitrogenado nos estagios iniciais da cultura e da
reserva de N no solo nos periodos subsequentes e sugere que a absorcao e transporte de N na
planta possui papel fundamental, principalmente durante o inicio do desenvolvimento
(FRANCO et al., 2011).

Apesar da melhoria dos sistemas de cultivos em cana-de-agUcar com a otimizacdo no
processo de aplicacdo, disponibilidade de N, e o presumivel beneficio proveniente da fixacédo
biologica de N (OLIVEIRA et al., 1999; GAVA et al., 2001; BALDANI et al., 2002;
TRIVELIN et al., 2002; SIMONETE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007), as perdas desse
nutriente no solo podem chegar a 50% (TRIVELIN et al., 2002), o que indica uma baixa
eficiéncia no uso de N em cana-de-acucar (OLIVEIRA et al., 2007; ROBINSON et al., 2011),
sendo que as causas fisiologicas e genéticas dessa reduzida responsividade ainda permanecem
desconhecidas (MENDES, 2006; RESENDE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).
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Assim, a falta de cultivares de alto rendimento nas condicGes de solos marginais e a
tentativa da manutencdo da alta produtividade da cultura canavieira tém acarretado aumento
do consumo de fertilizantes a base de N. Ou seja, apesar da cana-de-agucar ser considerada a
cultura tropical mais adequada para a producgdo de biocombustiveis, as grandes quantidades de
N aplicadas no solo levantam duvidas sobre a sustentabilidade da producdo, e estdo em
desacordo com uma cultura baseada na reducdo da emissdo de gases do efeito estufa
(ROBINSON et al., 2011). Dessa forma, ha a necessidade da compreensdo do processo de
aquisicdo e de transporte de N em cana-de-agucar objetivando obter cultivares com maior
eficiéncia no uso de N (NUE) (HIREL et al., 2007).

2.3 Dinamica do nitrogénio no sistema solo-planta-atmosfera

A absorcéo de N pode ocorrer na forma de N orgénico, como aminoacidos e peptideos
(SCHIMEL; BENNETT 2004; JONES et al., 2005; VINALL et al.,, 2012) e em maior
proporcao sob a forma inorgéanica, como amonio e nitrato. No solo, o0 N encontra-se em maior
proporcdo na forma organica (> 98%) e, portanto, apenas uma pequena fracdo esta
prontamente disponivel para as plantas na forma inorganica (MARSCHNER, 1986;
NASHOLM et al., 2009; HOLST et al., 2012). As formas amoniacal (NH;") e nitrica (NO3)
representam cerca de 80% do total de cations e anions absorvidos pelas plantas (STARCK;
HART, 1997; MILLER; CRAMER, 2004), e estes ions passam pela membrana plasmatica
das células da epiderme e do cértex da raiz por meio de transportadores especificos de
absorcao e transporte (MAYER; LUDEWIG, 2006).

O nitrato, geralmente, é a fonte de N mais abundante no solo (MILLER et al., 2007;
ROBINSON et al., 2011), no entanto, sua forma anidnica o torna mais solivel e mével e,
consequentemente, mais propenso a perdas por lixiviagdo ou conversdo por atividade
microbiana do solo (MILLER et al., 2007; ROBINSON et al., 2011). J4 0 amdnio é um cation
facilmente adsorvido na matriz dos solos, apresentando assim uma prevaléncia maior no
ambiente (MARSCHNER, 1995; MILLER et al., 2007; ROBINSON et al, 2011).
A proporc¢do de fertilizantes absorvidos pelas plantas e remanescente no solo (imobilizado,
solivel ou adsorvido) é de ~58%, com perdas de N por lixiviacdo, volatilizacdo,
desnitrificacdo, percolacdo, e emissdes de N,O e aménia através das folhas representando
42% (OTTO et al, 2016). Além disso, emissdes de ambnia foliar ocorrem
em tecidos senescentes através do estdbmato devido ao ponto de compensacdo de amdnia

(FARQUHAR et al., 1980), e parece ser a principal via de perda de N durante estagios
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avancados de crescimento das plantas (MARIANO et al., 2015), na qual perdas de até 90 kg
de N ha™ tem sido reportadas em campos de cana-de-actcar (TRIVELIN et al., 2002).

Em solos cultivados, a magnitude do N inorgénico pode variar drasticamente na faixa
de micromolar (uM) a millimolar (mM) (GLASS et al., 2001; MILLER et al., 2007). Para
responder a esta magnitude das concentracdes de nitrogénio inorgénico presente na solucéo
dos solos, as plantas desenvolveram mecanismos para regular o influxo de nitrato e amdnio
(GLASS, 2002). Estudos fisiologicos da cinética de absorcdo de N em diversas espécies
revelaram uma caracteristica bifasica, classificando as proteinas da membrana em dois tipos:
0s de baixa afinidade (Low affinity transport system- LATS) e os de alta afinidade (High
affinity transport system- HATS) (WANG et al., 1993; VALE et al., 1988). Os membros de
LATS atuam quando a concentracdo externa de N € alta (N > 1 mM) e ndo exibem saturacéao
cinética. As proteinas pertencentes ao HATS operam sob baixas concentracdes externas de N
(N <1 mM) e séo saturaveis (GLASS et al., 2002). Ambos os sistemas de absorcéo desses
fons sdo modulados pela presenca de transportadores especificos, pela afinidade desses por
amonio ou nitrato, pela concentragio de N presente no solo (LOQUE; VON WIREN, 2004) e
de maneira coordenada com as mudangas no padrdo de crescimento e desenvolvimento das
plantas (KRAISER et al., 2011).

Apesar de nitrato ser a forma de N inorganica presente em maior propor¢do em solos
cultivados, o amonio é a fonte preferencial de N para algumas espécies, como € o caso da
cana-de-acucar (GAZZARRINI et al., 1999; ROBINSON et al., 2011). Estudos realizados
com fertilizantes nitrogenados marcados (*>NH4NO3; e NH;°NO3) demonstraram que, quando
comparada a outras gramineas cultivadas, como sorgo e milho, a cana-de-agucar e espécies
parentais de Saccharum apresentam uma menor capacidade para adquirir e estocar nitrato
quando ha alta disponibilidade de N (ROBINSON et al., 2011) e sob deficiéncia de N
(SEREZINO, 2015). Entre essas espécies, a contribuicdo do nitrato em relacdo ao N total das
plantas foi significativamente menor em cana-de-aclcar, sendo somente de 2 a 5%,
comparada a 22% em milho (ROBINSON et al., 2011). Dados similares foram obtidos em
estudos de campo com plantas de cana-de-aclUcar 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-agucar (ROBINSON et al., 2011; SEREZINO, 2015).
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Dessa forma, é possivel que em condicBes de cultivo, a nutricdo de N pela cana-de-
acucar seja dependente principalmente da aquisicdo de amdnio. Apesar dessa preferéncia,
comparacdes com arroz (Oryza sativa), uma espécie que preferencialmente utiliza aménio
como fonte de N (LOQUE; VON WIREN, 2004), demonstraram que a recuperacio de
fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo é baixa em cana-de-acUcar, variando entre 20% e
30% (CHAPMAN et al., 1994; FRANCO et al., 2011), enquanto em arroz essa recuperacao
pode chegar a 60% (GHALEY et al., 2010), o que indica uma reduzida capacidade de
absorcdo de N em raizes de cana-de-agucar.

Assim, o ciclo do N apresenta uma dindmica complexa, pelas maultiplas
transformagdes e por sua mobilidade no sistema solo-planta-atmosfera. Levando-se em
consideracdo os fatos expostos, fica clara a necessidade de buscar novas solucdes visando o
aumento e manutencdo de produtividade e a maior eficiéncia na utilizacdo de fertilizantes a

base de N em cana-de-agucar.

2.3.1 Eficiéncia no uso de nitrogénio em plantas

O processo de eficiéncia no uso do nitrogénio envolve a eficacia da absorcao de fontes
de N do solo, assim como, da utilizacdo de N na planta, a qual compreende os processos de
assimilacdo e remobilizacdo deste nutriente durante o desenvolvimento da cultura (GOOD et
al., 2004; LEA; AZEVEDO, 2006; FAN et al., 2007; HIREL et al., 2007). Em plantas
utilizadas para producdo de biomassa, como cana-de-acUcar, 0 NUE €é expresso como peso
fresco ou seco produzido por contetdo de N (GOOD et al., 2004). Diversidade genética para a
eficiéncia no uso interno de N (iNUE) em cana-de-acucar foi identificada, apesar de limitada,
indicando a possibilidade de explorar essa caracteristica em programas de melhoramento
genético, o que poderia contribuir para a sustentabilidade da cultura em relacdo ao uso de N
(ROBINSON et al., 2007).

O processo de assimilacdo de N parece ter uma funcdo essencial para aumentar o NUE
em cereais. Grande parte do nitrato absorvido é transportada para a parte aérea, onde €
reduzido a nitrito pela nitrato redutase (NR) no citoplasma, sendo depois reduzido a aménio
pela nitrito redutase (NiR), nos plastideos, e pela glutamina sintetase (GS) (LAM et al., 1996).
O ambnio derivado da reducdo do nitrato, ou absorvido diretamente do solo, € assimilado em
aminodcidos via ciclo GS/GOGAT (glutamina-2-oxoglutarato  aminotransferase)
(LAM et al., 1996; DONATO et al., 2004). A superexpressao da glutamina sintetase (GS1)

citosolica em milho levou & maior producdo de grdos quando as plantas foram submetidas a
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alta fertilizacdo de N (MARTIN et al., 2006), e plantas transgénicas de tabaco
superexpressando GS também apresentaram maior acimulo de biomassa (OLIVEIRA et al.,
2002).

Diferentemente dos demais cereais citados, em um estudo para acimulo de biomassa e
eficiéncia do uso de N em populagdo segregante resultante do cruzamento entre Saccharum
officinarum e a cultivar comercial Q165* foi constatado que a cultivar comercial
apresenta melhor performance para NUE quando cultivada em altas concentracfes de N
(ROBINSON et al., 2007). Esse alto desempenho, no entanto, ndo estava relacionado a
atividade da GS, sugerindo que essa enzima tem pouco impacto na eficiéncia para uso de N
no caso de cana-de-agicar (ROBINSON et al., 2007). Além disso, foi constatada atividade
constitutiva das enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase em variedades de cana-de-
acucar mesmo na auséncia de nitrogénio (DONATO et al., 2004), o que poderia indicar uma
baixa relacdo destas enzimas com o processo de assimilacdo e consequentemente com o NUE
(LEA; AZEVEDO, 2006; ROBINSON et al., 2007).

Os valores de NUE para cana-de-agucar no Brasil variam de 7% a 40% (com média de
26%) (TRIVELIN et al., 1995; TRIVELIN et al., 2002; GAVA et al., 2003; VITTI, 2003;
FARONI, 2008; FRANCO et al., 2008), enquanto a porcentagem de N total na planta
derivado de fertilizantes varia entre 23% e 37% (com média de 32 %) (BASANTA et al.,
2003; VITTI, 2003; FARONI, 2008). Dentre as estratégias para aumentar o NUE de cana-de-
acucar estdo o manejo correto de fertilizantes na cultura (taxa, periodo, frequéncia de
aplicacdo) e a utilizagdo de genotipos mais eficientes no uso de N (OTTO et al., 2016).
Estudos tem demonstrado que existe variabilidade genética para esta caracteristica
(ROBINSON et al., 2007; WHAN et al., 2010), com alguns genotipos sendo altamente
eficientes no uso de N para producdo de biomassa, enquanto outros sao capazes de armazenar
N durante os estagios iniciais da cultura (ROBINSON et al., 2007; ROBINSON et al., 2008;
WHAN et al., 2010; ROBINSON et al., 2011).

A magnitude de perdas de N e baixo NUE da cana-de-agUcar reflete em significativos
custos financeiros e ambientais (THORBURN et al., 2011; SKOCAJ et al., 2013),
e ha uma preocupacdo crescente em relacdo a sustentabilidade econémica e ambiental do
aumento da dependéncia por fertilizantes de N para a producdo de culturas para bioenergia
(ERISMAN et al., 2010). O N proveniente da mineralizacdo da matéria organica é a principal
fonte de N durante a maior parte do periodo de cultivo da cana-de-agucar, e nesse sentido,

fica evidente a necessidade de realizar a caracterizagdo fisiologica, genética e molecular do
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processo de absorcdo/aquisicdo de N do solo e transporte de N na planta, objetivando o
melhoramento do NUE em cana-de-agucar.

2.3.2 Transportadores de aménio

As proteinas transportadoras de amdnio pertencem a superfamilia MEP/AMT/Rh -
METHYLAMMONIUM PERMEASES/AMMONIUM TRANSPORTERS/RHESUS
(GAZZARRINI et al., 1999; LOQUE; VON WIREN, 2004), e sio identificadas em todos os
dominios da vida (BAO-ZHEN et al., 2009). O primeiro transportador dessa superfamilia foi
identificado em um mutante de levedura por meio de testes de resisténcia a metilaménio
(MA), um analogo toxico do amonio (DUBOIS et al., 1979). Posteriormente, estudos de
complementacdo de mutantes defectivos permitiram identificar genes transportadores de
amonio e suas respectivas proteinas em leveduras e plantas (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).

A familia AMT codifica diversas proteinas responsaveis pelo transporte de aménio em
diversos orgaos (GAZZARINI et al., 1999). Sequéncias de AMTs foram identificadas em
Arabidopsis thaliana (6 AMTs; SOHLENKAMP et al., 2000), Solanum Lycopersicum
(4 AMTs; VON WIREN et al., 2000a), Lotus japonicus (4 AMTs; SIMON-ROSIN et al.,
2003; D"APUZZO et al., 2004), Oryza sativa (12 AMTs; SUENAGA et al., 2003; SONODA
et al., 2003), Populus trichocarpa (14 AMTs; COUTURIER et al., 2007), Glycine max
(16 AMTs; KOBAE et al., 2010), Sorghum bicolor (8 AMTs; KOEGEL et al., 2013), Zea
mays (7 AMTs; GU et al., 2013), Pyrus betulaefolia (3 AMTs; LI et al., 2014 e 2015), dentre
outras espécies.

Nota-se que o numero de genes AMTs presentes nas diversas espécies varia
consideravelmente e assim, pode-se concluir que cada espécie possui um sistema de
transporte de amonio resultante da selecdo a que foi submetida durante o processo evolutivo
e/ou domesticacdo. Essa familia é subdividida em AMT1 e AMT2 (SOHLENKAMP et al.,
2000; LOQUE; VON WIREN, 2004), sendo que, as sequéncias génicas de AMT2 sdo mais
semelhantes aos transportadores isolados de Saccharomyces cerevisiae (MEP) e Escherichia
coli do que aos transportadores de plantas da familia AMT1 (SOHLENKAMP et al., 2000;
LOQUE; VON WIREN, 2004).
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Estudos fisiologicos, genéticos e de influxo de amdnio sugerem que uma organizacao
espacial desses transportadores parece ser fundamental para homeostase de N em plantas
(LOQUE; VON WIREN, 2004). Os membros da subfamilia. AMT1 sdo preferencialmente
expressos em raizes, com excecdo de LeAMTL1;3 de tomate e LJAMTL1;1 e LJAMT1;2 de
Lotus japonicus (VON WIREN et al., 2000a; D"APUZZO et al., 2004), enquanto AMT2;1 de
Arabidopsis thaliana (SOHLENKAMP et al., 2002), Oryza sativa (SUENAGA et al., 2003),
Lotus japonicus (SIMON-ROSIN et al., 2003) e Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013),
apresentaram expressdo em todos 0s 6rgéaos da planta e outros membros da subfamilia AMT2
(OsAMT3;1, OsAMT3;2 e OsAMT3;3; GAUR et al., 2012) apresentaram maior acimulo de
transcritos ou foram encontrados exclusivamente na parte aérea (PbAMT3; LI et al., 2015).
Além da localizacao diferenciada, o padréo de regulagdo dos AMT2 em relacéo a deficiéncia
de N ou suprimento com diferentes fontes nitrogenadas € altamente variavel entre as espécies
(COUTURIER et al., 2007; BAO-ZHEN et al., 2009; GAUR et al., 2012; LI et al., 2015).

Estes padrdes de expressdo distintos indicam que os membros da familia dos AMTs
atuam ndo s6 na captacdo de amdnio nas raizes, mas também no transporte de aménio entre
células adjacentes em raizes (SUENAGA et al., 2003) e na parte aérea durante a reciclagem
de amoénio em processos como senescéncia foliar e fotorrespiragdo (HOWITT; UDVARDI,
2000; SOHLEMKANP et al., 2000; VON WIREN et al., 2000b; SOUZA; FERNANDES,
2006) visando a manutencdo do status de N na planta. Sendo assim, a presenca de varias
formas de transportadores de amoénio nas plantas superiores permite uma maior flexibilidade
na regulacdo em organelas, células, tecidos ou ainda, na especializacdo de Orgdos, alem de
permitir que as células absorvam amdnio sob um amplo espectro de concentracfes e impedir a
deficiéncia ou toxidez por amdnio (D"APUZZO et al., 2004).

As diversas proteinas transportadoras da familia AMT apresentam afinidades distintas
pelo amdnio e atuam de forma aditiva no processo de aquisicdo de amdnio pelas raizes
(YUAN et al., 2007). Todas as proteinas AMTL1 estudadas até este momento sdo saturaveis,
apresentam alta afinidade pelo NH,;" e também podem transportar metilaménio (CEREZO et
al., 2001). Porém a caracterizacdo de genes AMT2 tem demonstrado que as proteinas dessa
subfamilia ndo sdo capazes de transportar metilamonio (MA) (ROON et al., 1975;
SOHLENKAMP et al., 2000; SIMON-ROSIN et al., 2003; COUTURIER et al., 2007;
PEREZ-TIENDA et al., 2011; LI et al., 2015).

A existéncia de um sistema de sinaliza¢do e regulacdo para os transportadores de N
dificultam a obtencdo de plantas mais eficientes na absorcdo deste nutriente, pois ha diversos

escapes para manter a homeostasia na planta (LEA; AZEVEDO, 2006). Considerando que a
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maior eficiéncia na absorcao e transporte de N esté relacionada & maior producéo de biomassa
(LEA; AZEVEDO, 2006), estudos moleculares estdo voltados para o entendimento e
identificacdo dos transportadores de N presentes na membrana plasmética das células, os
quais sdo fundamentais para melhoria do uso eficiente em plantas.

N&o ha registros sobre a identificacdo e caracterizacdo de genes AMT2 para a cana-de-
acucar, o que indica a relevancia deste trabalho. Considerando a importéncia socioecondémica
e ambiental da cultura da cana-de-acucar no Brasil, o papel fundamental dos transportadores
de amdnio para a compreensao e possivel aumento da eficiéncia no uso do nitrogénio em
cana-de-acUcar, 0 objetivo desse trabalho consistiu na identificacdo e caracterizacdo funcional
e molecular dos genes codificadores de transportadores de aménio da subfamilia AMT2 de

cana-de-agucar em sistemas heterologos (Saccharomyces cerevisiae e Arabidopsis thaliana).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacéo dos genes AMT2 em biblioteca de BAC (bacterial artificial chromosome)

de cana-de-agucar

A primeira etapa do trabalho consistiu na identificacdo dos genes AMTs (ammonium
transporters) em biblioteca gendmica de BAC de cana-de-agUcar (cultivar '/R570") disponivel
no Laboratdrio GaTE (Genomes and Transposable Elements) da Profé. Marie Anne van Sluys
do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&@o Paulo (IB/USP). Essa biblioteca é
constituida de 269 placas com 384 clones cada, representando um total de 103.296 clones
com cobertura de 4,5 vezes o genoma de cana-de-agUcar, e probabilidade de 98% de
identificar sequéncias de interesse no genoma da espécie (TOMKINS et al.,, 1999). Os
primers (iniciadores) utilizados para essa busca foram previamente desenvolvidos em
colaboracdo com o Prof® Renato Vicentini (Laboratorio de Bioinformatica e Biologia de
Sistemas, UNICAMP), com base em sequéncias de genes ortologos de Arabidopsis thaliana e
Oryza sativa no banco de dados do SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags)
(Tabela 1). O processo de selecdo de BACs foi realizado atraves de pools 3D por meio de trés
reaces de amplificacdo em tempo real com a 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 validacéo.

Tabela 1 - Sequéncias de primers relativos aos genes que codificam proteinas transportadoras
de aménio e os respectivos tamanhos esperados dos amplicons, utilizados para a busca de
genes da subfamilia AMT2 em biblioteca de BAC de cana-de-acUcar

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
SCAMT2;1 For GGCAGCATCGTGAAGAAGAA
SCAMT2;1 Rev CACCAGCACCCACACCAG 90 pb
SCAMT3;1C For GGCAGCATCGTGAAGAAGAA
SCAMT3;1C Rev CCACACCACCCAGCAGA 141 pb
SCAMT3;2C For TCGCCAACGGGAACATC

SCAMT3;2C Rev GGCACGAACAGCATCCAC 250 pb
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As reagdes de PCR em tempo real continham 100 ng do pool de DNA, 0,4 uM de cada
iniciador (Tabela 1), 1X SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.;
Waltham, MA, EUA) e &gua ultra pura Milli-Q estéril para um volume final de reacdo de
15 pL. Os passos da reagdo foram constituidos de uma desnaturagdo 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 reagdes foi incluido um controle negativo (sem
DNA) e um controle positivo (100 ng de DNA genémico de cana-de-agUcar) em duplicatas.

Apos a identificagdo das coordenadas, os clones positivos foram validados por meio
do crescimento das bactérias em meio LB (Luria-Bertani) liquido (10 g L™ de triptona, 5 g 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. Apds esse periodo, 1 pL da cultura foi utilizado como template
para uma nova reacdo de PCR em tempo real (conforme descrito acima). As culturas contendo
bactérias positivas para a presenca dos genes foram entdo riscadas em placas contendo LB
s6lido (15 g L™ de &gar) e 12,5 ug mL™ de cloranfenicol e crescidas a 37 °C por 12 h. Para
cada 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, Disseldorf,
Alemanha) conforme instrucées do fabricante.

Os BACs positivos para a presenca dos genes AMTs foram sequenciados 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 colaboracdo com a Proft. Nathalia de Setta da Universidade Federal do ABC
(UFABC) utilizando o programa Artemis: Genome Browser and Annotation Tool (versao
16.0.11) (RUTHERFORD et al., 2000) e como referéncia os genes de sorgo SbAMT2;1
(gb|sb09g02030) e SLAMT3;3A (gh|Sb04g022390). As sequéncias utilizadas na identificacdo
foram alinhadas pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e através deste resultado
foi gerada uma arvore filogenética pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013)

empregando maxima parcimonia.
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3.2 Anélises de localizacdo da expressao tecido-preferencial e perfil transcricional dos
genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A em cana-de-agucar

Apos a identificacdo de sequéncias de AMTs de cana-de-acucar em biblioteca de BAC,
foi realizada uma anélise de localizacdo tecido-preferencial e perfil transcricional dos genes
detectados e para isso RNA total de cana-de-acucar foi extraido e sintese de cDNA foi
realizada para as andlises de expressdo génica. As amostras de material vegetal foram
gentilmente cedidas pelo mestre Luis Henrique Damasceno Serezino do Laboratério de
Melhoramento de Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura pertencente a
Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP). Plantas de cana-de-agUcar foram cultivadas por trés
meses em solucdo nutritiva contendo 1 mM de NH4NOs3, posteriormente transferidas para
solugdo contendo 2 mM NH;NOs (+N) por 2 d, e entdo submetidas a dois tratamentos:
deficiéncia de N (-N) e alto N (5 mM de NH;NO3). Amostras de raizes, colmo, folhas recém
expandidas (+1) e maduras (+3) foram coletadas em triplicata nos periodos de 0, 1, 5e 10 d
em cada tratamento, e congeladas em N liquido.

As amostras coletadas tiveram o RNA total extraido seguindo o método descrito em
Leal et al. (2007) com algumas modificacBes. As amostras foram maceradas manualmente em
cadinhos de porcelana tratados com agua 0,01% DEPC (dietilpirocarbonato) ativa e
posteriormente autoclavados, em N liquido e transferidas para microtubos de polipropileno de
1,5 mL. Aos microtubos adicionou-se 1 mL de tampéo de extracdo (2% CTAB, 2 M NaCl,
100 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA, 2% PVP, e 2% R-mercaptoetanol em agua 0,01%
DEPC inativa) pré-aquecido a 65 °C. Apos a homogeneizacdo em banho-maria a 65 °C por
cerca de 40 min, as amostras foram colocadas no gelo por 1 min, e entdo, foi adicionado aos
tubos 1 mL de CIA (cloroférmio:alcool-isoamilico 24:1) e estes foram centrifugados a
9000 rcf por 10 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
1,5 mL, no qual adicionou-se um volume igual de CIA, e as amostras foram emulsionadas por
inversdo e em seguida centrifugadas a 9000 rcf por 10 min a 4 °C. Novamente, o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e um volume de */, referente ao sobrenadante
recuperado foi adicionado de 10 M LiCl, e as amostras foram entdo incubadas a 4 °C por 12 h.
Apos esse periodo, uma nova centrifugacdo foi feita a 9000 rcf por 30 min a 4 °C, e 0
sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi lavado duas vezes com 500 pL de 75%
etanol e centrifugado a 9000 rcf por 10 min a 4 °C. Por fim, foi feita a ressuspensdo do

precipitado em 20 uL de agua 0,01% DEPC inativa e 0 RNA foi armazenado a -80 °C.
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O RNA total foi quantificado em NanoDrop (Thermo Fischer Scientific) e sua
integridade foi verificada em gel TAE (40 mM de Tris-Base, 20 mM de acido acético glacial,
1 mM de EDTA pH 8,0, pH 8,3) de 1% agarose corado com SYBR Gold (Thermo Fischer
Scientific) sob luz ultravioleta. Apos a quantificacdo, cerca de 2 pg do RNA de cada amostra
foi tratado com 1 U de DNase | (Thermo Scientific) e tamp&o apropriado, 2 U de Ribolock
RNase Inhibitor (Thermo Fischer Scientific) e agua ultrapura Milli-Q 0,01% DEPC inativa, e
incubado a 25 °C por 15 min. A reagéo foi interrompida com a adigdo de EDTA, e incubada a
65 °C por 10 min. Para o préximo passo, 1 ug de RNA total tratado foi transferido para novos
tubos com 1 pL de oligodT (50 mM) e 1 pL de dNTP (1 mM) e estas amostras foram
desnaturadas a 65 °C por 5 min, e entdo adicionou-se 4 pL de 5X First-Strand Buffer, 1 uL de
DTT 0,1 M e 20 U da enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Thermo Fischer
Scientific). A reacdo permaneceu a 25 °C por 5 min, 50 °C por 1 h seguida de 70 °C
por 15 min. O cDNA foi diluido 1:10 em agua ultrapura Milli-Q estéril para as reacdes de
amplificagdo dos genes.

Para a analise quantitativa de transcritos reversos foi utilizado 5 uL KAPA SYBR
FAST (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA), 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 2),
1 uL do cDNA 1:10 e agua ultrapura Milli-Q estéril para um volume final de reacéo de 10 pL.
Todas as reagfes de RT-g-PCR continham um controle negativo (sem cDNA) e foram
realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen). 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, 62 °C por 25 se 72 °C por 25 s. Apos a amplificacdo, determinou-se a
curva de dissociacdo entre 72 e 95 °C. Em todos os experimentos os valores dos
quantification cycle (Cq) foram utilizados para determinar a diferenca da expressdo génica, de
acordo com método “Delta” (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) razio =2 * ““9 sendo
ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene referéncia) e o A = ACq (tratamento) - ACq (controle). Para
todos os experimentos foram utilizados primers especificos para 0s genes SCAMT2;1,
SCAMT3;3A e para ScUbig2 de cana-de-agucar, o qual foi utilizado como gene de referéncia
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Sequéncias de iniciadores relativos ao gene de referéncia Ubiquitina em cana-de-,
utilizados para analise quantitativa de transcritos reversos

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
RTScCAMT2;1 For GGCAGCATCGTGAAGAAGAA
RTSCAMT2;1 Rev CACCAGCACCCACACCAG 90 pb
RTSCAMT3;3A For AACGCCGCTATGTCTGCTCT
RTSCAMT3;3A Rev ATGAAGGTGGACGACACGCT 246 pb
ScuUbig2 For CTTCTTCTGTCCCTCCGATG
ScUbig2 Rev TCCAACCAAACTGCTGCTC 159 bp

Para as analises de localizacdo da expressdo tecido-preferencial dos transportadores de
ambnio em cana-de-agUcar, as médias dos valores de expressdo génica obtidos foram
normalizadas utilizando os dados de SCAMT2;1 em raiz no tratamento de suficiéncia de
N (+ N; 2 mM NH4NO3) no tempo 0 d para SCAMT2;1 e SCAMT3;3A. Ja para as analises do
perfil transcricional dos AMTs em raizes, colmos, folhas recém-expandidas (+1) e folhas
maduras (+3) de cana-de-agUcar, cada gene teve seus valores relativos de expresséo
normalizados pelos Cq obtidos em raizes no tratamento +N e O d, ou seja, os valores de
expressdo encontrados em raizes para SCATMZ2;1 foram utilizados para normalizar os
resultados referentes a este gene, e 0 nivel de expressao detectado em raizes para SCATM3;3A
foi a referéncia de normalizacéo dos resultados dos demais 6rgédos vegetais avaliados para este

gene.

3.3 Analises in silico das diversas regides promotoras e génicas de SCAMT2;1 e

ScAMT3;3A encontradas nos BACs de cana-de-acucar

Foi realizada uma série de analises in silico com as diversas sequéncias promotoras e
génicas de SCAMT2;1 e SCAMTS3;3A identificados nos BACs para cada um dos genes, com 0
propdsito de selecionar os alvos para a caracterizacdo funcional. O primeiro passo para a
comparacdo dos BACs foi o mapeamento dos genes e elementos mdveis (TES) circundantes
aos AMT2 alvos, pelo programa Artemis, com a perspectiva de verificar se as sequéncias
génicas encontradas eram alelos e de identificar a presenca de TEs na regido regulatoria dos
mesmos. Para auxiliar nessa escolha, os promotores também foram analisados e comparados
através do programa PlantPAN 2.0 (CHOW et al., 2015).
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A identificacdo de possiveis variagdes de nucleotideos e aminoécidos entre as
sequéncias encontradas foi feita através de alinhamentos mdltiplos progressivos com o
algoritmo ClustalW no programa BioEdit (HALL, 1999; TIPPMANN, 2004), incluindo
sequéncias provenientes da andlise de sequenciamento de RNA de alta performance (RNA-
seq) de tecidos de cana-de-agucar (‘SP80-3280’) realizado no Laboratorio de Melhoramento
de Plantas do CENA/USP, para comparagéo.

Ainda para verificar a identidade dessas sequéncias como AMTSs, a presenca de
elementos caracteristicos da superfamilia de transportadores MEP/AMT/Rh foi confirmada.
As sequéncias g@énicas codificando o0s transportadores ScAMT2;1 e ScAMT3;3A
de cana-de-acgUcar foram traduzidas pelo programa ORF Finder
(http://mww.ncbi.nlm.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/) e o motivo assinatura conservado “D-[FYWS]-
[AS]-G-[GSC]-x(2)-[IV]-X(3)-[SAG](2)-x(2)-[SAG]-[LIVMF]-X(3)-[LIVMFYWA](2)-x-[G
K]-x-R” foi verificado pelo programa WebLogo [http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi/

(CROOKS et al., 2004)]. E, finalmente, a presenca de alguns aminoacidos teoricamente
essenciais para as funcdes dos transportadores de amdnio foram verificados atraves do

alinhamento maltiplo das proteinas pelo ClustalW no programa BioEdit.

3.4 Construcao de vetores com as sequéncias génicas dos AMTSs para expressao

heterdloga em levedura, Saccharomyces cerevisiae

Com o intuito de investigar a funcdo dos genes AMTs de cana-de-acUcar SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A, foram propostas duas construcdes para expressdo heterdloga de forma a
complementar uma cepa mutante de levedura (Saccharomyces cerevisiae) defectiva para o
transporte de amonio (GAZZARRINI et al., 1999). As sequéncias génicas foram amplificadas
e clonadas em pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, EUA) e transferidas para o vetor de
destino pDR196 (RENTSCH et al., 1995) por ligacdo de extremidades coesivas. Os
procedimentos e experimentos foram realizados no Laboratorio de Melhoramento de Plantas
do CENA/USP, Piracicaba, S&o Paulo.


http://us.expasy.org/prosite
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi/
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3.4.1 Amplificacdo das sequéncias génicas dos AMTs com bordas de sitios de restri¢ao

para expressao heter6loga em levedura

Iniciadores foram desenhados para amplificacdo das sequéncias codificadoras
completas de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A, contendo bordas com sitios de restricdo enzimética
especificos para cada gene, para posterior formacao de bordas coesivas e ligacdo em vetor de
destino (Tabela 3). Os iniciadores foram desenhados utilizando o programa NetPrimer
(www.premierbiosoft.com/netprimer). O gene AtAMT1;1 de Arabidopsis thaliana, ja descrito
como codificador de proteina transportadora de aménio (MAYER; LUDEWIG, 2006;

LOQUE et al., 2007), foi inserido no processo de amplificacio e clonagem para representar o

controle positivo dos experimentos de expressao heter6loga em levedura.

Tabela 3 - Sequéncias de iniciadores relativos aos genes que codificam as proteinas
transportadoras de aménio AtAMT1;1, SCAMT2;1, e SCAMT3;3A utilizados para a clonagem
dos genes para complementacdo de levedura. Em negrito estdo as sequéncias referentes aos
sitios de restricdo adicionados

Sitio de
Nome Sequéncia dos primers Restricao Amplicon
LevAtAMT1;1 For GAATTCATGTCTTGCTCGGCCAC EcoRl
LevAtAMT1;1 Ver CTCGAGTCAAACCGGAGTAGGTG Xhol 1518 pb
LevScCAMT2;1 For GAATTCATGGCGGCGTCGG EcoRl
LevScAMT2;1 Ver CTCGAGCTACAGCTGAATGGTGAC Xhol 1485 pb
LevScAMT3;3A For ACTAGTATGGCAGCAGGTGCGGTA Spel
LevScAMT3;3A Rev CTCGAGTCAAACATTCTGTGTGACTC Xhol 1464 pb

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando 1X tampdo PCR Kapa, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity Tag polimerase de alta
fidelidade que possui atividade exonuclease (Kapa Biosystems), 0,4 uM de cada primer,
10 ng de DNA plasmidial contendo os respectivos genes de cana-de-actcar (SCAMT2;1 em
pBSK, SCAMT3;3A em PCRS8) previamente sequenciados, ou 15 ng de cDNA de arabidopsis
para 0 gene AtAMT1;1 e &gua ultra pura Milli-Q estéril para um volume final de 25 puL. A
ciclagem utilizada foi uma desnaturacao inicial de 4 min a 95 °C seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 98 °C por 20 s, amplificacdo a 66 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 60 s, € a

extensao final foi de 5 mina 72 °C.


http://www.premierbiosoft.com/netprimer
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A identificacdo dos produtos das reagcdes de PCR foi feita por eletroforese em gel
0,8% agarose corrido em tampdo TAE, corado com SYBR Gold e visualizado sob luz
ultravioleta. Os produtos foram purificados com o uso do kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) de acordo com as instrugdes do
fabricante, e posteriormente quantificados em fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200 (Hoefer
Inc.; Holliston, MA, EUA). Esta etapa de purificacdo foi realizada em todas as clonagens,
sendo recomendada para a remocdo do excesso de primers e dimeros de primers que podem
se recombinar eficientemente com o vetor de entrada na reacdo de ligacdo e aumentar o

namero de falsos positivos na etapa de transformacao de Escherichia coli.

3.4.2 Clonagem das sequéncias génicas dos AMTSs para posterior recombinagdo em vetor

de destino para expressao em levedura

O sistema pGEM-T Easy é constituido por um plasmideo linear que possui uma
deoxitimina (T) em cada uma de suas extremidades 3" e que permite a insercdo direta de
produtos de PCR adenilados, pela enzima T4 DNA ligase (“TA” cloning). Assim, 0S genes
previamente amplificados, purificados de gel de agarose e quantificados, passaram pelo
procedimento A-tailing, j& que a enzima utilizada para a amplificacdo dos genes possui
atividade proofreading,

A partir do produto de PCR purificado e adenilado, foi realizada a reacdo de ligacéo
dessas sequéncias no vetor pGEM-T Easy (Promega) de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. Em seguida, 1 pL da solucdo de ligacdo de cada vetor + inserto de interesse foi
adicionado a 40 pL de solucdo de células eletrocompetentes de de E. coli (cepa DH5a) em
cubetas de 0,2 mm e transformadas com eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories,
Inc.; Hercules, CA, EUA).

Apos a eletroporacdo, as bactérias foram rapidamente transferidas para um tubo
(1,5 mL) com 1 mL de meio SOC (20 g L™ de triptona, 10 g L™ de extrato de levedura,
0,5 g L™ de NaCl, 180 pL de 20% glicose, pH 7,0) e mantido a 120 rpm por 1 h 30 min
a 37 °C. O meio de cultura de bactérias foi centrifugado por 5 min a 2000 rcf, apds essa etapa,
900 pL de SOC foram retirados com uma pipeta e o restante foi cuidadosamente ressuspenso
nos 100 pL restantes. A solucdo celular concentrada foi plaqueada em meio LB sélido
contendo 100 mg L™* de ampicilina, 0,4 mM de IPTG (indutor de p-galactosidase) e
100 mg L™ de X-Gal (substrato da enzima) para selecdo das bactérias transformadas e as

placas foram incubadas a 37 °C por 16 h. Para cada construgdo foram selecionadas 6 col6nias


https://en.wikipedia.org/wiki/Holliston,_Massachusetts
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brancas, que foram inoculadas individualmente em 5 mL de meio LB liquido com 100 mg L™
de ampicilina e crescidas a 37 °C overnight para extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina
(BIRNBOIM; DOLY, 1979).

Para a minipreparacdo de DNA plasmidial, 1,5 mL de cada cultura liquida foram
transferidos para novos microtubos e estes foram centrifugados a 16000 rcf por 1 min.
Descartado o sobrenadante, o procedimento foi repetido para aumentar o rendimento da
extracdo de DNA plasmidial. Em seguida, o precipitado de células foi ressuspenso em 200 pL
de solucdo I (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM EDTA) com forte agitagéo, e
os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 10 min. O préximo passo consistiu em
adicionar 200 pL da solucdo Il (0,2 M NaOH e 1% dodecil sulfato de sodio) ao tubos,
invertidos para mistura dos reagentes e incubados em gelo por 5 min. Posteriormente, foram
acrescentados 150 pL de solucdo 111 (3 M acetato de potassio pH 5,5), a homogeneizacgéo foi
realizada por inversdo e os tubos foram novamente incubados no gelo por 5 min. Passado esse
periodo, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 16000 rcf, e o sobrenadante foi
transferido para novos tubos com 500 pL de fenol: CIA (fenol:cloroformio:alcool isoamilico
25:24:1) gelado, misturados por vortex e centrifugados por 5 min a 16000 rcf.

Apos a centrifugacdo, a fase superior aquosa foi transferida para novos tubos com a
adicao de 500 pL de CIA (24:1), foi realizada a inversdo dos tubos e estes foram novamente
centrifugados por 5 min a 16 000 rcf. A fase liquida superior resultante foi coletada e
transferida para outros tubos, os quais receberam 1 mL de etanol absoluto gelado, sendo
misturados por inversdo, e mantidos a -20 °C por 1 h. A precipitacdo em etanol foi seguida de
centrifugacdo a 16 000 rcf por 10 min a 4 °C, sendo que a solucdo foi descartada e ao pellet
formado foram adicionados 500 pL de etanol 70%, os tubos foram agitados por vortex,
centrifugados por 10 min a 16 000 rcf e o sobrenadante foi novamente descartado.

As amostras foram entdo secas em termobloco a 37 °C (20 a 30 min) e ressuspensas
em 30 puL de TE com ribonuclease para eliminacdo de contaminacdo por RNA (RNAse A
50 ug mL™) seguidas de incubacéo por 15 min a 37 °C. O DNA plasmidial foi quantificado
em fluorébmetro Hoefer DyNA Quant 200 (Hoefer), e a presenca do inserto de interesse foi
confirmada por digestdo com a enzima EcoRI a 37 °C overnight, visualizada em gel TAE de
0,8% agarose corado com SYBR Gold (Thermo Fischer Scientific) sob luz ultravioleta.

Clones positivos para a presenca do fragmento de interesse foram sequenciados
utilizando o sequénciador 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific) do Laboratério
de Melhoramento de Plantas (CENA/USP) afim de confirmar a fidelidade das sequéncias de

interesse no plasmideo de entrada.
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3.4.3 Recombinacéo das sequéncias génicas dos AMTs em vetor de destino para

expressdo em levedura

Apos a confirmacdo da fidelidade das sequéncias clonadas, uma segunda digestao foi
realizada com as distintas enzimas correspondentes a cada gene (EcoRI e Xhol para
SCAMT2;1 e AtAMT1;1 com tampéo Tango 2X, e Spel e Xhol para SCAMT3;3A com tampé&o
G 2X) (Thermo Fischer Scientific) em termobloco a 37 °C overnight. O vetor de destino
pDR196 foi digerido com as respectivas endonucleases, correspondentes a cada sequéncia de
transferéncia para formar extremidades coesivas.

A identificacdo e confirmacdo dos produtos das reacOes de digestdo foram feitas por
eletroforese em gel de 0,8% agarose TAE corado com SYBR Gold (Thermo Fischer
Scientific) e visualizado em luz ultravioleta. Os produtos das triplicatas foram purificados do
gel de agarose e a reacdo de ligacao foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante.

A reacdo de ligacdo foi utilizada na transformacédo de E. coli por eletroporacéo, e 0s
transformantes foram selecionados em meio SOC contendo 100 mg L™ de ampicilina,
(processo descrito na secdo 3.4.2). A confirmagdo da presenca do inserto foi realizada por
digestdo do DNA plasmidial com as enzimas correspondentes ao vetor de destino com cada
gene de interesse. As construcOes resultantes foram nomeados mep:AtAMT1;1,
mep:SCAMT2;1 e mep:SCAMT3;3A (Tabela 4).

Tabela 4 — Sequéncias referentes a genes que codificam as proteinas transportadoras de amonio
AtAMT1;1, SCAMT2;1, e SCAMT3;3A clonadas em pGEM-T Easy, recombinadas em vetor de destino
pDR196, e as construcdes resultantes para expressao heteréloga em levedura

Sequéncia Construcao
AtAMT1;1 mep:AtAMT1;1
ScAMT?2;1 mep:SCAMT2;1

ScAMT3;3A mep:SCAMT3;3A
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3.4.4 Producao de células quimiocompetentes de Saccharomyces cerevisiae

Foi empregada uma cepa mutante de S. cerevisae deficiente em transporte de aménio
para investigar a capacidade de complementacdo dos genes de cana-de-agUcar. Para a
producdo de células de levedura quimiocompetentes, a cepa 31019b do mutante triplo
defectivo para absorcdo de aménio (MATa ura3 meplA mep2A::LEU2 mep34::KanMX?2)
(MARINI et al, 1997), disponibilizada pelo Prof. Dr. Nicolaus von Wirén do
IPK-Gatersleben (Department of Physiology and Cell Biology, Alemanha), foi estriada em
placas de Petri contendo meio de cultura YPD (2% bacto peptona, 2% glicose, 1% bacto
extrato de levedura, e 2% de &gar bacterioldgico) e incubada a 30 °C, até coldnias isoladas
serem visiveis (1 a 3 d). Uma Unica coldnia foi inoculada em tubo de ensaio contendo 5 ml de
meio liquido YPAD (2% bacto peptona, 2% glicose, 1% extrato de levedura, e 80 mg L™
hemisulfato de adenina) e incubada por 16 h em agitador a 30 °C e 200 rpm.

O pré-indculo da cultura foi adicionado a 50 mL de meio 2X YPAD (4% bacto
peptona, 4% de glicose, 2% extrato de levedura, e 80 mg L™ de hemisulfato de adenina)
pré-aquecido. O frasco foi entdo incubado em agitador com 30 °C e 200 rpm por
aproximadamente 4 h. A densidade otica foi monitorada por um espectrofotémetro (DOggo)
em uma dilui¢do de 100 vezes (10 uL de suspensdo de levedura em 990 pL. de meio YPAD),
até que a densidade 6tica das células atingisse uma faixa entre 0,6 e 0,7.

O volume de 50 mL do meio de cultura contendo as células de levedura foi entéo
centrifugado em tubos descartaveis de polipropileno de 50 mL, a 20 °C e 3000 rcf por 5 min,
sendo o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em 25 mL de agua Milli-Q
estéril, com o auxilio de agitador do tipo vortex, e entdo centrifugado a 20 °C e 3000 rcf
por 5 min. Este passo de lavagem das células foi repetido duas vezes, e entdo foi realizada a
ressuspensdo do precipitado em 1 mL de &gua ultrapura Milli-Q estéril, o qual foi transferido
para microtubos estéreis, centrifugado por 30 s a 13000 g e o sobrenadante foi descartado. As
células foram ressuspensas em 1 mL de 4gua esterilizada e amostras de 100 pL foram

pipetadas em microtubos, 0s quais foram estocados em 50% glicerol em freezer a -80 °C.
3.5 Transformacao de Saccharomyces cerevisiae pelo método de acetato de litio
A cepa 31019b foi transformada com os plasmideos contendo os genes de interesse,

com as constru¢des denominadas mep:AtAMT1;1 (controle positivo) mep:SCAMT2;1,

mep:ScCAMT3;3A e também com o plasmideo PDR196 sem inserto (controle negativo)
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utilizando o método de acetato de litio/DNA de esperma de salmdo/PEG, de acordo com
protocolo estabelecido por Gietz e Schiestl (2007) modificado. Para o processo de
transformacéo, um tubo de 1,5 mL contendo DNA carregador (2 mg mL™ de DNA de
esperma de salmé&o dissolvido em 10 mM Tris-HCI, 1 mM Nay-EDTA, pH 8,0) foi mantido a
99 °C por 5 min em termobloco para a desnaturacdo do material, e entdo colocado
imediatamente em gelo. Alternativamente, DNA carregador pré-desnaturado e estocado
a -20 °C foi descongelado e mantido em gelo até ser utilizado.

Células de leveduras competentes para transformacdo foram descongeladas,
centrifugadas a 13000 rcf por 30 s e o sobrenadante foi removido. Concomitantemente, foi
preparado quantidade suficiente de mix de transformacéo, o qual foi bem homogeneizado por
vortex [240 puL de PEG 4000 (50%), 36 pL de LiAc (1 M) e 50 pL de DNA carregador
e 36 pL de agua ultrapura Milli-Q estéril; solucdo referente a uma transformacdo]. Os
componentes do mix foram resfriados a 4 °C antes de serem misturados e mantidos no gelo
depois da adicdo do DNA de esperma de salmao desnaturado.

Um volume de 358 pL do mix de transformag¢do juntamente com 2 pLL de plasmideo +
genes de interesse foi adicionado em cada tubo de transformacdo contendo as células
quimiocompetentes de levedura. Um controle negativo foi incluido, no qual foi adicionado
mix de transformacdo sem DNA plasmidial as celulas de levedura. O pellet celular foi
ressuspenso e misturado através de agitador vortex. Os tubos foram incubados a 42 °C
por 40 min em termobloco, e apds o choque térmico, foram centrifugados a 13000 rcf por 30 s
e 0 sobrenadante foi removido com uma pipeta. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de agua
ultrapura Milli-Q estéril.

Da suspensao celular, duas concentracdes foram plaqueadas: 200 pL da solugdo
concentrada e 200 pL de uma dilui¢do de 1:10 (em agua ultrapura Milli-Q estéril) em meio de
cultura solido YNB [0.17% base nitrogenada para levedura sem aminoacidos e sem sulfato de
amonio (YNB-AA/AS), 2% de glicose, 1 mM de arginina, 2% de agar bacterioldgico,
50 mg L™ de ampicilina]. As placas de Petri foram incubadas a 30 °C, até colonias isoladas
ficarem visiveis (2 a 5 d). Para o cultivo padrdo e de selecdo de transformantes, o pH dos
meios citados ndo foi ajustado nem tamponado.

As células de levedura transformadas foram inoculadas em meio de cultura liquido
YNB contendo 1 mM de arginina e 50 mg L™ de ampicilina, por aproximadamente 36 h
a 30 °C e 200 rpm. Um volume de 2 mL da levedura pré-cultivada foi centrifugado a 8000 rcf
por 3 min. O sobrenadante foi removido, e o pellet foi lavado 3 vezes com 1 mL de

agua estéril, sendo homogeneizado por vértex e centrifugado a 8000 rcf por 3 min.
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Apobs a tripla lavagem, as células foram ressuspensas em 1 mL de &gua esterilizada e a
densidade otica (DOsoonmy da solugdo (1:10) foi determinada. Para 0s experimentos, uma
diluicdo seriada das células em suspensdo foi realizada (DOgoonm de 1, e subsequente diluicdo
de 107, 10%, 10%).

3.6 Anélise de complementacdo para capacidade de transporte de amonio da levedura
mutante complementada com SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A

Para avaliar a complementacdo do mutante defectivo transformado, um volume
de 5 pL de cada diluicio (1, 107, 10% 10°) das suspensdes celulares de levedura
mep:AtAMT1;1 (controle positivo) mep:SCAMT2;1, mep:SCAMT3;3A e também com o
plasmideo PDR196 sem inserto (controle negativo) foi inoculado em placas de Petri,
contendo meio minimo YNB suplementado com 3% de glicose e uma fonte de nitrogénio, e
estas foram incubadas em 30 °C por 6 d.

Cada placa de Petri recebeu 25 mL do meio de cultivo. Reagentes que ndo foram
esterilizados como mencionado abaixo, foram dissolvidos em agua e autoclavados a 120 °C
por 20 min. MES-Tris, arginina, NH,Cl e metilambnio foram preparados em solucgdes
estoques e esterilizados através de filtro de acetato de celulose de 0,2 pm estéril e s6 entao
foram adicionados a solucdo autoclavada, em capela de fluxo laminar, assim como o
antibiético de selecéo (ampicilina 50 mg L™?).

Nesse experimento, foram testadas concentracdes crescentes de aménio: 0,2, 0,5, 1, 2,
3, 5 e 20 mM na forma de NH4Cl, 100 mM de seu analogo toxico, metilaménio (MA)
(DUBOIS et al., 1979) (com adicdo de 0,1% de arginina no meio contendo MA), e placas
contendo 1 mM de arginina foram utilizadas como controle positivo de crescimento. O pH
dos meios foi ajustado com 20 mM MES-Tris pH 6,0. O tratamento de 5 mM de NH,CI,
também foi feito com 20 mM de MES-Tris pH 5,0 e 7,5 para testar a resposta dos
transformantes a diferentes niveis de acidez. Neste contexto, o crescimento das células de

levedura foi avaliado visualmente e esta relacionado a maior ou menor absorcdo de amdnio.
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3.7 Construcéo de vetores com as sequéncias promotoras e génicas dos AMTSs para

expressao heteréloga em planta, Arabidopsis thaliana

Com o intuito de realizar a caracterizacdo funcional in vivo em arabidopsis,
complementando o estudo de localizacdo da expressdo e funcdo dos transportadores de
ambnio SCAMT2;1 e SCAMT3;3A de cana-de-agucar, 9 construcbes foram propostas para
expressao heterdloga in planta: ligagdo de cada promotor enddgeno referente a SCAMT2;1 e
ScAMT3;3A de cana-de-agtcar com 0s genes reporteres GFP (fluorescent green protein) em
vetor pMDC110 (CURTIS; GROSSNIKLAUS, 2003), ou GUS (ps-glucuronidase) em vetor
pMDC164; ligacdo de promotor enddgeno com o préprio gene em vetor pMDC99, e promotor
constitutivo CaMV 35S do virus do mosaico da couve-flor, fusionado a cada um dos genes
em vetor pMDC32. Para tal, as sequéncias regulatorias e génicas dos AMTs foram
amplificadas, ligadas em vetores de entrada correspondentes, clonadas em E. coli e
transferidas para os vetores de destino pela tecnologia Gateway e Multisite Gateway para
expressdo heterologa em A. thaliana defectiva para o transporte de amonio (YUAN et al.,

2007), via Agrobacterium tumefaciens.

3.7.1 Amplificacdo das regides regulatorias e génicas dos AMTSs para expressao

heterdloga em planta

A partir da identificacdo, confirmacdo e selecdo das sequéncias regulatorias e
codificadores dos transportadores de aménio SCAMT2;1 e SCAMT3;3A em BACSs, primers
especificos foram desenhados para a amplificacdo das mesmas (Tabela 5). Como molde para
as amplificacbes das regifes codificadoras ou regulatorias foram utilizados: 5 ng do gene
SCAMT2;1 sintético em vetor pBSK, 50 ng de cDNA de folha de cana-de-agucar ‘SP80-3280°
submetida a tratamento com suficiéncia de nitrogénio para o gene SCAMT3;3A, 25 ng de DNA
dos BACs 118 C18 e 235 F05 (regides promotoras de SCAMT2;1), e do BAC 023 013
(regido promotora de SCAMT3;3A), em reacdo e ciclagem ja descritas para enzima HiFi Hot
Start High Fidelity Tag polimerase (Kapa Biosystems) (secdo 3.4.1), posteriormente
confirmados por eletroforese em gel de agarose e purificados com o uso do kit GFX PCR

DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as instruc6es do fabricante.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grossniklaus%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14555774
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Tabela 5 — Sequéncias de iniciadores relativos aos genes que codificam proteinas
transportadoras de amonio (SCAMT2;1 e SCAMT3;3A) e suas regides regulatérias em cana-
de-agUcar, utilizados para a clonagem dessas sequéncias e posterior expressao em planta. Em
negrito estdo as sequéncias referentes as bordas de recombinacdo usadas na tecnologia
Multsite Gateway para ligacdo de 2 fragmentos (Mg)

Nome Sequéncia dos primers Amplicon

SCAMT2;1 For ATGGCGGCGTCGGG

SCAMT?2;1 Rev CTACAGCTGAATGGTGACGC 1473 pb

SCAMTS3;3A For ATGGCAGCAGGTGCGGTAC

SCAMT3;3A Rev TCAAACATTCTGTGTGACTCCTACAGC 1452 pb
ProlScAMT2;1 For CACCGAACGACTGGCGACA
ProlScCAMT2;1 Rev GTCGCTCGGCTCCGTGC 2936 pb
Pro2ScAMT?2;1 For GGCTTAGCTGTTTGACTTGGTGC
Pro2ScAMT2;1 Rev GTCGCTCGGCTCCGTGC 2962 pb
ProScCAMT3;3A For AAAGGCATCTAAACAAGACCTCGA
ProSCAMT3;3A Rev GGCTGGGGCACTGGATCG 2008 pb

MgScAMT2;1 F GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGTAATGGCGGCGTCGGG

MgScAMT2;1 R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTACAGCTGAATGGTGACGC 1531 pb
MgPro2ScAMT2;1 F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGGCTTAGCTGTTTGACTTGGTGC
MgPro2ScAMT2;1 R GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTGTGTCGCTCGGCTCCGTGC 3020 pb

3.7.2 Clonagem das regides regulatdrias e génicas dos AMTs em vetor de entrada

para expressao heterdloga em planta

O plasmideo de entrada para o sistema Gateway, utilizado para as construcdes
envolvendo genes e promotores isoladamente, foi o PCR8/GW/TOPO (Thermo Fischer
Scientific). Este vetor possui um unico residuo deoxitimidina (T) em sua extremidade 3" para
a estratégia de clonagem “TA”, sendo esta ligacdo entre inserto e vetor, ndo direcional. Este
plasmideo possui as bordas attLl e attL2 para a transferéncia de recombinacdo dos
fragmentos de interesse para o vetor de destino pelo sistema Gateway. Assim, 0S genes e
promotores previamente amplificados, purificados de gel de agarose e quantificados,
passaram pelo procedimento A-tailing. Esses produtos foram entdo utilizados para ligacdo ao
vetor PCR8, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Como o0s BACs selecionados para a clonagem das regides regulatdrias apresentam
introns na regido génica de SCAMT2;1, ndo foi possivel realizar uma clonagem direta de
promotor + gene desta fonte de DNA de cana-de-agucar, portanto, esta construcdo foi obtida

através da tecnologia Multisite Gateway. A partir dos produtos de PCR purificados dos
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elementos 1 e 2 com suas respectivas bordas inseridas, foi feita a reacdo de recombinacdo BP
com 0s vetores apropriados para gerar os clones de entrada contendo as sequéncias de
DNA de interesse; PDONR 221 P1P5r para o componente 1: promotor 2 SCAMT2;1 e
pDONR 221 P5P2 para o componente 2: gene SCAMT2;1. As reagdes BP foram realizadas
utilizando o kit Multisite Gateway (Thermo Fischer Scientific), seguindo as instrugdes do
fabricante.

A reacOes de recombinacdo Gateway e Multisite Gateway foram utilizadas na
transformagcdo de E. coli por eletroporacdo (processo descrito na secdo 3.4.2), e 0S
transformantes foram selecionados em meio SOC contendo 100 mg L™ de espectinomicina
para 0s vetores de entrada PCR8 e em 100 mg L™ canamicina para os vetores de entrada
PDONR.

A confirmacéo da presenca do inserto foi realizada por digestdo do DNA plasmidial, e
os clones contendo os fragmentos de interesse foram digeridos com enzimas especificas para
identificar a direcdo do inserto no vetor de entrada e, posteriormente, clones positivos para
direcdo correta do inserto foram sequenciados utilizando os primers GW1 e GW2 para PCR8
e M13F e M13R para PDONR, em sequénciador 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fischer
Scientific) do Laboratdrio de Melhoramento de Plantas (CENA/USP).

3.7.3 Recombinacéo das regides regulatdrias e génicas dos AMTs em vetores de destino

para expressao heterdloga em planta

Apos a confirmacdo da fidelidade das sequéncias clonadas, reacdes de recombinacéo
para os vetores de destino pMDC (Tabela 6) foram realizadas utilizando o kit Gateway LR
Clonase Il Enzyme mix e Multisite Gateway two-fragment vector construction (Thermo
Fischer Scientific), conforme instrucdes do fabricante.

Bactérias (cepa DH5Aa) eletrocompetentes foram transformadas com 0,8 uL de cada
reacdo de recombinacdo, crescidas em meio SOC sob agitacdo a 120 rpm por 1 h 30 min
a 37 °C e a solucdo concentrada (100 pL) foi plagueada em meio LB sélido contendo
100 mg L™ de canamicina para selecéo das bactérias transformadas. Para cada recombinacéo
foram selecionadas 6 colbnias, inoculadas posteriormente em 5 mL de meio LB liquido
contendo 100 mg L™ de canamicina 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 0,8% agarose corado com SYBR Gold (Thermo

Fischer Scientific) sob luz ultravioleta. As construgdes resultantes foram denominadas
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35S:ScAMT2:1, 35S:ScAMT3;3A, Pro1ScAMT2:1:GFP. Pro1ScAMT2;1:GUS,
Pro2ScAMT2;1:GFP, Pro2ScAMT2;1:GUS, ProScAMT3:3A:GFP, ProScAMT3;3A:GUS e
Pro2ScAMT2;1:ScAMT2;1 (Tabela 6).

Tabela 6 - Sequéncias de cana-de-agUcar referentes aos genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A e
suas regides regulatdrias em seus respectivos vetores de entrada e de destino, e as construcdes
resultantes

Vetor de
Sequéncia Vetor de entrada destino Construcéo
Gene SCAMT2;1 PCR8 pMDC32 35S:ScCAMT2;1
Gene SCAMT3;3A PCR8 pMDC32 35S:SCAMT3;3A
PCR8 pMDC110 ProlScAMT2;1:GFP
Promotor 1 SCAMT2;1 PCR8 pMDC164 ProlScAMT2;1:GUS
PCR8 pMDC110 Pro2ScAMT2;1:GFP
Promotor 2 SCAMT2;1 PCR8 pMDC164 Pro2ScAMT2;1:GUS
PCR8 pMDC110 ProScAMT3;3A:GFP
Promotor SCAMT3;3A PCR8 pMDC164 ProScCAMT3;3A:GUS
Promotor 2 SCAMT2;1 PDONR221 P1P5r (E1) pMDC99 Pro2ScAMT2;1:ScCAMT2;1

+ Gene SCAMT2;1 PDONR221 P5P2 (E2)

Clones positivos para a presenca das sequéncias recombinadas de todos os vetores de
destino propostos, foram parcialmente sequenciados utilizando o sequénciador 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fischer Scientific) do Laboratério de Melhoramento de Plantas
(CENAJUSP) para confirmacdo final de identidade e da direcdo de insercdo do fragmento de

interesse, utilizando primers especificos para cada vetor (Tabela 7).

Tabela 7 - Sequéncias de iniciadores relativos aos vetores de destino da familia pMDC,
utilizados para sequenciamento objetivando a confirmacdo da direcdo correta de insercdo dos
fragmentos de interesse

Nome Sequéncia dos primers

pMDC32 e pMDC99 Rev CTCTAGCCAATACGCAAACCG
pMDC110 e pMDC164 For ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG
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3.8 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Confirmada a clonagem direcional, os vetores de destino contendo as sequéncias de
interesse  foram  transformados em  Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101
eletrocompetentes (processo descrito na secdo 3.4.2). As células de agrobactéria foram
crescidas em meio SOC sob agitacdo a 120 rpm por 1 h a 28°C e plaqueada em meio LB
s6lido contendo 100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de canamicina. As placas foram
incubadas a 28 °C por 48 h e ap0s esse periodo 6 coldnias isoladas, de cada construgdo, foram
inoculadas em 3 mL de meio LB liquido contendo 100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de
canamicina, e crescidas a 28° C por 12 h sob agitacdo. Parte das suspensfes inoculadas, foi
também misturada em 10 pL de &gua ultrapura Milli-Q estéril e utilizada como template para
uma reacdo de PCR de coldnia com primers especificos para 0s genes e regides regulatorias
dos AMTs.

As reacOes de PCR continham 1X tampédo PCR Kapa, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTP, 0,4 uM de cada primer, 1 U de Taq polimerase (Thermo Fischer Scientific) e dgua
ultra pura Milli-Q estéril para um volume final de 25 pL. A ciclagem utilizada foi uma
desnaturacdo inicial de 10 min a 95 °C seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 30 s,
anelamento a 58 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 90 para a confirmacdo dos genes e
de 180 s para as regides regulatorias, a extensdo final foi de 5 min a 72 °C. A identificacéo
dos produtos das reacGes de PCR foi feita por eletroforese em gel TAE de 0,8% agarose
corado com SYBR Gold (Thermo Fischer Scientific) e visualizado em luz ultravioleta.
Agrobactérias positivas para a presenca dos genes e promotores AMTs foram estocadas em
glicerol (50%) a -80°C.

3.9 Transformacao de plantas de arabidopsis com Agrobacterium tumefaciens

A arabidopsis gko é um quadruplo mutante defectivo para os transportadores
AtAMT1;1, AtAMTL;2, AtAMTL1;3 e AtAMT2;1, possuindo apenas 10% da capacidade de
absorcdo de amonio (YUAN et al., 2007), e esta foi selecionada para a expressdo heterdloga
dos genes codificadores de proteinas transportadoras de aménio de cana-de-agUcar da
subfamilia AMT2, com o objetivo de realizar a caracterizacdo funcional dos mesmos.

Sementes de arabidopsis dos gendtipos selvagem ‘Col-0’ (ecotipo ‘Columbia 0°) e do
mutante quadruplo no transporte de alta-afinidade de aménio em A. thaliana, gko, foram

fornecidas pelo Prof. Dr. Nicolaus von Wirén do IPK-Gatersleben (Department of Physiology
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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 calcério calcitico em
camara de crescimento & 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
meétodo floral dip modificado (NARUSAKA et al., 2010). Para isso, placas de meio LB sdlido
contendo 100 mg L™ de rifampicina e 100 mg L™ de canamicina foram riscadas com as
culturas de Agrobacterium cepa GV3101 contendo cada construcdo de interesse e crescidas a
28°C por 48 h. Em seguida, uma col6nia isolada de cada construgéo foi inoculada em 2 mL de
meio LB liquido contendo os antibidticos 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 rcf por 10 min. O pellet formado foi ressuspenso delicadamente em uma
solugdo contendo 5% de sacarose e 0,02% do surfactante Silweet-L77 (Momentive, Albany,
NY, EUA). Para cada construcdo foram transformados dois vasos contendo trés plantas de
arabidopsis, sendo 10 pL da solugcdo de Agrobacterium inoculados em cada botéo floral das
plantas no vaso (Figura 1). Apds a transformacdo, as plantas foram mantidas em caixas
fechadas na camara de crescimento por 24 h. A transformacdo foi realizada duas vezes com

intervalo de uma semana.

Figura 1 - Vaso de Arabidopsis thaliana com plantas crescidas por 30 d. Detalhe da transformacéo
por floral dip (NARUSAKA et al., 2010) modificado, na qual 10 pL da solucdo de
agrobactéria contendo os vetores de destino foram aplicados em cada botéo floral da planta.
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3.10 Selegdo de eventos transgénicos homozigotos

Sementes das plantas transformadas (geracdo Ty, T= transgénico) foram
coletadas apds duas semanas de secagem e esterilizadas em 70% etanol contendo 0,05% de
Triton X-100 por 8 min e em seguida lavadas 2 vezes em etanol absoluto por 1 min cada.
Apos secarem, as sementes foram espalhadas em placas com meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) modificado: 2 da concentracdo de sais, sem vitaminas e contendo 1% de agar
e sacarose e 25 mg L™ de higromicina. A selecéo foi realizada baseando-se no tamanho do
hipocétilo e na cor e expansdo das folhas das plantulas (KHAIRUNNISA et al., 2014).

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 de 16 h de luz a 100 umol m? s™ de intensidade
luminosa. Apos 14 d, 6 plantas de cada construcgéo transformada, que apresentaram resisténcia
ao antibiotico de selecdo (geracdo T;) foram aclimatadas em cadmara de crescimento a 22°C
com 80% de umidade e fotofase de 14 h de luz a 200 umol m? s* de intensidade luminosa,
representando os diferentes eventos de transformacao.

A transformacdo mediada por Agrobacterium de A. thaliana ocorre no gametoéfito
feminino, e a integracdo de T-DNA néo é homdloga (DESFEUX et al., 2000), assim todas as
plantas T1, com fenotipo de resisténcia a higromicina (Hig R) sdo hemizigotas, individuos
diploides apresentando apenas um alelo do gene em estudo (R/_, onde ~_ " representa a
auséncia do alelo), independentemente do nimero de copias inserido.

Apos 40 d, sementes das plantas T, secas foram coletadas, esterilizadas e germinadas
em meio de selecdo. Para cada um dos 6 eventos de transformacdo obtidos para cada
construcdo transformada, cinco plantas foram selecionadas e aclimatadas. Novamente, ap0s
40 d, sementes dessas plantas foram coletadas, esterilizadas e germinadas em meio de selecdo.
As plantas crescidas destas sementes, provenientes de autopolinizacdo (R/_ x R/)), sdo
denominadas T,. Nessa geracdo é possivel avaliar as plantas quanto a segregacao (3 R: 1)).
Padrdes diferentes podem acorrer devido a possibilidade de ocoréncia de rearranjos,
interacdes, e inser¢do de multiplas copias no genoma hospedeiro (FINNEGAN; McELROY,
1994; CLUSTER et al., 1996; ISLAM et al., 2007). Além disso, embora em frequéncia muito
baixa, a inser¢cdo do gene exdgeno pode causar interrupcdo em genes essenciais (LI et al.,
2006) e por isso o crescimento e desenvolvimento das plantulas pode ser prejudicado. Assim,
plantas que ndo apresentaram segregacdo em T, ndo foram levadas a proxima geracao, bem

como plantas que apresentaram crescimento ou desenvolvimento comprometido.
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O gendtipo das plantas T, que apresentaram taxa de segregacdo esperadas de 3:1, é
constituido por: homozigoto R/R; hemizigoto R/_ e homozigotos para auséncia do gene
exdgeno /e assim as 2 plantas mais vigorosas (Figura 2) de cada placa foram selecionadas
e aclimatadas em cAmara de crescimento, representando as provaveis plantas T homozigotas.
O avanco de mais uma geracdo foi necessario para confirmar o gendtipo das plantas

selecionadas.

Figura 2 — Plantas de arabidopsis da geracéo T, crescidas em meio MS modificado com antibidtico de
selecdo (25 mg L™ de higromicina). O circulo preto indica uma planta recessiva; o circulo
amarelo indica uma planta presumivelmente hemezigota e o circulo azul indica uma planta
presumivelmente homozigota.

As sementes das plantas T3 autopolinizadas foram coletadas (sementes Tg),
esterilizadas, e crecidas em meio MS com antibiotico de selecdo e apds 2 semanas o padrao de
segregacdo foi avaliado. Se estas possuiam gendtipo R/_ houve uma segregacdo nesta
geracdo, ao contrario das plantas com genotipo R/R que ndo segregaram e foram entdo
selecionadas (2 a 3 linhagens de cada construcdo) para 0s experimentos de caracterizacao
funcional (sementes T3). O processo de transformagdo de Arabidopsis thaliana e obtencdo de

sementes homozigotas leva no minimo 9 meses (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema representando a transformagéo e selecdo de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
com Agrobacterium tumefaciens (T= linhagem transgénica, E= evento). As plantas transformadas
representam a geragdo To as sementes destas plantas dao origem as diferentes linhagens chamadas de
T, essas ddo origem as plantas T, e assim por diante. Placas com plantulas T, que ndo germinaram
em meio seletivo ou apresentaram crescimento e/ou desenvolvimento abnormal foram descartadas.
Nas placas contendo as plantulas T3 é possivel realizar a selecdo de homozigotos, sementes de plantas
que ndo apresentaram segregacdo foram descartadas. Placas contendo plantulas T, foram utilizadas
para confirmacdo do gendtipo das plantas selecionadas para homozigose (R/R). Segregantes foram
descartados (R/_). A linha azul na lateral direita representa 0 tempo minimo necessario para cada
etapa do processo, totalizando 9 meses para obtencédo de linhagens homozigotas.

t=9 meses
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3.11 Expressao dos AMTSs nos eventos de transgenia de Arabidopsis thaliana

A andlise da progénie e o estudo da segregacdo sdo fundamentais para demonstrar a
estabilidade da expressdo dos genes introduzidos. Porém, é necessario analise molecular para
comprovar a integracdo do DNA exdgeno no genoma de arabidopsis e a expressdo do gene,
assim 30 plantas de cada evento de transformacgédo foram coletadas das placas de selegcéo de
homozigotos positivas (T4) e congeladas imediatamente em N liquido para posterior
maceracdo, extracdo de DNA por meio do protocolo CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987) e
confirmagdo por PCR (descrito na secdo 3.8) de acordo com os produtos esperados das
construgdes, ProlScAMT2;1:GFP. ProlScAMT2;1:GUS, Pro2ScAMT2;1:GFP.
Pro2ScAMT2;1:GUS, ProSCAMT3;3A:GFP e ProSCAMT3;3A:GUS.

Linhas independentes podem se comportar de maneiras diferentes devido ao efeito de
posicao de insercdo do transgene (WILSON et al., 1990), refletindo a influéncia da cromatina
ao redor no nivel de producéo da proteina. Portanto, existe a necessidade de caracterizar as
linhas transgénicas homozigotas, para a selecdo daquelas que mais expressam 0 gene de
interesse para serem utilizadas nos experimentos de caracterizagdo funcional.

Todas as linhas homozigotas (4 a 6) de cada promotor fusionado a genes reporteres em
‘Col 0°, foram avaliadas fenotipicamente e 3 destas foram selecionadas para experimentos de
localizagdo da expressdo dos genes estudados. Assim, 0s transgénicos com as construcdes das
regibes regulatérias foram confirmados por PCR e por ensaios experimentais. Ja para as
construcdes 35S:SCAMT2;1, 35S:SCAMT3;3A, Pro2ScAMT2;1:ScCAMT2;1 transformadas em
‘Col-0’ e gko, foram coletadas 30 plantas de cada evento de transformacdo das placas de
selecdo de homozigotos positivos (T4), em duplicatas e estas foram congeladas imediatamente
em nitrogénio liquido para posterior maceracdo, extracdo do RNA total e sintese se cDNA, a
confirmacdo da transgenia e avaliacdo da expressdo génica foram realizadas por meio de

andlise quantitativa de transcritos reversos (RT-g-PCR).

3.11.1 Extracao de RNA total de arabidopsis

Plantas de arabidopsis foram maceradas manualmente em N liquido em tubos de
1,5 mL, nos quais adicionou-se 750 pL de Trizol (Thermo Fischer Scientific), e estes foram
vortexados e incubados a temperatura ambiente por 5 min e em seguida centrifugados a 4 °C

por 15 min a 9000 rcf. O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo onde se
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adicionou 200 pL de CIA (24:1). Os tubos foram agitados e incubados a temperatura
ambiente por 5 mim sendo em seguida centrifugados a 4 °C por 15 min a 9000 rcf. Coletou-se
a fase aquosa em um novo tubo, onde foi adicionado 500 pL de isopropanol. As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 15 min sendo posteriormente centrifugadas a 4 °C
por 10 min a 9000 rcf. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA precipitado foi lavado duas
vezes com 75% etanol e centrifugado a 4 °C por 6 min a 9000 rcf. Depois de seco, 0 RNA foi
eluido em 15 pL de agua 0,01% DEPC autoclavada, e armazenado a -80 °C.

3.11.2 Sintese de cDNA de arabidopsis e anélise de transcritos reversos

O RNA total foi quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific) e sua integridade
visualizada em gel TAE de 1% agarose corado com SYBR Gold (Thermo Scientific) sob luz
ultravioleta. Apos a quantificacdo, cerca de 2 pug do RNA de cada amostra foi tratado
empregando 1 U de DNAse | (Thermo Scientific) em tampéo apropriado, 2 U de RNaseOUT
(Thermo Fischer Scientific) e agua ultrapura Milli-Q 0,01% DEPC inativa, em reacéo
incubada a 37 °C por 30 min. A reacéo foi interrompida com a adi¢do de EDTA, e incubada a
65 °C por 10 min. Amostras de 1 pug de RNA total tratado foram transferidas para novos tubos
com 1 pL de oligodT (50 mM) e 1 uL de dNTP (1 mM) e estas amostras foram desnaturadas
a 65 °C por 5 min, seguido da adicdo de 4 pL de tampdo 5X Reaction, 40 U de RNAseOUT
(Thermo Fischer Scientific) e 200 U da enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo
Fischer Scientific). A reacdo foi entdo incubada a 50 °C por 30 min, seguida de incubagdo a
85 °C por 5 min. O cDNA foi diluido em agua ultrapura Milli-Q estéril 1:10 para as analises
de transcritos. Para as analises de expressdo génica, (método descrito em 3.2) foi utilizado o
gene ScUbig2 como referéncia e primers especificos para 0s genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A
(Tabela 8).

Tabela 8 - Sequéncias de iniciadores relativos aos genes que codificam proteinas transportadoras de
amdnio em arabidopsis e o gene de referéncia Ubiquitina, utilizados para analise quantitativa de
transcritos reversos.

Nome Sequéncia dos primers Amplicon
ScAMT2;1 For TGCTGGTGTGGGTGCTGGT 200 pb
SCAMT2;1 Rev GGCGAACTCGAACTGGAA

ScAMT3;3A For AACGCCGCTATGTCTGCTCT 246 pb
SCAMT3;3A Rev ATGAAGGTGGACGACACGCT
AtUbiq2 For CCAAGATCCAGGACAAAGAAGGA 202 pb

AtUbig2 Rev TGGAGACGAGCATAACACTTGC
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3.12 Localizacdo tecido/célula dos AMTs de cana-de-acUcar em arabidopsis

Sementes das plantas homozigotas para as construgdes ProlScAMT2;1:GUS,
ProlScAMT2;1:GFP, Pro2ScAMT2;1:GUS, Pro2ScAMT2;1:GFP e ProScAMT3;3A:GUS,
Pro2ScAMT3;3A:GFP foram esterilizadas e germinadas in vitro em meio MS com Y% da
concentracdo original de sais, contendo 1 mM de NH4NOs3. Ap6s 4 d de vernalizagéo a 4 °C,
as placas foram colocadas na posicao 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. Apés 3 d da
germinacéo, as plantulas foram transferidas para placas contendo MS %2 concentragédo de sais
modificado, com auséncia ou presenca de diferentes fontes de N e 5 mM MES pH 5,8, sendo
que as solugdes de MES e de fonte de nitrogénio foram feitas separadamente, esterilizadas por
filtro de acetato de celulose de 0.2 um em capela de fluxo laminar e s6 entdo foram
adicionadas a solugdo com os outros reagentes, previamente autoclavada por 20 min a 120 °C.

Os tratamentos foram os seguintes: NHsNO3 (1 mM de NH4NO3), -N (sem nitrogénio)
e NHs" (2 mM NH4CI). Apés 1, 3 e 5 e 10 dias de tratamento, as plantas contendo os
promotores fusionados ao gene uidA GUS (p-Glucuronidase) foram transferidas para o
substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-glucuranideo (X-Gluc; Jersey Lab and Glove Supply,
Livingston, NJ, EUA). Para a confeccdo do tampao GUS, 25 mg de X-Gluc foi dissolvido em
2,5 ml de metanol e adicionado a seguinte solucdo: 25 mL de tampéo citrato HCI pH 7,0
(0,1 M citrato de sodio, 0,2 M é&cido cloridrico com pH 7,0), 500 uL de ferrocianeto de
potasio (0,1 M), 500 pL de ferricianeto de potasio (0,1 M), 250 pL de Triton X-100 (10%)
completos para 50 mL com agua ultrapura Milli-Q estéril.

As plantas de arabidopsis foram incubadas nessa solucdo a 37 °C por 4 h 30 min,
lavadas em etanol 70% por 1 h. Essas amostras vegetais, juntamente com com arabidopsis
contendo os promotores fusionados ao gene repdrter GFP 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.

3.13 Analise fenotipica dos transgénicos de arabidopsis

3.13.1 In vitro

Para os experimentos in vitro, realizados em condi¢des laboratoriais controladas,
sementes de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e plantas homozigotas contendo as
construgbes 35S:SCAMTZ2;1, 35S:SCAMT3;3A ou Promotor2 ScAMTZ2;1:ScAMT2;1
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transformadas em ‘Col-0’ (1 evento) e gko (2 eventos) foram esterilizadas e submetidas a um
periodo de vernalizacdo a 4 °C por 4 d em placas de Petri com meio MS com % da
concentracdo de sais, contendo como fonte de N apenas 5 mM KNOsz e 5 mM MES pH 5,8,
sendo que as solugbes de MES e de fonte de nitrogénio foram feitas separadamente,
esterilizadas por filtro de acetato de celulose de 0.2 um em capela de fluxo laminar e s6 entdo
foram adicionadas a solucéo autoclavada com os demais reagentes. 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 pmol m™s™ para germinacdo das sementes. Ap6s 3 d de germinagdo, as
plantulas foram transferidas para placas com meio MS % da concentragdo de sais, contendo
diversas concentracdes e fontes de N. Os tratamentos foram constituidos por: 3 condicGes de
baixa concentragdo de N com 0,25 mM NH4NO3; 0,5 mM NH.Cl; ou 0,5 mM de KNOg, e
3 condigdes de alta concentracdo de N com 1 mM NH4NO3; 2 mM NH4Cl; ou 2 mM de KNOjs,
sendo os tratamentos formados apenas por NO3; como fonte de N, controles objetivando a
homogeneizacdo do crescimento entre 0s gendtipos. Estas placas foram entdo transferidas
para uma camara de crescimento a 22 °C com 80% de umidade e fotofase de 16 h de luz a
200 pmol m? st de intensidade luminosa. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado em todos 0s experimentos in vitro.

Apos 14 d de crescimento, as plantas foram coletadas e transferidas para tubos de
1,5 mL, secas em estufa a 60 °C e entdo a massa das linhas transgénicas e controles nado
transgénicos foi medida, visando uma correlacdo com a capacidade de absorcdo de amdnio.
Cada placa continha 3 plantas de 4 genotipos, ‘Col-0’ ¢ gko como controles ¢ ‘Col’ +
construcdo de interesse e gko + construcdo de interesse. As trés plantas de cada gendtipo em
cada tratamento representaram uma amostra composta, da qual tirou-se uma média e esta
constituiu uma repeticdo. Em todos os experimentos, cada tratamento continha 6 réplicas (n=

6). As médias foram comparadas pelo teste Tuckey (p < 0,05), no programa SISVAR.

3.13.2 In vivo

Os experimentos in vivo compreenderam as analises de absor¢do, translocacdo e
remobilizagdo de aménio em sistema hidropdnico através da deteccdo de °N e de
caracterizagdo fenotipica. Inicialmente, sementes de ‘Col-0’ e gko e as sementes de ‘Col-0’ e
gko superexpressando SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A foram esterilizadas e espalhadas em placas
de Petri com filtro dmido (estéreis), as quais foram vedadas e submetidas a um periodo de
vernalizacdo de 4 d a 4 °C para superacdo de dorméncia. Posteriormente, estas placas vedadas

e protegidas da luz, foram colocadas em temperatura ambiente para a germinagdo e
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estiolamento das plantulas, e apos 3 d as placas foram transferidas para sala de luz a 25 °C,
com fotofase de 16 h luz sob intensidade luminosa de 100 umol m™s™, onde permaneceram
por mais 3 d. As plantas foram ent&o transferidas para sistema hidropdnico em cédmara de
crescimento a 22 °C com 80% de umidade e fotofase 10 h de luz a 200 umol m? s de
intensidade luminosa.

O sistema de hidroponia utilizado foi constituido por tubos de 1,5 mL, cortados
trasnversalmente para permitir o crescimento das raizes, com 1a de vidro para sustentagdo
inicial das plantas, encaixados em isopor e posicionados em potes plasticos de 2 L com
solugéo nutritiva (1 mM KH;PO4, 1 mM MgSO,, 250 uM K;SO4, 250 uM CaCl,, 100 puM
Na-Fe-EDTA, 50 pM KCI, 50 pM H3BO3, 5 UM MnSOy, 1 UM ZnSO4, 1 uM CuSOy e 1 uM
NaMoO,, pH ajustado para 5,8 utilizando solucdo de 1 mM KOH) (LOQUE et al., 2006) e
com sistema de aeragéo (Figura 4). As plantas foram cultivadas por 45 d em concentracao de
2 mM de NH;NO;3 para o experimento de absorcdo. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado em todos os experimentos in vivo, e as médias foram comparadas
pelo teste-t a 1% e 5% de probabilidade, no programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Figura 4- Sistema de hidroponia para avaliar o envolvimento dos genes AMTs de cana-de-agucar
estudados em processos de absorcéo, translocacdo e remobilizacdo de aménio. O sistema é
constituido de placas de isopor posicionados em potes plasticos de 2 L contendo tubos de 1,5
mL cortados transversalmente para permitir o crescimento das raizes, e 1a de vidro para
sustentagdo inicial das plantas.

Para o experimento de influxo rapido, os gendtipos testados foram “Col-0°, gko, “Col-
0" + 35S:ScAMT2;1#g2, gko +35S:SCAMT2;1#G1 e gko + 35S:ScCAMT3;3A#H3, onde 0s
eventos com letras minusculas indicam transformagdo no background selvagem de
arabidopsis, ja o0s eventos de transformantes do mutante sdo representados por

letras maiusculas. As plantas foram submetidas a tratamento de deficiéncia de N (sem adicdo
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de N, -N) e tratamento de suficiéncia de N (0,2 mM de NH4;SO4, +N) por 5 d. Apos a
imposicéo dos tratamentos, as raizes das plantas foram lavadas em solugdo de 1 mM CaSO4
para eliminar o excesso de amonio apopléastico (LOQUE et al., 2006) e em seguida, foram
transferidas para 100 mL de solugdo nutritiva contendo 0,2 mM de (NH4).SO, enriquecido
com 60% de **N-aménio por 10 min, e lavadas novamente em 1 mM CaSO,. As raizes foram
entdo cortadas, transferidas para tubos de 1,5 mL e estes foram colocados em estufa a 60 °C
para secagem do material vegetal.

A anélise do envolvimento dos AMTs estudados em funcBes na parte aérea da planta,
foi realizada primeiramente através da fenotipagem das arabidopsis dos genétipos “Col-0,
gko, gko +35S:SCAMT2;1#G1 e gko + 35S:SCAMT3;3A#H3 gko + 35S:SCAMT3;3A#H7
crescidas por 45 d em concentracdo de 2 mM de KNOj3 e submetidas a 13 d de deficiéncia de
nitrogénio (-N). Trés rosetas foram fotodocumentadas, assim como folhas individualmente
destacadas da roseta representativa do aspecto medio das seis réplicas de plantas (n = 6) de
um determinado gendtipo, quanto aos sinais de stress relacionados a falta de nitrogénio. Apos
esta verificacdo, experimentos especificos para as fungdes de translocacdo e remobilizacdo
envolvendo o isdtopo estavel *°N, foram desenvolvidos com os mesmos genotipos.

No estudo do processo de translocacdo do amdnio das raizes para a parte aérea, as
plantas foram submetidas a tratamento de deficiéncia de N (sem adicdo de N) por 5 d. Apds
esse periodo, as raizes de arabidopsis foram lavadas em solugdo de 1 mM CaSOQ,, para
eliminar o excesso de amdnio apoplastico, por 1 min e em seguida foram transferidas para
100 mL de solugdo nutritiva contendo 4 mM (NH,),SO4 enriquecido com 60% de *>N-amédnio
por 1 h (LOQUE et al., 2006), e lavadas novamente em 1 mM CaSO,4 por 1 min. As raizes e a
parte aérea correspondentes foram entdo cortadas, transferidas para tubo de 1,5 mL e estes
foram colocados em estufa a 60 °C para secagem do material vegetal.

Para verificar a participacdo dos AMTs de cana-de-acUcar estudados no processo de
remobilizacdo, as plantas dos genotipos ja citados foram submetidas a tratamento de auséncia
de N por 5 dias e ap0s esse periodo a folha mais velha ndo senescente de cada roseta de
arabidopsis recebeu 10 pyL de solucdo nutritiva contendo 50 mM de (NH,4),SO, enriquecido
com 60% de *°N-am6nio em sua superficie (FAN et al., 2009). Apés 24 h as folhas velhas que
receberam a solucdo foram coletadas, bem como um pool das folhas mais novas das rosetas
correspondentes (Figura 5). Foram realizadas 6 réplicas por tratamento (n= 6) para cada

genotipo em todos 0s experimentos.
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Figura 5- A esquerda a folha mais velha nio senescente da roseta de arabidopsis de um determinado
genotipo recebendo 10 pL de solugdo nutritiva contendo 50 mM de 0,2 mM de (NH,),SO,
enriquecido com 60% de **N-am6nio em sua superficie. A direita, 24 h depois da aplicacdo
da solucdo, um pool de folhas novas da roseta foi coletado assim como a folha mais velha
que recebeu a solugdo, as quais foram transferidas para tubos 1,5 mL para a secagem do
material vegetal.

Apb6s a secagem, 0s materiais vegetais foram macerados e preparados para as
determinacdes de >N em espectrémetro de massas ATLAS MAT CH4 (Alemanha) de fluxo
molecular no Laboratério de Is6topos Estaveis no CENA pelo Prof. Dr. José Albertino

Bendassolli.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagdo dos transportadores de amonio da subfamilia AMT2 em biblioteca de
BAC e regulacdo transcricional em cana-de-aclcar

Em angiospermas, os transportadores de amonio sdo separados em duas subfamilias
chamadas AMT1 e AMT2, sendo que a funcéo fisiolégica de membros de AMT2 permanece
pouco estudada (SIMON-ROSIN et al., 2003; NEUHAUSER et al., 2009). Para melhor
compreensdo dos genes codificadores de proteinas transportadoras de aménio da subfamilia
AMT2 de plantas, foi realizada a identificacdo de genes AMTs em cana-de-agUcar. A selecdo
na biblioteca de BAC de cana-de-aclcar (cultivar ‘R570’) no Laboratério Genomes and
Transposable Elements do IB/USP da Proff. Marie Anne van Sluys do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (IB/USP), em colaboragdo com a Proft. Nathalia de
Setta da Universidade Federal do ABC (UFABC), permitiu identificar 18 BACs contendo
sequéncias de genes AMTs. Com base nos alinhamentos dessas sequéncias com AMTs de
outras monocotiledéneas como arroz, milho e sorgo, foram classificados 2 genes (5 BACs) da
subfamilia AMTL1: SCAMT1;1 e SCAMT1;3 e 7 genes (13 BACs) da subfamilia AMT2:
SCAMT2;1, ScAMT2;3, ScAMT3;1, ScAMTS3;2, ScAMT3;3A, SCAMT3;3B e ScAMT4
(Figura 6).

Estudos filogenéticos demonstram que uma duplicacdo gerou as subfamilias de AMTs
durante o processo de evolugcdo, ocorrendo antes da divergéncia entre monocotiledéneas e
dicotileddneas, e dando origem a grupos evolucionariamente e funcionalmente distintos
(MCDONALD et al., 2012; WITTGENSTEIN et al., 2014). Arabidopsis, alamo e soja
possuem de 5 a 6 representantes de genes AMT1l (SOHLENKAMP et al., 2000;
COUTURIER et al., 2007; KOEGEL et al., 2013; KOBAE et al., 2010), nUmero maior do que
0 encontrado em sorgo (2 genes; KOEGEL et al., 2013), milho (3 genes; KOEGEL et al.,
2013) arroz (3 genes; BAO-ZHEN et al., 2009) e cana-de-agUcar (2 genes), indicando uma
diferenca organizacional entre monocotiledoneas e dicotileddneas quanto ao nimero de
membros dessa subfamilia (COUTURIER et al., 2007; KOEGEL et al., 2013). Em particular
para a subfamilia. AMT2, o genoma de cana-de-aclcar apresenta 7 membros demonstrando
uma diversidade de representantes. Genes AMT2 também foram identificados em outras
espécies como Oryza sativa (9 genes), Sorghum bicolor (6 genes), Zea mays (4 genes),

Setaria italic (6 genes), Glycine max (10 genes), Populus trichocarpa (8 genes),
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Prunus persica (4 genes), Solanum lycopersium (1 gene), Arabidopsis thaliana (1 gene), entre
outras espécies.

Andlises filogenéticas recentes para identificacdo de sequéncias de AMT2 em
embri6fitas, demonstram que em angiospermas a subfamilia AMT2 divide-se em dois
supergrupos, denominados A e B. No supergrupo A existem trés grupos: Al, A2 e A3. O
grupo Al estéd presente em monocotiledéneas e eudicotiledoneas, sendo representado pelos
membros AMT2;1 e AMT2;2. Para o grupo A2, representado por sequéncias de AMT3;1, o
ndmero de genes € varidvel em monocotileddneas, enquanto em eudicotiledéneas existe
apenas um membro desse grupo, como para Populus trichocarpa (PtAMT3;1), ou nenhum
membro, como o caso de Arabidopsis thaliana. JA o grupo A3 esta presente apenas em
monocotiledoneas, compreendendo os membros AMT3;2 e AMT3;3 (WITTGENSTEIN et
al., 2014). De acordo com essa classificacdo, cana-de-agtcar possui 2 membros para 0 grupo
Al, 1 para o grupo A2 e 3 para o grupo A3 (Figura 6). O supergrupo B compreende as
sequéncias de AMT4 da subfamilia AMT2 (WITTGENSTEIN et al., 2014), sendo que, em
cana-de-agucar existe 1 membro identificado nesse trabalho (Figura 6).

Assim, 0s supergrupos A e B estdo presentes em angiospermas; porém as sequéncias
de AMT2 em bridfitas sdo intermediarias aos dois supergrupos. 1sso sugere que um ancestral
comum entre briofitas e angiospermas possuiam duas copias de AMT2 no genoma, sendo que
uma copia foi perdida em briéfitas (WITTGENSTEIN et al., 2014). No genoma de algas
verdes foram identificadas sequéncias similares a AMT2 somente em Chlorophyta,
especificamente na ordem Mamiellales; no entanto, essas diferem substancialmente de
sequéncias de AMT2 de plantas terrestres (embridfitas), indicando um processo evolutivo
distinto (MCDONALD et al., 2010; MCDONALD et al., 2012). A comparacao direta com
sequéncias de AMT?2 de procariotos (denominadas MEPa) sugerem que AMT2 de plantas
terrestres possuem origem comum a sequéncia de Archaea, possivelmente adquirida através
da transferéncia horizontal de genes, enquanto um outro processo de transferéncia horizontal
de genes de bactéria seria responsavel pelo surgimento de AMT2 em Mamiellales
(MCDONALD et al., 2012). Isso indica que AMT2 de plantas terrestres possuem origem a
partir de um unico ancestral, e portanto, os supergrupos A e B de AMT2 divergiram em
angiospermas, possivelmente para cumprir funcbes distintas no transporte de amonio.
Portanto, compreender a funcionalidade e as caracteristicas dos membros dos supergrupos A e
B em angiospermas pode ser relevante para obter uma melhor compreensdo do processo
evolutivo de genes AMTs em angiospermas (MCDONALD et al., 2012; WITTGENSTEIN et
al., 2014).
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Figura 6. Arvore filogenética dos AMTs formada por sequéncias identificadas nos BACs (circulos vermelhos
cheios), sequéncias provenientes da andlise de sequenciamento de RNA de alta performance ("SP80-
32807) (circulos vermelhos vazios), juntamente com sequéncias de arroz (OSAMT), milho (ZmAMT)
e sorgo (SbAMT), gerada pelo programa MEGA 6.0 empregando maxima parcimonia. Os nimeros de
acesso para 0s AMTs estdo indicados juntamente com o nome das proteinas na figura. Em destaque
esta o0 agrupamento da subfamilia de transportadores de aménio AMT2 e os supergrpos (A e B).
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Os genes SCAMT1;1 e ScAMTL;3 da subfamilia AMT1 foram -caracterizados
funcionalmente (VITTI, 2015). Dentre os 7 membros de AMT2 encontrados em cana-de-
acucar, o gene SCAMT2;1 (grupo Al) e o gene SCAMT3;3A (grupo A3) foram selecionados
para caracterizacdo funcional no presente trabalho, ja que apresentaram niveis de expressdo
significativos e regulacdo diferenciada em distintos 6rgdos desta monocotiledonea. A anélise
quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR) objetivando verificar a expresséo basal desses
genes, demonstrou que ha expressdo de ambos os AMT2 em todos os 6rgdos avaliados.
SCAMT2;1 é predominantemente expresso em raizes, seguido de folhas maduras (folha +3) e
menos expresso em folhas jovens (folha +1) e colmos (Figura 7A). Portanto SCAMT2;1 esta
presente em maior quantidade na raiz, sendo aproximadamente 1,2 vezes mais expresso do
que o gene SCAMT3;3A neste 6rgao (Figura 7). SCAMT3;3A é fortemente expresso na parte
aerea, com maior acumulo em folhas maduras (folha +3) e em comparagédo com SCAMT2;1,
exibe aproximadamente 7,5 vezes mais transcritos em colmo, 80 vezes em folha +1 e 39
vezes em folha +3 (Figura 7B). Esses resultados sugerem que possivelmente SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A posuem fungdes fisioldgicas distintas no transporte de amdnio em cana-de-
acucar, sendo que SCAMT2;1 é predominantemente expresso em raizes e SCAMT3;3A na
parte area desta graminea.

PadrGes similares foram encontrados para AMT2;1 de Arabidopsis thaliana
(SOHLENKAMP et al., 2002), Oryza sativa (SUENAGA et al., 2003), Lotus japonicus
(SIMON-ROSIN et al., 2003) e Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013), apresentando
expressdo em todos os 6rgdos. Em Pyrus betulaefolia, um tipo de péra nativa da China, o
homologo PbAMT?2 foi expresso em todos os 0rgaos, com nivel de transcricdo mais alto para
raizes (LI et al., 2015), corroborando os dados de SCAMT2;1 de cana-de-agucar; no entanto,
PtAMT2;1 de Populus trichocarpa possui expressao exclusiva em raizes (COUTURIER et al.,
2007).

Comparativamente a SCAMT3;3A de cana-de-agucar, um padrdo similar foi observado
no subgrupo 3 em Oryza sativa onde o maior acimulo de transcritos de OsAMT3;2 e
OsAMT3;3 ocorre na parte aérea de arroz (GAUR et al.,, 2012). No entanto, em Pyrus
betulaefolia, transcritos de PbAMT3 foram encontrados exclusivamente na parte aérea das
plantas (LI et al., 2015). Em sorgo, de modo geral, SbAMT3;3 apresentou maior acimulo nos
tecidos estudados em relacdo a SbAMT2;1 (raiz, parte aérea, haste, pistilos e estames;
KOEGEL et al., 2013), o que esta de acordo com os resultados obtidos para SCAMT3;3A.
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Figura 7 — Analise quantitativa de transcritos reversos de SCAMT2;1(A) e SCAMT3;3A (B) em raizes,
colmos e folhas +1 e +3 de cana-de-acucar cultivada em condi¢do de suficiéncia de N (0d e
+N; 5 mM NH4NO3), para identificar o nivel de expressdo basal destes genes. Barras
indicam £SE, n= 4 réplicas biol6gicas por tempo amostrado.

Como organismos sésseis, 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 adaptacGes incluem a regulacdo de
respostas fisioldgicas e morfoldgicas para impedir a deficiéncia ou toxidez por amdnio
(YUAN et al., 2007; LIMA et al., 2010). A regulacdo em nivel transcricional é uma
importante resposta fisioldgica adaptativa regulada pela disponibilidade de amdnio no solo,
como previamente demonstrada em outras espécies (VON WIREN et al., 2000b; SONODA et
al., 2003; YUAN et al., 2007). Além da funcdo de absorcdo de ambnio em raizes, 0s AMTs
atuam na manutencdo da homeostase de aménio em outros tecidos (VON WIREN et al.,
2000b; GAUR et al., 2012), portanto, a localizacdo e distribuicdo espacial da expressao dos

AMTs é importante para compreensdo da funcdo fisioldgica desses genes em cana-de-agucar.
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A exposicdo a condigdes contrastantes de disponibilidade de N por longos periodos
leva a alteracdo do status (condicdo de disponibilidade) de N nos diversos érgdos/tecidos da
planta (LOQUE; VON WIREN, 2004). Assim, com o objetivo de caracterizar a regulagio dos
genes codificadores de aménio da subfamilia AMT2 de acordo com o status de N na planta, o
perfil transcricional de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A foi analisado em tecidos de raizes, colmos,
folhas recém expandidas (+1) e folhas maduras (+3) de plantas de cana-de-agucar submetida a
condigdes de suficiéncia (+N, 5mM NH4NOs) ou deficiéncia de N (-N, sem adi¢do de N),
apés 1, 5 e 10 d em tratamento.

A andlise do perfil de expressdo do gene SCAMT2;1 em raizes ndo identificou um
padréo de regulacdo temporal, entretanto, a expressdo desse gene foi reduzida pela metade
apos 5 d de deficiéncia de N (Figura 8A). Em contraste, em plantas submetidas a suficiéncia
de N por 5 d, SCAMT2;1 foi induzido de forma transiente em 2,5 vezes (Figura 8A). Apesar
disso, SCAMT2;1 ¢ fracamente regulado pela alteracéo do status de N em raizes.

Para SCAMT3;3A, um padrédo diferencial de expressdo foi encontrado em raizes de
cana-de-agucar, demonstrando de modo geral uma inducdo progressiva no acumulo de
transcritos em ambas as condicGes de cultivo (+N e -N) (Figura 8B), com excecao para raizes
de plantas submetidas a deficiéncia de N por 5 d, onde o acumulo de SCAMT3;3A foi
2,6 vezes menor do que a expressdao basal. A diferenca mais significativa de niveis de
transcritos de SCAMT3;3A em relacéo a regulacdo temporal foi constatada em 10 d, no qual
houve producédo de cerca de 3,5 vezes mais transcritos em plantas sob suficiéncia de N e de 5
vezes em plantas sob deficiéncia de N em relacdo ao inicio do tratamento (0 d) (Figura 8B).

Quanto ao fator disponibilidade de N, a auséncia deste nutriente induziu a expresséo
de SCAMT3;3A em cerca de 1,4 vezes apds 1 e 10 d de tratamento, enquanto uma queda de
2,6 vezes foi detectada ap6s 5 d em relacdo ao nivel de expressdo encontrada em raizes de
plantas sob suficiéncia de N (Figura 8B). Levando-se em consideracdo os dados apresentados,
pode-se concluir que SCAMT3;3A é regulado tanto temporalmente quanto pelo status de N na
planta, sendo no geral, induzido progressivamente em raizes.

Anélises de ortdlogos a AMT2 sugerem uma regulacdo distinta de acordo com a
espécie. Em alamo, PtrAMT2;1 ndo é responsivo a regulacdo por N (COUTURIER et al.,
2007), no entanto, analises de microarranjo de cDNA de arroz detectaram regulacdo da
expressdo de OsAMTs de acordo com a fonte e disponibilidade de N; maior acimulo de
OsATM2;1 foi encontrado em raizes de arroz submetidas a deficiéncia deste nutriente (BAO-
ZHEN et al., 2009), e OsAMT3;3 apresentou alta inducdo em raizes ressuplementadas com

amdnio ou nitrato, e sob -N (BAO-ZHEN et al., 2009). Anéalise de gendtipos de arroz
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contrastantes para a absor¢do de nitrogénio apresentam diferentes respostas de expressdo do
gene OsAMT2;1 e uma inducdo de OsAMT3;3 em raizes submetidas a amdnio (GAUR et al.,
2012). Em raizes de arabidopsis, AtAMT2;1 é induzido sob deficiéncia de N e é fracamente
reprimido quando ressuplementado com altas concentracdes de nitrato de amonio
(SOHLENKAMP et al., 2002; YUAN et al., 2007).
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Figura 8 —Analise quantitativa de transcritos reversos de SCAMT2;1(A) e SCAMT3;3A (B) em raizes
de cana-de-agucar submetida a deficiéncia de N (-N) ou a alto N (+N; 5 mM de NH;NO3)
nos periodos de 0, 1, 5 e 10 d sob tratamento. Barras indicam £SE, n= 4 réplicas biol6gicas
por tempo amostrado.

Devido a importancia da interacdo entre o metabolismo de C e N nessa graminea,
envolvendo diversos 6rgdos da planta, analises quantitativas de transcritos reversos para 0s
genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A sob influéncia do tempo e da disponibilidade de N foram
realizadas em colmos de cana-de-aclcar. SCAMT2;1 foi induzido cerca de 1,9 vezes em
colmos de plantas submetidas a deficiéncia de N apds 1d de tratamento mantendo-se sem
alteracoes significativas até 10 d (Figura 9A). Em colmos de plantas cultivadas em suficiéncia
de N, o nivel de expressdo de SCAMT2;1 ndo se alterou apés 1 d, e aumentou em torno de

2,2 vezes depois de 5 e 10 d (Figura 9A). Com base nesses resultados, é possivel inferir que
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SCAMTZ2;1 é fracamente afetado pela variagdo no status de N em colmos de cana-de-agUcar,
sendo que apenas com 5 d de deficiéncia de N houve uma reducéo no acimulo de transcritos
desse gene (Figura 9A).

O gene SCAMT3;3A apresentou um perfil de expressdao em colmos de cana-de-agucar
com indugdo progressiva no acumulo de transcritos até 10 d independente do tratamento de N
(Figura 9B), sendo cerca de 2, 2,7 e 3,2 vezes maior apds 1, 5 e 10 d respectivamente. Assim,
pode-se concluir que o desenvolvimento da cana-de-aglcar é o principal fator na regulacédo de
ScAMT3;3A no colmo, sendo que sua expressdo nesse 0rgao ndo é controlada pelo status de
N. Esses resultados sugerem uma participagdo importante de SCAMT3;3A na regulacdo da

homeostase em colmo de cana-de-acucar.
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Figura 9 — Andlise quantitativa de transcritos reversos de SCAMT2;1(A) e SCAMT3;3A (B) em colmos
de cana-de-agucar submetida & deficiéncia de N (-N) ou a alto N (+N; 5 mM de NH;NO3)
nos periodos de 0, 1, 5 e 10 d sob tratamento. Barras indicam £SE, n= 4 réplicas bioldgicas
por tempo amostrado.
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A limitacdo na disponibilidade de N no solo leva a menor aquisi¢cdo de N pela planta,
causando efeitos drésticos na producdo de biomassa e produtividade devido a reducdo
metabdlica em varios 6rgaos (KRAPP et al., 2011). Em condic6es de baixa disponibilidade de
N, as plantas evoluiram a habilidade de regular, além do transporte de N em raizes, o processo
de remobilizacdo de N a partir de érgdos fonte. Durante o processo de remobilizacdo, o N
assimilado em biomoléculas é liberado na forma de amonio por reagdes metabdlicas presente
em processos fisiologicos, como fotorrespiracdo, biossintese de fenilpropandides e
remobilizacdo de reservas celulares (XU et al., 2012). Nesse contexto, 0 processo de
transporte de aménio entre células, tecidos ou drgdos € mediado por proteinas AMTSs
(LOQUE et al., 2004; XU et al., 2012), comprovando, portanto, a relevancia de verificar se
SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A estdo envolvidos em processos de transporte de aménio na parte
aerea de cana-de-acucar.

O nivel de transcritos de SCAMT2;1 em folhas jovens (+1) ndo foi alterado de acordo
com o tempo nem com a variagdo no status de N (Figura 10A). J& em folhas maduras (+3),
houve uma inducéo de cerca de 2,3 vezes no acumulo de transcritos de SCAMT2;1 em relacao
ao nivel basal ap6s 1 d, mantendo-se sem alteracdes significativas nos subsequentes periodos
avaliados (Figura 10C). Em plantas cultivadas em suficiéncia de N, SCAMT2;1 foi induzido
tardiamente em folhas maduras, ap6s 10 d em cerca de 1,8 vezes, enquanto a deficiéncia de N
levou a um acumulo de aproximadamente 2,7 e de 3,9 vezes, apds 1 e 5 d respectivamente.
(Figura 10C). Considerando esses resultados, é possivel inferir que SCAMT2;1 é regulado
temporalmente e de acordo com a disponibilidade de N apenas em folhas maduras de cana-de-
acucar.

Com o perfil de transcritos do gene ScCAMT3;3A em folhas jovens, observou-se
reducdo no acumulo de transcritos ao longo dos periodos avaliados, porém, a variacdo da
disponibilidade de N ndo afetou a regulacdo de ScAMT3;3A (Figura 10B). Em folhas
maduras, SCAMT3;3A foi induzido 2,2 vezes apds 1 d de tratamento de deficiéncia de N, nivel
que se manteve até 10 d (Figura 10D). Folhas maduras de plantas sob suficiéncia de N
acumularam 1,9 vezes mais transcritos apos 1 d de tratamento, retornando ao nivel basal de
expressdo em 5 d, seguido de nova inducdo de 1,72 vezes no periodo de 10 d. Pela observacédo
dos dados analisados, é possivel inferir que SCAMT3;3A é induzido por deficiéncia de N em
folhas maduras, mas ndo em folhas jovens (Figura 10C e D).

Levando-se em consideragdo os resultados expostos, conclui-se que ambos o0s genes de
cana-de-agucar apresentam regulacdo sob deficiéncia de N apenas em folhas maduras, o que

pode indicar a importancia de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A durante o processo de remobilizacao
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de N nessa monocotiledonea. Cabe ressaltar, que SCAMT3;3A apresenta cerca de 39 vezes
mais transcritos do que SCAMT2;1 em folhas maduras de cana-de-agucar, indicando uma
funcdo primordial desse gene no transporte de amdnio nesse érgao.
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Figura 10 — Andlise gquantitativa de transcritos reversos de SCAMT2;1(A e C) e SCAMT3;3A (B e D)
em folhas jovens (+1) e maduras (+3) de cana-de-acUcar submetida a deficiéncia de N (-N)
ou a alto N (+N; 5 mM de NH4NO3) nos periodos de 0, 1, 5 e 10 d sob tratamento. Barras
indicam £SE, n= 4 réplicas bioldgicas por tempo amostrado.

O gene OsAMT3;3A ¢ diferencialmente regulado na parte aérea de dois genotipos de
arroz contrastantes para a absorcdo de nitrogénio (GAUR et al., 2012), sendo também
regulado nesse 6rgdo na presenca de nitrato (BAO-ZHEN et al., 2009). A expressdo de
PbAMT3 em folhas de P. betulaefolia também foi sujeita a regulacdo pelo suprimento de N,
com repressdo de transcritos sob condi¢cdes de deficiéncia de N e inducdo da expressdo em
condicdes de suficiéncia e ressuprimento de NH;" (LI et al., 2015). Em cana-de-aglcar, a
inducdo significativa da expressdo de SCAMT3;3A em folhas maduras durante a deficiéncia de
N sugere uma funcdo importante desta proteina na homeostase de N nesse 6rgao, sendo
provavel que esteja envolvido no processo de remobilizagdo de N ou atuando no transporte de

amonio proveniente da translocacdo do xilema.
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Em resumo, o padrdo diferencial de expressdo dos dois membros da subfamilia AMT2
indica a participacdo desses transportadores em processos fisiologicos distintos, os quais
requerem uma regulacdo fina do transporte de aménio em raizes, colmos e folhas de cana-de-
acucar. Para melhor compreensdo da funcdo fisiologica de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A, foram
realizados estudos funcionais dessas proteinas através de experimentos de expressao
heter6loga em levedura (Saccharomyces cerevisiae) e planta (Arabidospis thaliana),

defectivos no transporte de amoénio.

4.2 Caracterizacao in silico de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A identificados em biblioteca de

BAC de cana-de-agUcar

Detectaram-se cinco BACs contendo sequéncias génicas para o transportador de
aménio SCAMT2;1 (032_Al12, 038_G02, 118 C18, 216 D16 e 235_F05) e dois BACs
contendo sequéncias para SCAMT3;3A (023 013 e 178 C24). Esses BACs foram
sequenciados integralmente pelo grupo da Prof. Marie Anne van Sluys e a presenca das
sequéncias de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A foi confirmada. Considerando o carater polipldide e
redundante do genoma de cana-de-acicar (GARSMEUR et al., 2010; WANG et al., 2010) foi
realizada uma série de analises in silico com as diversas sequéncias promotoras e génicas de
SCAMT2;1 e SCAMT3;3A dos BACs identificados para cada um dos genes, com o propésito
de selecionar os alvos para a caracterizacao funcional.

O primeiro passo para a comparacdo dos BACs foi o mapeamento dos genes
adjacentes aos AMT2 alvos identificados nos BACSs, através de anotacdo dos genes e
elementos mdveis circundantes aos genes AMT2, com a perspectiva de verificar se as
sequéncias génicas encontradas eram alelos e detectar a presenca de elementos transponiveis
(TES) na regido regulatéria. O DNA repetitivo esta presente em todos 0s organismos Vivos,
podendo representar mais de 50% do DNA nuclear em gramineas, portanto, a avaliacdo da
presenca e contribuicdo dos TEs é essencial para o entendimento da gendmica de cana-de-
acucar (ROSSI et al., 2001).

Com o mapeamento das sequéncias de DNA de cana-de-acUcar completas presentes
em quatro BACs encontrados para SCAMT2;1, pode-se constatar a presenca de
retrotranposons, em sua maioria alocados em regides intergénicas, mas ha casos de
sobreposicdes as regides codantes, como o de SCAMT2;1. O BAC 032_A12 foi identificado
tardiamente e a anotacdo to DNA total ndo foi realizada, assim este ndo foi incluido nestas

analises. Os BACs 038 _G02 e 118 C18 apresentam o transposon de longas repeticdes
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terminais (LTR) 2 e os BACs 216 D16 e 235 F05 possuem o LTR-transposon 1 e 3
respectivamente, na regido 3" de suas sequéncias codantes de SCAMT2;1, estando estes em
orientacdo contréria ao gene alvo (Figura 11). As excisdes parciais dos elementos moveis
podem alterar a sequéncia original da regido, produzindo pequenas delegdes, inversdes e
introducdes de DNA randdmico para preencher a regido, gerando assim variacdes alélicas
vinculadas a excisdo dos elementos (FESCHOTTE; PRITHAM 2007). As implicacdes do
flanqueamento do gene AMT pelos TEs apresentados, para sua regulacdo e funcionalidade séo
desconhecidas e precisam de investigacbes mais aprofundadas. Baseado na disposicdo dos
genes e TEs anotados nas regifes 5" e 3" de SCAMT2;1 dos distintos BACs é possivel inferir
que 0os BACs 216 _D16 e 235_F05 possuem genes AMT2;1 alelos (Figura 11). Por outro lado,
os BACs 038 G02 e 118 C18 apresentam maior similaridade na regido 3’ a SCAMT2;1,
entretanto, com grandes diferencas entre genes e elementos moveis identificados (Figura 11).
Com isso, essa analise sugere que possivelmente os BACs 216 D16 e 235 F05 possuem
SCAMT2;1 distintos dos BACs 038 G02 e 118 C18.

ScAMT2;1

][ 11 4 [

|
BAC_038_G02 117053 bp

5 SCAMT2;1

| S— |

‘ ’ Y [ |
m m L ' BAC_118_C18 96927 bp
‘ BAC_216_D16 123445 bp
-

BAC_235_F05 117356 bp

Thiamine_pyrophosphate_dependent_decarboxylation D ScMaximus_2.1

DNARNA_polymerases_superfamily_protein D Maggy_like_P

Plasmodesmata_located_protein_2 l) RINGU_box_superfamily_protein LTR retrotransp_1 D ScMaximus_1.5
’ ScAMT2;1 ' PEBP pHypothetical D LTR transp_2 D ScMaximus_3.1
. UDP-glucose pyrophosphorylase 'Omer membrane i G0t D LTR transp_3 D ScTatl_7_1

Figura 11. Mapa de 4 BACs de cana-de-agucar da cultivar ‘R570° (BACs 038 _G02, 118 C18,
216 D16 e 235_FO05) identificados para a sequéncia génica SCAMT2;1, com suas respectivas
sequéncias de genes identificados e hipotéticos (formas preenchidas), além de elementos
moveis (formas ndo preenchidas).
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Para 0 outro membro da subfamilia. AMT2 de cana-de-agUcar, SCAMT3;3A, foram
identificados 2 BACs contendo esta sequéncia génica: BAC 023_013 e BAC 178_C24. O
mapeamento destes BACs demonstra uma similaridade entre as sequéncias na regido 3" ao
gene; porém a regido 5 apresenta diferencas substanciais (Figura 12). Novamente, todos 0s
elementos moveis encontrados foram classificados como retrotranposons, no entanto, nenhum
sobreposto a SCAMT3;3A. Considerando o0s genes anotados na regidao 5’ ¢ 3’ de SCAMT3;3A
nos BACs 023 013 e 178 _C24 é possivel sugerir que as sequéncias identificadas para este

gene sao alélicas.

ScAMT3,3A

-
x ; ScAMT3,;3A

= —— -
L~ L 1 L~
BAC_023_013 109105 bp
A —— B4
DN B | |
BAC_178_C24 101579 bp
.FADNAD(P) ' Cytochrome_P450_family_78_subfamily_A ScMaximus3_1 DLTR retrotransp_1
'SCAMT3,'3A ’ DNAse_l-like_superfamily D ScMaximusl_7 D ScDEL5_1
Hypothetical ' Cytochrome_P450_family_71_subfamily_B D LTR retrotransp_2
.Protein_kinase_superfamilv ' Not determined D LTR retrotransp_3
-3'-5'-exoribonuclease_familv FAR1-related_sequence_5 |:> ScMaximus2_1

Figura 12. Mapa de 2 BACs identificados para a sequéncia génica SCAMT3;3A, com suas
respectivas sequéncias de genes identificados e hipotéticos (formas preenchidas), além de
elementos madveis (formas ndo preenchidas).

De acordo com as anotacdes do mapa para BACs contendo 0s genes SCAMT2;1 ou
SCAMT3;3A, TEs presumiveis foram identificados proximos aos genes alvo (Figuras 11 e 12).
Para melhor compreensdo da possivel existéncia desses TEs, as regides regulatérias 5° a
regido codante dos genes SCAMT2;1 e ScAMT3;3A dos distintos BACs foram avaliadas
quanto a predicdo de presenca de TE pelo programa Censor. Para os estudos relacionados as
regibes regulatorias do transportador SCAMT2;1, sequéncias de aproximadamente 3000 pb
upstream ao codon de iniciacdo de transcricdo (ATG) foram definidas como a sequéncia

promotora, e para SCAMT3;3A um total de 2000 pb foi avaliado.
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Quanto as avaliacbes das regiGes regulatorias dos AMTSs, nota-se entre os BACs
identificados para SCAMT2;1 uma tendéncia de agrupamento entre 216 D16 e 235_FO5,
previamente identificada no mapeamento do DNA total dos BACs, sendo que 0s outros dois
BACs apresentaram maior numero de diferencgas entre os elementos transponiveis tanto nesta
regido especifica quanto no DNA total do BAC. Foi possivel identificar TES nos promotores
de SCAMT2;1, sendo em sua maioria transposons, dentre alguns retrotransposons LTR e ndo
LTR (Figura 13). Com base nesses resultados de predicdo de TE em regides regulatorias do
gene SCAMT2;1 dos distintos BACs € possivel inferir que os BACs 032_Al12, 038 _G02,
216 D16 e 235 FO5 possivelmente possuem insercdes de transposons, no entanto, 0S
parametros de qualidade para deteccdo do transposons indicam maior probabilidade da
presenca destes TES no grupo formado pelos BACs 216 _D16 e 235_F05.
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Promotor BAC032_A12

*

= L —
| Name ||From” To I Name ||Fr@ To [ Class [DA‘I Sim Im/Mm:Ts " Score‘
PromotorBAC®32_A12 |[ 749 |[ 788 |[haT-1 _pre |[3668][3706]|  ONA/haT [[d Jlo.825e][ 1.seee | 218 |
PromotorBAC@32_A12 |[1393][1468][ RTE2_zM |[3427][3503][ NonLTR/RTE d |[e.9610] 99.e00e | ee7
PromotorBAC@32_A12 |[2554][2745][ TsB2 35 |[ 224 || ona/Harbinger || ¢ |[0.8063] 1.e000 |[ 934

Promotor BAC038_G02

*

| —
Name Erom|[ To Name Erom|[ To Class Dir| Sim |[Pos/Mm:Ts |[score
PromotorBACe38_Ge2 || 864 |[ 983 |[hat-1_ppe |[3868][37e6 DNA/hAT d |[e.s250][ 1.ses0 | 218
PromotorBAC®38_Ge2 |[13es5|[1513]] 1seis 1 |[ 207 ][ ona/Harbinger |[ ¢ |[e.8398] 2.eeee |[ 1118

Promotor BAC118_C18

*

R —

Name |[Eren|[ To | Name [Erom| To Class |[pir][ sim |[Pos/mm:Ts|[score|
PromotorBAC118_C18 || 703 || 768 LINE1-4 & 506 || 574 NonLTR/L1 c ||@.7313 1.4167 258
¢ ||@.6837 1.80002 201
PromotorBAC118_C18 || 990 ||1531||LTR-18C_O0S5-LTR & 2033 LTR L8.5894 2.8333 544
PromotorBAC118_C18||1543(|191@ ENSPM4_0S 4757 ||5@63 ||DNA/EnSpm/CACTA|l ¢ ||0.6899 1.7619 329

PromotorBAC118_C18 || 866 || 964 hAT-9N_SBi 233 || 329 DNA/hAT

Promotor BAC216_D16

*

& - .-

Name w] T Name M] To Class ‘DA] Sim ]MM Score]
PromotorBAC216_D16 |[ 701 |[ 742 hAT-1_PPe 3668|3706 ona/haT  |[d Jfe.s25e]| 1.5000 || 218 |
PromotorBAC216_D16 |[2131][2229]] HaRB-n3e_sBi 1 |[ 99 |[ona/Harbinger|[ ¢ [o.900e][ 1.3333 | 696 |
PromotorBAC216_D16 [[2237][2344|[RLG_scTat_2_1-1|[5257][5365]] LTR/Gypsy |[ d |e.ss99][ 1.375e | 794
PromotorBAC216_D16 |[2345][2540)[ HARB-N36_sBi | 94 |[296 |[DNA/Harbinger |[ d J[o.8281][ 1.2857 |[ 997

Promotor BAC235_F05

*

L - .-

Name |Erom|| To Name |Eron|| To | Class [pir|| sim |[Pos/Mm:Ts|[Score
PromotorBAC235_Fes |[663 |[7e2 || har-1 pre  ||3668|[3706] pna/haT || @ J[e.825e][ 1.seee | 218
PromotorBAC235_Fes |[2e93][2191] hare-n3e_sei |[ 1 |[ 92 |[ona/Harbinger|[ d |[e.9eee| 1.3333 || sos
PromotorBAC235_F@s |[2199][2306)[RLG scTat 2 1-1)[5257][5365] LTR/Gypsy || ¢ |[e.ss99]| 1.375e |[ 794 |
[PromotorBac23s_res |[23e7][25e2][ Hare-n3e_sei || 94 |[ 296 |[DNA/Harbinger |[ ¢ |[o.8281] 1.2857 | 997 |

Figura 13- Andlises das regides regulatorias de SCAMT2;1 provenientes dos BACs para presenca de
transposons pelo programa Censor, indicando nome, classificagéo, diregdo e pontuacdes para
similaridade de alinhamento dos elementos méveis encontrados.

Para as regides regulatorias de SCAMT3;3A, constatou-se a presenca de 6 elementos
mdveis para 0 BAC023 013 sendo 4 deles transposons classicos e 2 retrotransposons com
um representante de cada subclasse (LTR e ndo LTR) apresentando parametro de similaridade
com altos valores, de 75% a 84% e alto score de BLAST com o banco de dados. J& para o
BAC178 C24, foram detectados 2 elementos méveis de DNA com alta similaridade

(em torno de 75%) e alto score para um deles (Figura 14). Portanto, a partir dos dados
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avaliados, pode-se propor que a regido 5’ regulatoria de SCAMT3;3A do BAC023 013
possivelmente possui a insercdo de dois transposons, enquanto no BAC178_C24 é provavel a

existéncia de uma Unica insercdo alterando a sequéncia promotora deste gene.

Promotor BAC023_013

—

L I — Ll
Name }ml To I Name } Erom | To ‘ Class @ Sim | Pos/l\\m:Ts|‘Score|
PromotorBAC023 013 1 151 1582 [ 1 [ 139 |[oNa/Harbinger][ ¢ J[o.8e71][ 1.2778 |[ 673 |

1
[PromotorBace23_013[247 [[202][ ra-1cee  |[3073 |[3117 || monLTR/R4 [ d |[e.7826][ 1.2857 |[ 238 |
PromotorBACe23_013 |[ 897 |[1078][ Touristia s& |[ 6 |[ 188 |[oNA/Harbinger|[ d |[o.8415][ 2.000e || 1e86 |

1

2

1

PromotorBAC023 013 |[1137][1343]] 75818 || 1 | 209 |[oNA/Harbinger || d |[o.8049][ 1.6364 |[ 294 |
[Promotorsaco23_013][1688][1755][pelinton-1_ca |[14532][14601 [ ONA/Polinton |[ ¢ |[o.7465][ 2.0000 |[ 229 |
[Promotor8ace23_013 |[1931][1979][copia-0s_se-1)[ 107 | 160 || LTR/Copia || d |[o.7843][ 1.5000 | 200 |

Promotor BAC178_C24

—

— . L

| Nane leron|[ To |  Name  |[fron| To || Class |pir| Sim |[Pos/Mn:Ts/score
|Promotor8Ac178 24 (317 (548  71s81 || 2 || 234 [jona/Harbinger [ c [[0.7576] 1.7857 | 980
| Promotor8AC178_C24 [[1675]|1742][Polinton-1_CB|[14532]|14601 | DNA/Polinton || c [[0.7465| 2.0000 || 229

Figura 14- Analises das regides regulatérias de SCAMT3;3A presentes nos BACs para presenca de
transposons pelo programa Censor, indicando nome, classificacéo, dire¢do e pontuacdes para
similaridade de alinhamento dos elementos mdveis encontrados.

Ainda com intuito de definir quais sequéncias génicas e promotoras de SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A seriam alvo para a caracterizacdo funcional, foram realizadas uma série de
alinhamentos para identificar possiveis variacdes de nucleotideos e aminoacidos nos distintos
BACs. Para as andlises das sequéncias génicas de SCAMT2;1, foram alinhadas as sequéncias
presentes nos BACs (032_A12, 038_G02, 118 C18, 216 _D16 e 235_F05) com a sequéncia de
transcrito (compl105883 c0 _seql3) obtida através de sequenciamento de RNA de alta
performance de tecidos de cana-de-agucar (‘SP80-3280’), realizado no Laboratorio de
Melhoramento de Plantas CENA/USP, o que permitiu identificar polimorfismos de
nucleotideos entre as sequéncias génicas alinhadas (dados ndo apresentados).

Foi encontrada no BAC 032_A12 a adi¢do de uma citosina logo no inicio de sua
sequéncia (posigdo 106 a partir do ATG), tal diferenca pode ser proveniente de possiveis erros

no processo de sequenciamento deste BAC ou de uma mutacdo (inser¢do) causada ou nédo
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pela movimentacdo de elementos transponiveis, que levou a uma mudanga no quadro de

leitura da proteina a partir do aminoacido 36, alterando todos os amino&cidos subsequentes e

assim o gene (Figura 15).

ScAMT2;1 complO5883_c0_seql3
BAC 032 _A12
BAC 038 _GD2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO05

ScAMT2:1 complOS5883 c0 seql3
BAC 032_A12
BAC 038_GD2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO05

ScAMT2;1 complO5883_c0_seql3
BAC 032 _Al12
BAC 038_G0D2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO3

ScAMT2;1 complO5883_c0_seql3
BAC 032 _Al12
BAC 038_G0D2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO05

ScAMT2;1 complO5883_c0_seql3
BAC 032 _A12
BAC 038 _GD2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO05

ScAMT2:;1 complOS5883 ol seql3
BAC 032_A12
BAC 038_GD2
BAC 118 C18
BAC 216 D16
BAC 235 FO05

10 20 30 40 50 L1] 70
e I L [Py ey Iy ey By ey ey
MAASGCAYAAQLEAVEEWLNRCDEAWQLTAATLVGIQSMEPGLVVLYGSIVRREWAVREAFNALYAYASSLLY
MAASGCAYAAQLEAVEEWLNRGDN AWQLTAATLVGC Nl C et e N R (e TN TRy el
MAASGCAYAAQLEAVEEWLNRCDKAWQLTAATLVGIQSMEGLVVLYGSIVRREWAVREAFNALYAYASSLLY
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MAASGCAYAAQLEAVEEWLNRCDEAWQLTAATLVGIQSMEGLVVLYGSIVRREWAVREAFNALYAYASSLLY
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T T I T e L ) I
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FLYEWCVIDYSGGYVIHLSSCVAGFTAAYWVGERLESDRERFSPNNILINIAGGGLIWMC AGFNGCAEYA
FLYFWCVIDYSGGYVIBLSSCUAGFTAAYWVGERLRSDRERFSPNNILIMIAGGGLIWMCY AGFNGCABYA
FLYEWCVIDYSGGYVIHLSSCVAGFTAAYWVGERLESDRERFSPNNILINIAGGGLIWMCH AGFNGCAEYA
FLYFWCVIDYSGGYVIALSSCVAGFTAAYWVGERLESDRERFSPNNILIMIAGGGLIWMC AGFNGCAPYA
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B T I I T T I e (P [Py Oy Iy
LLTWTCLLVIFFNRPSVICAV ITGLVCITECAGLVQTWAAVIMCVEAGSVEWFTNMILERRS ALLMEVD
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480 470 480 4350
B e D B B SOy P
DCERFLATREDLAAFVGCGCHMDRECS ADQEMECHCARCYTIQL
EVRRECER LGGEGREWWEDEGR- VeI leRrE
DGERFLATREDLAAFVGGGCKMDREGS ADQFMSCMCARCVTIQL
DGERFLATREDLAAFVGGGCKMDREGS ADQFMSCMCARCVTIQL

DGERFCATRHDLAAFVGGGCMMDREGEADQFMSEMCARCVTIQL)
DGERFCATEHDLAAFVGGGCMMDREGEADQFMSEMCARCVTIQL)

Figura 15 — Alinhamento em aminoacidos das sequéncias génicas traduzidas conceitualmente para
SCAMT2;1. Comp105883 c0 seql3 se refere a sequéncia de transcrito obtida por meio de
RNA-seq de tecidos de cana-de-agucar (‘SP80-3280°). As demais sequéncias foram obtidas

por sequenciamento de clones de biblioteca de BAC de cana-de-agucar (cultivar ‘R570°).

Dos polimorfismos de nucleotideos encontrados entre os 4 BACs restantes para

SCAMT2;1 e 0 comp105883 c0 seql3, sete implicaram em modificacdes na traducédo (Figura

15), e estas dividiram as sequéncias génicas em dois grupos, ja identificados previamente,
sendo o primeiro formado pelo comp105883 c0 seql3, BAC 038 G02 e BAC118 C18
compreendendo o alelo 1, e o grupo 2 pelos BACs 216_D16 e 235 _F05, apresentando o alelo

2. Houve uma Unica variacdo dentro do grupo 1 onde a sequéncia proveniente do
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BAC 038_G02 apresentou uma glutamina na posi¢do 85 enquanto o comp105883 c0_seql3 e
0 BAC 118 C18 traduziram uma arginina. Portanto, a sequéncia de nucleotideos encontrada
na analise de RNA de alta performance apresentou maior similaridade (99%) com o
BAC118 C18, o qual compreende um gene de 1473 pb, 490 aminoacidos e uma massa
molecular calculada de ~53 KD (Figura 16). A presenca de introns na estrutura génica do
BAC em questdo impediu a amplificacdo direta desta fonte de DNA, visto que a expressao
heter6loga seria feita com organismo divergente do original e o processamento do RNA
heterogéneo poderia ndo ocorrer corretamente. Tal fato somado & complexidade do DNA de
cana-de-acUcar e a baixa expressao relativa do gene SCAMT2;1, levou a utilizacdo de um gene

sintético, feito com o molde encontrado na anélise de RNA-seq.

ScAMT2;1 1473 bp

490 aminodacidos

627 bp 286bp 560bp

Figura 16. Estrutura do gene SCAMTZ2;1, proveniente do BAC 118 C18, compreendendo 1473 pb,
490 aminoéacidos e ~53KD. O DNA gendmico possui dois introns. As caixas representam os
éxons e as linhas os introns.

Para os estudos relacionados as regifes regulatorias do transportador SCAMT2;1,
sequéncias de aproximadamente 3000 pb upstream ao cddon de iniciacdo de transcrigdo
(ATG) foram definidas como a sequéncia promotora, levando em conta possiveis insercdes de
elementos mdveis. O alinhamento das sequéncias da regido regulatéria do gene SCAMT2;1
presentes nos BACs (Figura 17) permitiu, novamente, a identificacdo de dois grupos na regido
de cerca de 1kb anterior ao codon de iniciacdo do gene, sendo o grupo 1 formando pelos
BACS 038 G02 e 118 C18 e o0 grupo 2 pelos BACs 216 D16 e 235 FO05.
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Figura 17 — Alinhamento em nucleotideos das regides regulatérias para SCAMT2;1 dos 5 BACs
(032_A12, 038_G02, 118 _C18, 216_D16 e 235_FO05), identificados por sequenciamento de
clones de biblioteca de BAC de cana-de-acucar (cultivar ‘R570°).
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Segundo os dados apresentados, fica evidente a separacdo dos BACs em dois grupos,
nos quais ambos possuem elementos transponiveis na regido regulatoria putativa de
SCAMT2;1. Por conseguinte, um representante de cada um dos grupos formados entre os
BACs foi selecionado para andlises de elementos regulatérios conservados na regido
promotora pelo programa PlantPAN. Esta andlise apresentou poucas regibes conservadas
entre 0s promotores avaliados, e estas encontram-se em posicdes diferentes (Figura 18),
indicando uma variacdo significativa na regido regulatéria dos genes SCAMT2;1 dos BACs
118 C18 e 235_F05, mesmo essas apresentando alta identidade entre as sequéncias ORF para

€sse gene.
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Figura 18 — Comparacao das regibes regulatérias para SCAMT2;1 do BACs 118 C18 representando o
grupo 1 e 235 _FO05 representando o grupo 2, realizada pelo programa PlantPAN, indicando
elementos regulatorios (ilhas CpG e repeticbes em tandem) e regibes conservadas (tracos
alaranjados ligados uns aos outros por tragos e pontilhados em cor-de-rosa) entre 0s
promotores estudados.

A falta de identificacdo de sequéncias conservadas nos promotores e diferencas na
presenca e posicionamento de TEs (Figuras 13 e 18), aliada a falta de sequéncias génicas mais
proximas ao alelo do grupo 2 no RNA-seq, suscitou duas hipoteses: tal alelo ndo estaria sendo
expresso devido a variacdes de aminoacidos ou devido a inser¢bes de TEs alterando a
sequéncia promotora. Dessa forma, um BAC de cada grupo identificado foi selecionado para
a amplificacdo e clonagem da regido promotora presumivel de SCAMT2;1, proveniente dos
BACs 118 C18 e 235 F05, afim de verificar a funcionalidade de ambos.
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Os alinhamentos das sequéncias génicas dos BACs identificados para SCAMT3;3A
com a sequéncia de transcrito parcial proveniente do RNA-seq (comp96041 _c0_seql parcial)
mostrou polimorfismos de nucleotideos na sequéncia codificante (dado ndo mostrado). Essas
variagdes refletiram em sete alteraces na sequéncia de aminodacidos (Figura 19).
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BAC 023 013
BAC 178 C24
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JAGLTAAYWVGPREASDRERFFPNNILIVIACAGLIWLCWTGFRGGDEY SANIDSEMAVLNTHICASTSL

INWTLLLVFFFGREEVICAVOCMITGIVCITECAGIVOCWAATVMGILSGSIEWY TN VLEEEWSFMORT
LMWTLLLCVFFEGEESVICAVOCMITGLVCITECAGLVOCWAAIVMGILEGSIEWYTMRVLEEEWSEMQRL
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BAC 023 013
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DDTLCVFETEAVAGFLGGiTTGLFAEEVLCHLFLSIEDSBGAFYGGDGGSQFGRQIACALEVIAHNIVIT
DDTLCVFHTEANVAGFLGGUTTGLEAEEVLCHNLFLSTIFDSRCAFYGGDGGEQFGREQIACALEVIAWNIVIT

ScAMT3:3A comp96041 o0 seql
BAC 023 013

SITCVLIGIVLFLRUSCAQLLIGDCAVHGEEAYAIWAEGELNLVT:E HDESRHSGEAVC
BAC 178 C24 !

SITCVLIGIVLFLR SEAQLLIGDEEVEGEEAYQIMAEGELNEVT!EDESRESGHAHEVTQEV-

Figura 19 — Alinhamento de aminoacidos das regifes génicas para SCAMT3;3A dos 2 BACs
(023_013, 178_C24) identificados por sequenciamento de clones de biblioteca de BAC de
cana-de-agucar (cultivar ‘R570”) e sequéncia de transcrito parcial proveniente do RNA-seq
(comp96041 c0 seql parcial).

O alinhamento de aminoacidos das regides génicas para SCAMT3;3A dos 2 BACs
(023_013 e 178_C24) identificados por sequenciamento de clones de biblioteca de BAC de
cana-de-agucar (cultivar ‘R570°) e sequéncia amplificada de cDNA de cana-de-agUcar
"SP80-3280°, mostrou diferencas em suas sequéncias nucleotidicas e duas variacdes de
aminodacidos. A sequéncia proteica proveniente da amplificacdo de cDNA de cana-de-agUcar
‘SP80-3280” apresentou uma glutamina ao invés de arginina na posi¢do 106 e uma arginina
na posicdo 466 enquanto o BAC 023 013 possui uma histidina, j& em relacdo ao BAC

178_C24 as diferencas foram em trés amino&cidos: treonina por alanina (369), isoleucina por
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metionina (435) e isoleucina por valina (475) (dados ndo mostrados). O gene SCAMT3;3A
procedente do BAC 023 013, mais proximo da sequéncia génica amplificada de cDNA de
cana-de-agUcar, apresenta estrutura formada por 2 éxons e um intron e sua regido codante
compreende 1452 pb, 484 aminoacidos e uma massa molecular calculada de ~52 KD (Figura
20). E interessante notar que os membros da subfamilia génica AMT1 sdo desprovidos de
introns, exceto o gene LJAMT1 de Lotus japonicus (SALVEMINI et al., 2001), enquanto 0s
membros da subfamilia AMT2 contém introns em suas sequéncias gendmicas
(SOHLENKMAP et al, 2000; SUENAGA et al, 2003; COUTURIER et al., 2007;
GUETHER et al., 2009; LI et al., 2015). Dessa forma, os genes AMT2 de cana-de-agucar

estudados mantiveram a tendéncia da subfamilia.

1452 bp
484 aminoacidos

943 bp 509 bp

SCAMT3;3A

Figura 20. Estrutura do gene SCAMT3;3A, proveniente do BAC 023_013 compreendendo 1453 pb,
484 aminoacidos e ~52 KD. O DNA gen6mico possui um intron. As caixas representam os
éxons e as linhas o intron.

A regido regulatoria do gene SCAMT3.3A foi definida como uma sequéncia de
aproximadamente 2000 pb upstream ao codon de inicia¢do da transcricdo desse gene (ATG),
levando em consideracao o alto nimero de possiveis transposons nesta regido. O alinhamento
(Figura 21) das sequéncias promotoras dos BACs 023 013 e 178 C24 apresentou, mais uma
vez, uma variacao consideravel, tornando dificil escolher o clone de BAC a ser utilizado para

as clonagens e experimentos de caracterizacdao funcional.
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prom BAC 023 013 ACI-!AGTTCA[2'[ACACACAG[2GATGCGGAGA'[AG[2GA'I)’-!T'Ua'IA[2'[AGGGCl!AGiACAGGTTCATTTCATCAGTGTGC'U-!A'IACG
e oot B = e Rk R - R AC A ACTTCACTACACACAGCCATGCGCACATAGCCATATTATACTAGGGCAAGHACAGCGTTCATTTCATCAGTCTCGCTAATACC

prom BAC 023 013 CCATGGTT'[I-lAGGCTGTGTGTEACCTTCIJACTTGGGTTTTTG'[AGCEAGGTiGEATTTCAEAEAChEAEACﬁAGCCT'{ﬁﬁ.ﬁAG[
o Bp R ey k- R e D CCATGGTTTAAGGC TG TG TGTCACCTTCAACTTGEGTTTTTGTAGCCAGCTRCGCATTTCACACACACACACAAGCCTTAAAAGCK

z010 20Z0 2030 2040 2050 20&0 2070 2080
I I I [ [P IR ISPl I PP S I (P [P PP ISP (P |
jslae gyt ea bk R R A G TGCAGCTCACCTCTTCTTCCTCCTGCTTTTCTGOCCTCTCC g ACCTACCAATCTTTCCATCCAGTGCCCCAGCC
Prom BAC 178 C24 AGTGCAGCTCACCTCTTCTTCCTCCTGCTTTTCTGHCCTCTCCACTCCACC'[ACCI-!ATCTTTCGATCGAGTGCCCCAGCC

Figura 21 — Alinhamento em nucleotideos das regifes regulatdrias para SCAMT3;3A dos 2 BACs
(023_013 e 178_C24) identificadas por sequenciamento de clones de biblioteca de BAC de
cana-de-agucar (cultivar ‘R570°).

Apesar das diferencas nucleotidicas, a analise comparativa das regibes promotoras
(Figura 22), envolvendo elementos regulatérios, demonstrou a existéncia de regido
conservada entre os promotores avaliados para o gene SCAMT3;3A dos dois BACs. Com base
nessas consideracdes, e o fato de que a proteina correspondente ao alelo amplificado de
CcDNA de cana-de-agucar ‘SP80-3280 assemelha-se mais com o produto da sequéncia génica
do BAC 023 013, este foi escolhido para a clonagem da regido promotora presumivel de

SCAMT3;3A para ser realizada a caracterizacdo funcional.
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Figura 22 — Comparagao das regides regulatorias para SCAMT3;3A dos BACs 023_013 e 178_C24,
realizada pelo programa PlantPAN, indicando fatores de transcrigdo, elementos regulatorios
(ilhas CpG e repeticbes em tandem) e regiGes conservadas (tracos alaranjados ligados uns
aos outros por tragos e pontilhados em cor-de-rosa) entre os promotores estudados.
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Para melhor caracterizacdo das sequéncias génicas referentes a SCAMT2;1 e
ScAMT3;3A encontradas nos BACs de cana-de-acucar, analises para identificar os dominios
proteicos regulatérios de transportadores de aménio, foram realizadas. A superfamilia de
transportadores MEP/AMT/Rh é caracterizada por possuir 11 dominios transmembranares,
com o N terminal para a face exterior e o C terminal para o interior da membrana, e um
motivo assinatura conservado de 26 aminoéacidos (MARINI et al., 1997; MARINI; ANDRE,
2000; SCHWACKE et al., 2003; LOQUE; VON WIREN, 2004; ELLERBECK et al., 2013).
Para esta verificagdo, as sequéncias codantes dos transportadores SCAMT2;1 (proveniente do
RNA-seq) e SCAMT3;3A (proveniente do cDNA de cana-de-agucar ‘SP80-3280) foram
traduzidas pelo programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.ntml) 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/).

A andlise dos AMTs de cana-de-acucar no programa TMHMM resultou em 11
dominios com alta probabilidade de ocorréncia para ambas as proteinas estudadas (Figura
23A e B), com N terminal voltada para o exterior da membrana e o C terminal para o
citoplasma, estando de acordo com o padrdo da superfamilia. Estas também apresentam o
motivo assinatura conservado para o grupo MEP/AMT/Rh (Figura 23C), o qual esta
localizado entre os aminoacidos 188-213 na proteina SCAMT2;1 e entre 0s aminoacidos
198-223 em SCAMT3;3A (dados ndo apresentados).
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Figura 23-Dominios transmembranas preditos no programa TMHMM para A. SCAMT2;1. e B.
ScAMTS3;3A. C. Representacdo WebLogo para o motivo assinatura de 26 aminoacidos
conservados entre 41 membros da superfamilia MEP/AMT/Rh, que esta depositado no banco
de dados do Prosite (nimero de acesso PS01219).

A superfamilia de transportadores de amdnio pode ser encontrada em todos o0s
dominios da vida, apresenta uma similaridade baixa entre seus representantes (< 25%) e ainda
assim, exibe caracteristicas similares para o transporte desse cation. 1sso ocorre, devido a
presenca de regides conservadas para a funcionalidade dessas proteinas. Embora a
similaridade de transportadores de aménio de plantas e de E. coli ou A. fulgidus seja
relativamente baixa (20-50%) é impressionante como a modelagem molecular tem mostrado
que as proteinas de plantas parecem manter estruturas terciarias e quaternarias similares,
particularmente os dominios transmembranares (TMD), os loops citoplasmaticos e o carboxi
terminal (C-terminal), com os loops extracelulares mostrando alguma divergéncia,
principalmente em tamanho (LOQUE et al., 2007; NEUHAUSER et al., 2007; 2009;
GUETHER et al., 2009; ORTIZ-RAMIREZ et al.,, 2011). Estudos demonstraram que
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mudancas no sitio de ligacdo extracelular de alguns transportadores de planta podem resultar
na inibicdo ou reducdo da atividade do transporte, além disso mutacdes adicionais tém
identificado outros importantes aminoacidos, ambos na entrada do poro e nos loops
citoplasmaticos (PANTOJA, 2012).

Como previamente identificado em ortdlogos de AMTSs, entre 0s aminoacidos
conservados estdo o triptofano W148 e serina S219 em EcAmtB, supostamente essenciais
para a formacdo da estrutura do sitio de ligagdo com aménio (PANTOJA, 2012). A maioria
desses residuos sdo bem conservados, com a excecdo do S219, o qual é substituido por
alanaina (Ala) ou &cido aspartico (Asp) nas proteinas AMT2. Uma analise mais detalhada nos
poros presumiveis, foi realizada no homologo de E. coli ECAmtB. A maioria dos resultados
sobre o papel dos residuos localizados no sitio de ligacdo/recrutamento de amoénio tem
demonstrado que a substituicdo da Fenilalanina F107, W148 e S219 por Ala ou Leucina
(Leu), ndo modificam o nivel de expressdo da ECAmtB, entretanto, algumas mudancas foram
observadas nas propriedades de transporte (FONG et al., 2007; JAVELLE et al., 2008,
HALL; KUSTU, 2011). Esta poderia ser uma explicacdo para a menor capacidade de
transporte das proteinas AMT2 de plantas quando comparadas com a subfamilia AMT1. A
substituicdo natural de S219 por Ala em AtAMT2;1 e LJAMT2;1 juntamente com resultados
de mutantes de ECAmtB219A desafiam o papel proposto pela S219 na ligacdo de amdnio
através de pontes de hidrogénio e sugere que outros aminoacidos estejam envolvidos na
ligacdo de amdnio (PANTOJA, 2012).

Evidéncias bioquimicas demonstraram que as proteinas MEP/AMT formam trimeros
com uma orientacdo extra-citosolica do N terminal e intra-citosolica do C terminal
(LUDEWIG et al., 2003; GRAFF et al., 2010). As analises de inducdo de mutagdes pontuais
no transportador de tomateiro (Solanum lycopersicum) SIAMT1;1 demonstraram que a
delecdo ou substituicdo de duas cisteinas (C3S e C27S) 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 formacdo dos oligbmeros foi confirmada quando o N-terminal do transportador SIAMT1;3
de tomateiro foi analisado. Esse transportador possui um N-terminal pequeno em comparacao
aos outros AMTSs e ndo apresenta as cisteinas C3 e C27 e, portanto, ndo possui a habilidade de

formar trimeros na membrana plasmatica (GRAFF et al., 2010).
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Uma vez que esses dois aminoacidos ja foram descritos como fundamentais para a
estabilidade dos oligdmeros dos AMTs em tomateiro, a sequéncia do N-terminal dos
transportadores de amdnio identificados no genoma de cana-de-acucar foi alinhada com o
N-terminal de membros da subfamilia AMT2 e/ou AMT1 de arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), tomateiro (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays), sorgo
(Sorghum bicolor) alamo (Populus trichocarpa), lotus (Lotus japonicus) além das sequéncias
para membros da subfamilia AMT1 e AMT2 de cana-de-agicar SCAMT1;1, SCAMT1;3
(comp110189 c0 seql e compl10189 cO_seq3), SCAMT2;1, SCAMT3;3A e SCAMT3;3B
(comp105883 c0_seql3, comp96041 cO seql parcial e comp93349 cl seql parcial) obtidas
através de sequenciamento de RNA de alta performance (Figura 24). Com excecdo da
proteina de tomateiro SIAMT1;3, os demais membros da subfamilia AMT1 apresentaram as
duas cisteinas conservadas, incluindo os transportadores de amodnio de cana-de-agucar
(Figuras 24A e B), o que indica a provavel formagdo de trimeros de proteinas AMTS na
membrana plasmatica de células dessa graminea. Em contrapartida, estas cisteinas estdo
ausentes em todos os transportadores estudados para a subfamilia AMT2, fato este que nao
exclui a existéncia de um mecanismo que permita a formacdo de trimeros entre estas
proteinas.

Comparacgdes entre membros das familias AMT, MEP, e Rh ja demonstraram que a
conservacdo dos residuos de cisteina sdo encontrados apenas nos membros da familia AMT1
de plantas (GAZZARRINI et al., 1999; VON WIREN et al., 2000a; SALVEMINI et al., 2001;
SUENAGA et al., 2003; D"APUZZO et al., 2004), sendo ausentes nos membros da subfamilia
de plantas AMT2 (SOHLENKAMP et al., 2000). Adicionalmente, residuos de cisteina no N-
terminal ndo estdo presentes na maioria dos homdlogos de MEP e AMT dos procariotos,
incluindo as proteinas cristalizadas AmtB de E. coli e Amt-1 de Archaeoglobus fulgidus
(KHADEMI et al., 2004; ANDRADE et al.,, 2005; GRAFF et al., 2010). Portanto, a
estabilizacdo dos trimeros dos transportadores de aménio MEP ou AMT ndo pertencentes a

plantas deve ser independente das cisteinas do N-terminal (GRAFF et al., 2010).
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Figura 24 — Alinhamento em aminoacidos do N-terminal de membros da subfamilia AMT1 e/ou

AMT?2 de arabidopsis (AtAMT), tomateiro (SIAMT), arroz (OsAMT), milho (ZmAMT),
sorgo  (SbAMT), é&lamo (PtAMT) e lotus (LJAMT). Comp110189 c0 seql,
compl110189 c0 seq3, compl05883 c0_seql3, comp96041 c0_seql parcial e
comp93349 cl seql parcial referem-se as sequéncias de transcritos obtidas por meio de
RNA-seq de tecidos de cana-de-agticar (‘SP80-3280°). Alinhamentos realizados no ClustalW
e agrupamentos para: A. AMTL1. B. AMT2. e C. Representagdo WebLogo para 0s residuos
conservados entre as proteinas AMT1 de arroz, cana-de-agUcar, milho e sorgo. As setas
vermelhas indicam as cisteinas conservadas entre os membros dessa subfamilia. Os nimeros
de acesso para os distintos AMTSs estdo indicados juntamente com o nome das sequéncias.

A regido C-terminal das proteinas AMTs também possui funcdo regulatoria nesses

transportadores de membrana. Um aminoéacido localizado nesta regido que desempenha papel

crucial na manutengdo da funcionalidade destas proteinas é a glicina 456 (G456; SIAMT1;1)
(LUDEWIG et al., 2003). A mudanca de G456 por Asp inativa o transporte de SIAMT1;1 e

também de seu pardlogo SIAMT1;2, sendo esta a primeira evidéncia de que transportadores


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1851830/#bib18
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de aménio formam oligdmeros, processo esse primeiramente descrito para os transportadores
homdlogos MEP de levedura Saccharomyces cerevisiae (G413; MARINI et al., 2000).
Observagdes similares foram reportadas para AMT em fungo, Aspergillus nidulans
(MONAHAN et al., 2002).

Da mesma forma, mutacdes na G456 equivalente em transportadores de NH," de
tomateiro inativaram transportadores coexpressos de uma maneira dominante. Inibi¢do
cruzada por subunidades de mutantes foram tomadas como uma evidéncia para homo
oligomerizacdo e possivelmente hetero oligomerizacdo em AMTSs de plantas (LUDEWIG et
al., 2003). A glicina 458 foi encontrada em todos os AMTs de plantas avaliados neste
trabalho, sejam eles da subfamilia AMT1 ou AMT2, incluindo as proteinas de cana-de-agucar
(Figura 25). Embora esses dados evidenciem a importancia do C terminal citosolico na
atividade de transporte dos AMTSs, a relevancia fisiologica dessas observacGes permanece a
ser elucidada.

Outro aminoacido comprovadamente importante localizado no C-terminal é a
Treonina 460 (T460). Um processo de regulacdo alostérica foi descrita para AtAMT1;1 de
arabidopsis, no qual a ativacdo ou inativacdo do complexo proteico depende de modificacdes
conformacionais ocasionadas pela fosforilacdo da T460, sendo que este mecanismo regula o
influxo de amdnio nas raizes impedindo que esse nutriente possa causar toxidez nas celulas
(LOQUE et al., 2007; LANQUAR et al., 2009). A extremidade N terminal das proteinas da
familia AMT1 ¢é fundamental para a estabilizacdo do oligdmero (trés proteinas), sendo que a
absorcdo de NH," é fortemente reduzida quando o oligdmero ¢ desfeito (GRAFF et al., 2010).
Estudos iniciais ttm demonstrado que proteinas carregando a mutacdo T460D séo inativas, e
quando expressas com transportadores funcionais de AtAMT1;1 (LOQUE et al., 2007) ou
AtAMT1;2 (NEUHAUSER et al., 2007), também inibem o transporte destas por interagdo
cruzada. Assim, a regulacdo dessa familia de transportadores pode ser alcancada por
interacdes do C terminal com os loops citoplasmaticos dentro do mesmo monémero, ou com
trimeros vizinhos, fornecendo uma maior flexibilidade de regular a capacidade de transporte
nas raizes mediante a presenca de amdnio (YUAN et al., 2013).

O alinhamento da sequéncia do C-terminal dos transportadores de amdnio
identificados em BACs e RNA-seq de cana-de-aclcar com o C-terminal de membros das
subfamilias AMT1 e AMT?2 de varias espécies, permitiu identificar que a Treonina 460 ndo é
conservada nas proteinas SCAMT2;1 e SCAMT3;3A de cana-de-agucar, (Figura 25). A
conservagdo desse mecanismo regulatorio pode ser comum entre os AMT1 homdlogos de

plantas, onde T460 é bem conservada, com a exce¢do do AtAMT1;5 (A463). No entanto,
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estudos recentes em arabidopsis demonstram que apesar das proteinas AtAMT1;1 e
AtAMTL1;3 possuirem T460 conservada na regido C-terminal, apenas AtAMT1;1 ¢é
fosforilado in vivo sob condicGes de provisdao de aménio (YUAN et al., 2013). Ainda esté por
ser elucidado se outros mecanismos ou residuos no C terminal de transportadores de AMT2
ou AtAMT1;5 participam de um mecanismo regulatorio pés-traducional similar (PANTOJA,
2012).

Apesar da essencialidade de alguns aminoacidos para o processo de transporte de
amonio, € possivel que as propriedades individuais dos transportadores ndo sejam decorrentes
da presenca ou auséncia de um aminoacido em particular, mas mais provavelmente do
resultado de uma combinacdo de grupos de residuos que estabelecem condicbes singulares
proprias de cada membro da familia (PANTOJA, 2012).
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Figura 25 — Alinhamento em aminoécidos do C-terminal de membros da subfamilia AMT1 e/ou AMT2 e arabidopsis
(AtAMT), tomateiro (SIAMT), arroz (OsAMT), milho (ZmAMT), sorgo (SbAMT), alamo (PtAMT) e lotus
(LJAMT). Comp110189 c0_seql, compl110189 c0_seq3, compl05883_cO_seql3, referem-se as sequéncias de
transcritos obtidas por meio de RNA-seq de tecidos de cana-de-agucar (‘SP80-3280’). A. Alinhamento realizado
no ClustalW, agrupamento da subfamilia AMT1 e. B. subfamilia AMT2. C. Representacdo WebLogo para o0s
residuos conservados entre as proteinas AMT1 e AMT2. A seta azul indica a Glicina 456 (G456) e a seta
vermelha indica a Treonina 460 (T460). Os numeros de acesso para os distintos AMTs estdo indicados
juntamente com o nome das sequéncias.
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4.3 Expressao heteréloga de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A de cana-de-agucar em levedura
defectiva para o transporte de amonio

Saccharomyces cerevisiae tem sido o organismo eucarioto de escolha para muitos
estudos em genética molecular (STRATHERN et al., 1982; NINNEMANN et al., 1994;
GAZZARRINI et al., 1999; VON WIREN et al., 2000b; SALVEMINI et al., 2001; SONODA
et al., 2003; COUTURIER et al., 2007; YUAN et al., 2007; KOEGEL et al., 2013; LI et al.,
2015). Para caracterizar a capacidade de transporte de amdnio dos genes de cana-de-agucar
SCAMT2;1 e SCAMT3;3A, foram realizados experimentos de expressdo heteréloga em cepa de
levedura 31019b, mutante triplo defectivo para absorcdo de aménio (MATa meplA
mep2A::LEU2 mep3A4::KanMX2 ura3; MARINI et al., 1997).

Para avaliar a complementacdo do mutante transformado, um volume de 5 pl de cada
diluicdo das suspensdes celulares de levedura (1, 107, 10?, 10®) foi inoculado em placas de
Petri contendo meio minimo YNB suplementado com crescentes concentragcdes de amonio:
02,05, 1,2, 3 5e20 mM na forma de NH,Cl e com 100 mM de seu analogo toxico,
metilamoénio (MA) (DUBOIS et al., 1979). Placas com meio de cultivo contendo 1 mM de
arginina foram utilizadas como controle positivo de crescimento. O gene AtAMTL1;1 de
Arabidopsis thaliana, ja descrito como codificador de proteina transportadora de aménio, o
qual atua no sistema de transporte de alta afinidade (HATS) e possui alta capacidade de
transporte de amonio (MAYER; LUDEWIG, 2006; LOQUE et al., 2007), foi inserido na
levedura para representar o controle positivo. A levedura mutante transformada com o vetor
PDR196 vazio representou o controle negativo. Neste contexto, o crescimento das células de
levedura foi avaliado visualmente e esta relacionado a maior ou menor absorcdo de amdnio.

Na presenca de arginina como fonte de N, todas as leveduras cresceram de maneira
similar para todos os experimentos realizados, validando a relacdo das diferencas encontradas
nos demais meios de cultivo com a presenca e concentracdo de amdnio (Figuras 26, 28 e 30).
Em condicbes de suplemento de baixas concentracbes de amdnio, 0,2 e 0,5 mM, a levedura
mep+ScAMT2;1 quase ndo diferiu do controle negativo e apresentou reduzido crescimento
quando comparado a mep:AtAMT1;1 (Figura 26). Com o0 aumento da concentracdo externa de
amonio para 1, 2 e 3 mM, a levedura mep+ScAMT2;1 apresentou restauracdo da capacidade
de crescimento de células principalmente sob de 2 e 3 mM de NH," mostrando diferenga mais
significativa com o controle negativo nestas concentraces exdgenas de aménio (Figura 26).
Esses resultados indicam que SCAMT2;1 possui a habilidade de transportar aménio, sendo

sua capacidade reduzida quando comparada a AtAMT1;1 (Figura 26). Esta diferenca de
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capacidade de transporte de aménio foi descrita também na comparacdo direta em
arabidopsis; apesar de AtAMT2;1, assim como AtAMT1;1, exibir alta afinidade pelo
substrato (K, de 21 uM a pH 6,1), sua capacidade de transporte de aménio foi menor que o
de AtAMT1;1 em pelo menos uma ordem de magnitude (SOHLEMKAMP et al., 2000).
Portanto, SCAMT2;1 se assemelha a AtAMT2;1 na reduzida capacidade de transporte de
amoénio quando expresso de forma heter6loga em mutante triplo de levedura defectivo para
absorcéo de amonio.

Em experimentos com AMTs de arroz, levedura mutante transformada com
OsAMT2;1 foi capaz de crescer em meio suplementado com alto N (5 mM de NH,"), mas ndo
em baixo N (1 mM de NH,;"), sugerindo que este AMT possa atuar como transportador de
amonio com propriedades bioquimicas diferentes (SUENAGA et al., 2003). Em contraste,
AtAMT2 (SOHLEMKAMRP et al., 2000) e LJAMT2;1 (SIMON-ROSIN et al., 2003) foram
capazes de complementar a levedura mutante em meio de crescimento com 0,5 mM de NH,",
e PbDAMT2 e PbAMT3 de P. betulaefolia restituiram substancialmente o crescimento em
células de triple mep crescidas em 0,1 e 0,5 mM de NH," (LI et al., 2015). Em alamo,
PtrAMT2;1 foi capaz de complementar a deficiéncia de crescimento da cepa 31019b
em 1 mM de NH;" (COUTURIER et al., 2007). Esses resultados evidenciam uma diversidade
na capacidade bioquimica de transporte de amdnio de acordo com varia¢des nas proteinas em

espécies distintas.

0,5 mM NHa4+ pH 6,0

1 mM Arg pH 6,0 0,2 mM NHs+ pH 6,0

mep:AtAMTI;1
mep:PDR196

mep:ScAMT2;1

3 mM NHa+ pH 6,0

1 mM NHa+ pH 6,0 2 mM NHa+ pH 6,0
® 0 %

mep:AtAMTI;1
mep:PDR196
mep:ScAMT2;1

Figura 26- Experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de aménio com
inoculacdo de 5 pl de cada diluigdo das suspensdes celulares de 1, 107, 10? 10 dos
genotipos mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:PDR196 vazio como controle
negativo e mep:SCAMT2;1 em concentracGes crescentes de aménio em pH 6,0.



92

O substrato de proteinas AMTs/Rh pode variar entre 0s mecanismos de transporte do
tipo uniporte para NH," ou co-transporte de NHz/H* (NEUHAUSER et al., 2014). Analises de
estruturas de proteinas cristalizadas de bactérias e fungos, aliadas a estudos de modelagem
computacional e de mutages dirigidas indicam que NH;" é deprotonado antes da passagem
pelo poro através de acdo de uma histidina, e ap6s a passagem pelo lGmem do poro, NH; é
reprotonado e liberado ao citosol da célula (JAVELLE et al., 2008). No entanto, outros
estudos sugerem que NH,4" seja recrutado pelo poro para que ocorra o transporte para o citosol
(FONG et al., 2007). Em plantas, estudos recentes demonstram a existéncia de ort6logos a
AMT2 que realizam o transporte de NHs, sendo que em estudos com odcitos e leveduras,
essas proteinas ndo apresentaram transporte eletrogénico (GUETHER et al., 2009), o que
difere de membros da subfamilia AMT1 (NEUHAUSER et al., 2009).

Amonia é uma base fraca (pKa 9,25), a qual é mais que 99% protonada (NH;") em
pH neutro. Com o aumento do pH de 5,0 para 7,5, a concentragdo de NH3; aumenta 316 vezes,
enquanto a de NH," muda em torno de 1% apenas. Considerando que o pH altera a forma
predominante entre NHs/NH,", estudo de complementagéo de triple mep pelos AMTs de cana-
de-acucar tambem foi realizado em 5 mM de aménio com acidez variada; pH 5,0, 6,0 e 7,5
(Figura 27). De uma maneira geral, mep:AtAMT1;1, mep:PDR196 e mep:SCAMT2;1
cresceram em correlagdo positiva com o aumento do pH, indicando que nestas condi¢fes o
amonio apresenta uma taxa significativa de deprotonacdo e liberacdo do gas aménia (forma
ndo ionizada do aménio, NHz3), o qual difunde facilmente nas células (MARTINELLE et al.,
1996, SOHLENKAMP et al., 2002).

A insercdo do gene SCAMT2;1 reativou o crescimento da levedura defectiva quando
cultivada em 5 mM de NH;" em pH 5,0 e 6,0; porém, ndo houve diferenca de crescimento
com o controle negativo em pH 7,5, indicando difusdo de amdnia independente do gendtipo.
O maior crescimento em pH 6,0 em relacdo a pH5,0 pode indicar que SCAMT2;1 realize co-
transporte de NH3/H'. Sob alto amonio (20 mM) também ndo houve diferenca para
crescimento entre o controle negativo e a levedura expressando o0 AMT2 de cana-de-acUcar.
Em estudos de AMTs de arabidopsis, a comparacdo direta no transporte de AtAMT1;1 ou
AtAMT1;2 com AtAMT2;1 em leveduras mutantes cultivadas sob condicdes crescentes de
pH demonstram que AtAMT2;1 aumenta significamente a capacidade de crescimento de
células e 0 Vimax cOm 0 concomitante aumento de pH externo (SOHLENKAMP et al., 2002;
NEUHAUSER et al., 2014).
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Quanto as analises de leveduras crescidas em meio suplementado com o analogo
toxico do aménio, metilamdnio, a adicdo de 100 mM de MA sob pH 6,0 levou a um reduzido
crescimento de células expressando mep:AtAMT1;1, contudo mep:PDR196 e mep:SCAMT2;1
apresentaram crescimento similar, demonstrando baixa ou nenhuma sensibilidade a MA
(Figura 27). Estudo de absorcdo de metilamdnio por AtAMT2;1 constatou que o influxo de
MA marcado com *C em odcitos de Xenopus foi significantemente menor quando comparado
a AtAMT1;2 (NEUHAUSER et al., 2009). Além disso, 0 transporte de AtAMT2;1 de
arabidopsis € considerado eletroneutro, levando em conta que MA ndo desencadeia alteracbes
de cargas ou correntes durante o transporte via AtAMT2;1, conclui-se que este gene de
arabidopsis possivelmente realiza o co-transporte de NHs/H* com recrutamento de NH," na
regido local do poro (NEUHAUSER et al., 2009). Com base nessas similaridades entre o0s
resultados de complementacdo de levedura mutante expressando SCAMT2;1 e AtAMT2;1 é
possivel especular que o gene de cana-de-agucar possui similar propriedade bioguimica para
recrutamento de NH," pela proteina SCAMT2;1 e possivel co-transporte de NHa/H™ através do
limem da proteina. Certamente, analise de expressdo em celulas de odcitos de Xenopus

seriam necessarios para validar essa hipotese.

1 10! 102 10° 1 10t 102 10 1 10" 102 102

5 mM NHu4+ pH 5,0 5 mM NH4+ pH 6,0 5 mM NHa4+ pH 7,5

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT2;1

20 mM NH4++ pH 6,0 100 mM MeA pH 6,0

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT2;1

Figura 27- Experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de aménio com
inoculacdo de 5 pl de cada diluigdo das suspensdes celulares de 1, 107, 10? 10 dos
gendtipos mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:PDR196 vazio como controle
negativo e mep:SCAMT2;1 em concentra¢des crescentes de aménio em pH 5,0, 6,0 e 7,5,
além de metilaménio e arginina.
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Celulas de levedura mutante expressando ScAMT3;3A ndo apresentaram
complementacdo da funcdo de absorcdo de amonio em condi¢Ges de cultivos de baixo
N <1 mM NH,", sendo que o crescimento da triple mep foi restituido apenas sob 1, 2 e 3 mM
de NH," em pH 6,0, embora a diferenca entre o controle negativo e mep+ScAMT3;3A seja
sutil (Figura 28). Genes da subfamilia AMT2 de sorgo, SbAMT3;1 e SbAMT4 também
complementaram a levedura triple mep em células crescidas em 1 e 2 mM de NH4* (KOEGEL
et al., 2013), o que sugere similar capacidade de transporte entre esses ort6logos de cana-de-

acucar e sorgo.

1 10" 10* 10° 1 10" 107 10° 1 10* 10% 10°

1 mM Arg pH 6,0 0,2 mM NH4+ pH 6,0 0,5 mM NHa+ pH 6,0

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT3;3A4

1 mM NH4+ pH 6,0 2 mM NHa4+ pH 6,0 3 mM NH4+ pH 6,0

mep:AtAMTI;1
mep:PDR196
mep:ScAMT3;3A

Figura 28- Experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de aménio com
inoculacdo de 5 pl de cada dilui¢do das suspensdes celulares de 1, 10™, 10% 10° dos
gendtipos mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:PDR196 vazio como controle
negativo e mep:SCAMT3;3A em concentracdes crescentes de amdnio em pH 5,0, 6,0 e 7,5,
além de metilaménio e arginina.

A proteina SCAMT3;3A, da mesma maneira que ScAMT2;1, foi incapaz de
transportar metilaménio, pois ndo houve diferenca de crescimento entre as células de levedura
complementadas com a atividade de SCAMT3;3A e células de levedura triple mep quando
cultivadas em meio contendo 100 mM de MA (Figura 29). Além disso, o controle positivo
expressando AtAMT1;1 apresentou evidente sensibilidade a exposi¢cdo a esta molécula
quando comparado a SCAMT3;3A (Figura 29). Logo, SCAMT2;1 e SCAMT3;3A diferem dos
membros AMT1 de plantas quanto a capacidade de transportar MA (NINNEMANN et al.,
1994; SIEWE et al., 1996; SOUPENE et al., 1998), assim como AMT2 de outras espécies
como LjJAMT2;1 de Lotus japonicus (SIMON-ROSIN et al., 2003), PtrAMT2;1 de alamo
(COUTURIER et al., 2007), Mep3p de S. Cerevisiae (ROON et al., 1975) e GInAMT?2 de
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Glomus intraradices um fungo arbuscular micorrizico (PEREZ-TIENDA et al., 2011), sendo
esta uma caracteristica que distingue os grupos AMT1 e AMT2 (SIMON-ROSIN et al., 2003;
LI et al., 2015).

1 100 102 10®° 1 10' 107 10° 1 100 10? 10°

5 mM NHs+ pH 5,0 5 mM NH4+ pH 6,0 5 mM NH4+pH 7,5

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT3;3A

20 mM NHs+ pH 6,0 100 mM MeA pH 6,0

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT3;3A4

Figura 29- Experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de aménio com
inoculacdo de 5 pl de cada dilui¢do das suspensdes celulares de 1, 10, 10% 10° dos
gendtipos mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:PDR196 vazio como controle
negativo e mep:SCAMT3;3A em concentracdes crescentes de aménio em pH 5,0, 6,0 e 7,5,
além de metilaménio e arginina.

Para comparacdo direta quanto a capacidade de transporte de aménio entre SCAMT2;1
e SCAMT3;3A, os experimentos de complementacdo de levedura defectiva no transporte de
amonio foram realizados de forma comparativa entres 0s genes de cana-de-agucar.
Os resultados comprovaram, mais uma vez, a habilidade dessas proteinas na complementacdo
da capacidade de transportar aménio em cepas de levedura mutante quando comparada ao
controle negativo mep:PDR196 , cultivadas em 2 e 3 mM de am6nio (Figura 30). Ainda, sob 2 mM
de amonio externo, SCAMT2;1 apresenta uma tendéncia maior de crescimento das células
quando comparado a SCAMT3;3A, 0 que ndo é evidente na concentracdo de 3 mM de amdnio
(Figura 30). Esses resultados podem sugerir que SCAMTZ2;1 possui maior afinidade a
amonio do que a proteina SCAMT3;3A de cana-de-acUcar, e portanto, distintas capacidades de
transporte entre essas proteinas AMT2. No entanto, experimentos de analise quantitativa de
influxo de MA em células de levedura serdo necessarios para comprovar essa hipotese.
A variagdo de pH 5,0 para pH 6,0 no meio de cultura contendo as leveduras mutantes

expressando as proteinas SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A, levou a maior capacidade de transporte
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de amonio de maneira a confirmar a possibilidade do recrutamento de amdnio e transporte de
NHa/H" para ambos os genes da subfamilia AMT2 de cana-de-agucar.

Em resumo, estes experimentos demonstraram que as proteinas SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A complementaram a funcdo dos genes de levedura, codificando proteinas de
membrana com papel de transporte de amdnio, com possivel capacidades distintas de

transporte entre si.

2 mM NHs+ pH 6,0

1 mM Arg pH 6,0 3 mM NHs+ pH 6,0

mep:AtAMTI;1

mep:PDR196

mep:ScAMT2;1

mep:ScAMT3;3A4

5 mM NH4+ pH 5,0 5 mM NH4+ pH 6,0

mep:AtAMTI;1
mep:PDR196

mep:ScAMT2;1

mep:ScAMT3;3A

Figura 30- Experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de aménio com
inoculacdo de 5 pl de cada dilui¢do das suspensdes celulares de 1, 10™, 10% 10° dos
gendtipos mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:PDR196 vazio como controle
negativo, mep:SCAMT2;1 e mep:SCAMT3;3A em concentracdes crescentes de amodnio em pH
5,0,6,0 e 7,5, além de arginina.

4.4 Localizacdo dos AMTs de cana-de-aclcar em arabidopsis

Mdltiplas formas de transportadores de amdnio em plantas superiores permitem uma
maior flexibilidade na regulacdo e especializacdo em organelas, células, tecidos ou 6rgaos,
além de possibilitar a absorcdo de amdnio em uma vasta gama de concentra¢cdes (D" APUZZO
et al., 2004). Com o objetivo principal desse trabalho de caracterizar a funcdo fisiologica dos
transportadores de aménio AMT2 de cana-de-agucar, experimentos de localizacdo da
expressao orgao/tecido especifica desses genes foram realizados em plantas do tipo selvagem

de A. thaliana (‘Col-0’) transformadas com construgdes contendo os promotores de cada
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membro da subfamilia AMT2 fusionado aos genes reporteres GUS (B-Glucuronidase)
(JEFFERSON et al., 1987) ou GFP (green fluorescent protein).

Para verificar a regulacdo por status de N das regides cis-regulatorias dos genes
SCAMT2;1 e ScAM3;3A em arabidopsis, as plantas transgénicas contendo as construcoes
ProlScAMT2;1:GUS, Pro2ScAMT2;1:GUS ou ProScAMT3;3A:GUS foram cultivadas em
condicdo suficiente de N (1 mM NH4NO3) por 4 d e em seguida foram transferidas para meios
de cultivo contendo + N (1 mM NH;NOs controle), NH;" (2 mM NH4CI) e - N (sem adic&o
de N) por 1, 3, 5 e 10 d. A avaliacdo da expressao do gene reporter foi baseada na intensidade
colorimétrica resultante da reacdo quimica mediada pela enzima S-Glucuronidase.

Plantas de arabidopsis contendo Pro2ScAMT2;1:GUS apresentaram expressdo
principalmente nos tecidos vasculares, com maior intensidade sob cultivo exclusivo de
amonio nos diferentes periodos avaliados, demonstrando que aménio induz a expressao de
SCAMT2;1 em cotilédones e folhas de arabidopsis. Sob -N, a atividade GUS regulada pelo
promotor de SCAMT2;1 é evidentemente reduzida a partir de 3 d até 10 d de tratamento,
indicando que a auséncia de N regula negativamente a expressdo génica de SCAMT2;1 na
parte aérea (Figura 31A).

Atividade GUS também foi detectada em plantas expressando promotor de
SCAMT3;3A na regido vascular da parte aérea de arabidopsis, independente do tratamento ao
qual foram submetidas, sendo que a expressdo desse gene € pouco alterada pela
disponibilidade e fontes distintas de N (nitrato de amdnio e aménio) (Figura 31B); com
excecdo para 10 d de deficiéncia de N, no qual houve uma reduzida expressdao do gene
repérter fusionado a regido regulatoria de SCAMT3;3A em cotilédones e folhas de arabidopsis
sob -N. Portanto, SCAMT3;3A é reprimido tardiamente na parte aérea em deficiéncia
prolongada de N (Figura 31B).

A comparacdo direta da expressdo dirigida pelos promotores de ScAMT2;1 e
SCAMT3;3A indica que ambos 0s genes sdo expressos em cotilédones e folhas jovens na
presenca de nitrato de aménio; porém, amdnio efetivamente induz a expressdo de SCAMT2;1
em folhas, enguanto SCAMT3;3A mantém sua expressdo sob diferentes fontes e
disponibilidade de N, sendo negativamente regulado apenas em condicdes de deficiéncia de N
prolongada. Em vista dos resultados apresentados, pode-se concluir que existe uma regulacéo
distinta dos genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A quando expressos de forma heter6loga em
Arabidopsis thaliana. O fato de os maiores niveis de SCAMT3;3A permanecerem em folhas de
arabidopsis quando comparado a expressdao de SCAMT2;1 sob deficiéncia de N, se assemelha

aos maiores niveis de expressdo de SCAMT3;3A em folhas de cana-de-agUcar cultivada na
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auséncia de N (Figura 10C e D), demonstrando uma regulacdo conservada para esse gene
entre as espécies. Porém, a indugdo de SCAMT2;1 observada em folhas de cana-de-agUcar ndo
foi similar a encontrada em arabidopsis, sendo que ScAMT2;1 ndo foi induzido
temporalmente sob deficiéncia de N na parte aérea de arabidopsis. 1sso pode indicar distintos
mecanismos de sinalizacdo de inducdo de SCAMT2;1 em folhas de cana-de-acUcar quando

comparada a arabidopsis.

Parte aérea Parte aérea
Prom2ScAMT2;1 PromScAMT3;3A

B
2 mM NH,* - _ 2 mM NH,*

1d

3d

5d

10d

Figura 31 — Avaliagdo qualitativa da atividade GUS na parte aérea de plantas de arabidopsis
transgénicas expressando o gene reporter sob regulagdo dos promotores enddgenos de cana-
de-aglcar Pro2ScAMT2;1 e ProSCAMT3;3A em resposta a tratamentos de fontes e
disponibilidade de nitrogénio por 1, 3, 5e 10 d.

Nas raizes, os promotores enddgenos de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A apresentam
atividade GUS em regifes mais internas, que compreendem a endoderme/periciclo e o tecido
vascular (Figuras 32, 33, 34). De maneira geral, a expressdo de GUS foi detectada durante a
iniciacdo das raizes laterais, o que indica a atividade de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A em células
da endoderme e periciclo (Figura 32A e C). Porém, somente plantas transgénicas expressando
Pro2ScAMT2;1:GUS apresentaram atividade do gene reporter na regido meristematica de
raizes laterais (Figura 32B e D), o que reafirma uma regulagdo distinta entre os genes AMT2
de cana-de-agucar. SCAMT2;1 é preferencialmente induzido na presenga de amdnio em raizes
laterais (Figura 32A). Por outro lado, SCAMT3;3A apresenta regulacdo diferencial apenas sob
limitagdo temporal de N, no qual esse gene possui evidente redugdo em raizes laterais quando

comparado aos outros tratamentos (Figura 32C). Portanto, SCAMT3;3A possui regulacdo
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distinta na parte aérea e em raizes sob deficiéncia de N (Figuras 32C e D). Em resumo, em
raizes laterais, 0os genes AMT2 avaliados possuem padrbes de regulacdo diferenciados,

sugerindo funcdes divergentes no transporte de aménio.

A Raiz lateral C Raiz lateral
Prom2ScAMT?2;1 PromScAMT3;3A

1 mM NH,NO; 2 mM NH,* 1 mM NH,NO, 2 mM NH,*
Vi

3d

5d

10d

Figura 32 — Avaliagdo qualitativa da atividade GUS no inicio (A e C) e nas pontas (B e D) de raizes
laterais de plantas de arabidopsis transgénicas expressando o gene reporter sob regulagdo dos
promotores enddgenos de cana-de-aglcar Pro2SCAMT2;1 e ProSCAMT3;3A em resposta a
tratamentos de fontes e disponibilidade de nitrogénio por 3, 5 e 10 d.

Na zona de diferenciacdo, ambos os promotores estudados induziram atividade GUS
em todos os tempos e condigbes avaliadas (Figura 33), com excecdo para 3 e 5 d de
deficiéncia de N, nos quais ProSCAMT3;3A reprimiu a expressdo deste gene (Figura 33B).
Essa regulacdo transiente da expressdo de GUS dirigida pelo promotor de SCAMT3;3A
corrobora os resultados gerados na analise do perfil transcricional em raizes de cana-de-
acucar sob deficiéncia de N (Figura 8), indicando regulagdo similar desse gene em raizes

dessas duas espécies.
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A Zona de diferenciacdo B Zona de diferenciacio
Prom2ScAMT2;1 PromScAMT3;3A

1 mM NH,NO; 2 mM NH,* 1 mM NH,NO,; 2mM NH/

Figura 33- Avaliacdo qualitativa da atividade GUS na zona de elongacdo de raizes de plantas de
arabidopsis transgénicas expressando o gene repdrter sob regulacdo dos promotores
enddgenos de cana-de-aglicar Pro2ScAMT2;1 e ProSCAMT3;3A em resposta a tratamentos de
fontes e disponibilidade de nitrogénio por 1, 3,5e 10 d.

A analise da atividade GUS regulada por Pro2ScAMT2;1 e ProSCAMT3;3A em raizes
primarias, permitiu a identificacdo da expressao génica em tecidos mais internos, como regido
vascular, endoderme e periciclo, sem expressdo na regido meristematica (Figura 34). Para o
promotor 2 de SCAMT2;1, maior atividade GUS foi observada sob longos periodos de
restricdo de N (10 d em —N), enquanto na presenca de N, ndo houve diferenca significativa da
expressdo em raiz. Padrdo similar foi encontrado para AtAMT2 em arabidopsis, com
expressdo em tecidos vasculares de raizes, folhas, hastes e flores; na regido cortical das raizes,
e, diferentemente de cana-de-acUcar, com expressdo apical em raizes (SOHLENKAMP et al.,
2002). Para o promotor de SCAMT3;3A, a presenca de amdnio mantem niveis constantes de
expressao do gene repdrter; porém, a presenca de nitrato de aménio, aparentemente induz a
expressao desse gene de forma tardia (Figura 34). Sob limitagdo temporal de N, a atividade
GUS foi reduzida em plantas de arabidopsis+ProSCAMT3;3A:GUS, quando comparada a
presenca das fontes inorgénicas de N (Figura 34). Portanto, a regulagdo de SCAMT3;3A difere
em raizes laterais e raiz priméria, possivelmente coordenando a distribuicdo de amdnio de

acordo com a disponibilidade exdgena de N no solo.
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Raiz priméria Raiz primaria
Prom2ScAMT2;1 Prom2ScAMT2;1

2 mM NH,* - y 2 mM NH,*

1d

3d

10d

Figura 34 — Avaliacdo qualitativa da atividade GUS em raizes primarias de plantas de arabidopsis
transgénicas expressando o gene reporter sob regulacdo dos promotores enddgenos de cana-
de-aclcar Pro2ScAMT2;1 e ProScCAMT3;3A em resposta a tratamentos de fontes e
disponibilidade de nitrogénio por 1, 3, 5e 10 d.

Em resumo, esses resultados de expressdo heteréloga do promotor 2 de SCAMT2;1 e
promotor de SCAMT3;3A fusionados a GUS em arabidopsis demonstram que esses genes sdo
possivelmente expressos em células da endoderme, periciclo e regido vascular nas raizes, e
também na regido vascular de folhas realizando o transporte de amdnio intra e intercelular, e
que a fonte e disponibilidade de N regulam a expressao diferencialmente entre os membros de
AMT?2 de cana-de-acucar.

Inicialmente, levantou-se a hipdtese de que o promotor do grupo 2 (alelo 2- BACs
216 D16 e 235 F05) de BACs para SCAMT2;1 néo seria funcional devido a presenca de TES
nesta regido; porém esta premissa foi descartada para o promotor 2 e surpreendentemente foi
confirmada para o promotor do grupo 1 (alelo 1- BACs 038_G02 e 118 C18). Plantas
transgénicas contendo ProlScAM2;1:GUS ndo apresentaram diferenca das plantas controles
de arabidopsis ‘Col-0’ ndo transformadas (dados ndo mostrados), apesar de analises
moleculares comprovarem a presenca do gene GUS e desse promotor enddgeno de cana-de-
acucar nessas plantas. Dado o exposto, conclui-se que este promotor ndo é funcional, sendo
que, as analises de predicdo de elementos méveis sugerem a possivel interferéncia desses em

regides essenciais para a regulagdo dirigida por este promotor (Figura 18). Os elementos
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transponiveis sdo sequéncias que possuem a habilidade de transposicdo de uma localizacéo
cromossGmica para outra, e consequentemente de introduzir inovagdes positivas ou negativas
nos aspectos regulatorios e codificantes dos genes (JURKA et al., 2007; FESCHOTTE, 2008;
LEVY etal., 2008; PRAY; ZHAUROVA, 2008; FEDOROFF, 2012; REBOLLO et al., 2012).

A fim de wvalidar os resultados obtidos para as plantas transgénicas
ProlScCAMT2;1:GUS, Pro2ScAMT2;1:GUS e ProScCAMT3;3:GUS, as mesmas regides
regulatérias de cada gene foram fusionadas ao gene repérter GFP e transformadas em plantas
de arabidopsis do tipo selvagem (‘Col-0’). Plantas transgénicas expressando essas construcoes
génicas foram inicialmente cultivadas e submetidas a diferentes fontes: + N (1 mM NH4NO3)
ou NH;" (2 mM NH,CI) e a disponibilidade de N: - N (sem adicdo de N).

Ao contrério dos resultados obtidos para o experimento com GUS, ndo houve deteccédo
de sinal de GFP nas plantas em tratamento por 1, 3 e 5 dias, sendo estas visualizadas apenas
em 10 d ou 12 d (Figura 35). As plantas de arabidopsis+Pro2ScAMT2;1:GFP apresentaram
expressdo de GFP na parte aérea, no hipocétilo e regido vascular dos cotilédones quando
submetidas ao tratamento de aménio e limitacdo de N (-N) por 10 d, confirmando a indugéo
desse promotor nestas condi¢cdes. Porém, sob nutricdo de nitrato de amonio, ndo foi
identificada expressdo de GFP dirigida por esse promotor na parte area, sugerindo uma
regulacdo negativa pela presenca de nitrato como fonte de N (Figura 35).

No sistema radicular, o promotor 2 de ScAMTZ2;1 induziu fluorescéncia GFP
principalmente na presenca de amoénio e sob restricdo de N em raizes primarias, na zona de
diferenciacdo e no apice das raizes (Figura 35). Entretanto, sob cultivo de nitrato de aménio,
este promotor ndo induz a expressdo de GFP na raiz primaria. Em raizes laterais, a inducédo
ocorre nos mesmo tratamentos, sendo detectada mais fortemente sob deficiéncia de N
(Figura 35). Além disso, a avaliacdo de plantas de arabidopsis+Pro2ScAMT2;1:GFP
cultivadas por 10 d na auséncia de N em microscopio confocal, indicou a localizacéo celular
desse AMT na membrana plasmatica de células radiculares, sendo expresso em tecidos mais
internos da raiz, como endoderme na regido vascular (Figura 36).

Para as plantas de arabidopsis transformadas com o promotor de ScAMT3;3A
fusionado a GFP, a fluorescéncia foi identificada nas mesmas regiGes observadas para
Pro2ScAMT2;1, no entanto, com uma inducdo baixa e tardia apds 12 d de tratamento, e
apenas em plantas cultivadas na auséncia de N. A expressdo de GFP foi induzida pelo
promotor de SCAMT3;3A na parte aérea ficou evidente sob limitagdo de N em folhas e
cotilédones de arabidopsis, indicando uma fungdo desse gene no transporte de amdnio nessa

condicdo (Figura 35). Em raizes, a regulacéo dirigida pelo promotor de SCAMT3;3A, indica
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que este gene é predominantemente expresso em raizes laterais e priméria sob condicGes de
deficiéncia prolongada de N, mas pouco expresso em +N (Figura 35), sugerindo a funcdo de
SCAMT3;3A também em raizes quando N é limitante na rizosfera por longos periodos.

Prom285cAMT2;1 PromScAMT3;34

1 mM NH,NO;, 2 mM NH,+ -N I mM NH,/NO; 2 mM NH,+ -N

Raiz Lateral Parte Acrea

Raiz Lateral

Zona de Diferenciagéo

Raiz Primaria

Figura 35 — Localizagdo da expressdo transiente de GFP dirigida pelos promotores endégenos de
cana-de-agucar Pro2ScAMT2;1 e ProSCAMT3;3A em arabidopsis submetida a tratamentos de
fontes e disponibilidade de Nitrogénio por 10 d para Pro2ScAMT2;1 e 12 d para
ProSCAMT3;3A.
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Figura 36 — Localizacdo da expressdo transiente de GFP dirigida pelos promotores enddgenos de
cana-de-acUcar Pro2ScAMT2;1 em arabidopsis submetida a tratamentos de -N por 10 d,
analisada em microscépio confocal. Ep: epiderme, co: cortex, en: endoderme.

Expressao transiente da fusdo AtAMT2:GFP em células da epiderme de folha levaram
a fluorescéncia GFP na membrana plasmatica e no envelope nuclear (SOHLENKAMP et al.,
2002). Resultados similares foram encontrados para expressao transiente com fusdes das
proteinas LJAMT2;1:GFP de Lotus Japonicus (SIMON-ROSIN et al., 2003). Em cana-de-
acucar, os resultados obtidos sugerem que 0s genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A sd0 expressos
mais internamente em células das raizes, o que provavelmente corresponde as células da
endoderme/periciclo e vascular.

Os resultados negativos de inducdo de GUS quando fusionado ao promotor 1 de
SCAMT2;1 foram repetidos para GFP; arabidopsis+ProlScAMT2;1:GFP ndo apresentou
expressao transiente do gene repdrter em nenhum tempo ou tratamento de disponibilidade e
variabilidade de fonte de N (dados ndo mostrados), reiterando a ndo funcionalidade desta

regido regulatéria proveniente do BAC 118 C18.
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Esses resultados indicam que existe uma sobreposic¢do na localizagcdo de SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A na parte aérea na regido vascular, sendo que SCAMT2;1 apresenta regulacdo na
presenca de amdnio, e SCAMT3;3A € induzido sob deficiéncia prolongada de N, o que pode
indicar a participagdo desses genes em processos distintos no transporte de amonios na parte
aérea de cana-de-aglcar. A inducdo diferencial desses genes em células das raizes de
arabidopsis também evidenciam funcdes aditivas e distintas no transporte de aménio em
raizes de cana-de-acgucar.

Em resumo, os resultados das analises de localizacdo realizadas nas plantas de
arabidopsis transformadas com os promotores de SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A fusionados aos
genes reporteres GUS ou GFP, demonstraram a existéncia de uma organizacao espacial dos
transportadores de amoénio de cana-de-acUcar regulada pelo status de N da planta e também de
acordo com a fonte inorganica de N e reafirmam a diferenca de expressdo desses dois

transportadores estudados.

4.5 Expressao heterologa de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A de cana-de-acucar em mutante

guadruplo para transportadores de amonio em Arabidopsis thaliana

Considerando que os resultados de expressdo heterdloga dos genes SCAMT2;1 e
SCAMT3;3A em levedura comprovaram o envolvimento desses genes com o transporte de
amonio, e que os resultados de localizacdo desses genes AMT2 indicaram fungdes aditivas no
transporte de aménio e regulacdo diferencial na parte aérea e raizes, foram realizados
experimentos de complementacéo funcional de arabidopsis mutante em quatro transportadores
de amonio (gko). O mutante gko de arabidopsis é defectivo nos transportadores AtAMT1;1,
AtAMT1;2, AtAMTL1;3 e AtAMT2;1 e possui apenas 10% de capacidade de absorcdo de
amonio, devido a presenca do transportador AtAMT1;5, o0 que torna esse genotipo uma
ferramenta valiosa para estudos funcionais relacionado a transportadores de aménio (YUAN
et al., 2007).

Apo6s a clonagem e transformacdo das plantas de arabidopsis do tipo selvagem
(‘Col-0"), o qual contém todos os AMTs da espécie, e do mutante quédruplo (gko) com as
construcdes 35S:SCAMT2;1, 35S:SCAMT3;3A e Pro2ScAMT2;1:SCAMT2;1, analises de
expressdo dos diferentes eventos de transformacao (geracdo Ts) foram realizados para definir

quais linhas seriam utilizadas para a analise funcional (Figura 37).
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Devido ao fato de a planta de arabidopsis ndo possuir o gene do grupo AMT3, ndo foi
possivel comparar os niveis de expressdo dos transgénicos em relacdo ao tipo selvagem.
Portanto, um evento de cada construcdo inserida em ‘Col-0" foi utilizado como padrdo de
comparagdo e assim, os resultados foram analisados de forma relativa a essas linhas. Os
eventos selecionados foram aqueles que apresentaram maior acimulo de transcritos do gene
estudado, sendo: g2, G1 e G4 da construcdo 35S:SCAMT2;1, os eventos hl, H1 e H3 para
35S:SCAMT3;3 e os eventos i3, 12 e 13 da construgdo Pro2ScAMT2;1:ScCAMT2;1,onde letras
mindsculas indicam eventos de transformacdo no background selvagem de arabidopsis, ja 0s
eventos de transformantes do mutante sdo representados por letras mailsculas. Foram
selecionados, portanto, um evento de transformacdo em ‘Col-0’ e dois em gko para as
construgdes de superexpressdo de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A e de promotor enddgeno2 +
SCAMT2;1.

338:ScAMTZ; 1 F35:ScAMT3;34
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Figura 37 — Andlise quantitativa de transcritos reversos para SCAMT2;1 e SCAMT3;3A nos distintos
eventos de transformacdo de arabidopsis. As barras em preto e com eventos denominados
com letras minusculas correspondem as construgdes transformadas em ‘Col-0’. As barras em
cinza e com eventos denominados com letras mailsculas correspondem as construcdes
transformadas no mutante gko. O controle utilizado para normalizacdo da expressdo génica
foi um evento de cada construgdo transformada em ‘Col-0’, e 0 gene referéncia foi UBQ2.
Barras indicam £SE, n= 2 pools de plantas.
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4.6 Caracterizacdo fenotipica das plantas transgénicas de arabidopsis complementadas
com SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A de cana-de-agUcar

4.6.1 In vitro

Com o objetivo de confirmar o envolvimento dos genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A de
cana-de-agclcar no transporte de aménio e de investigar suas funcdes especificas,
experimentos para a caracterizacdo fenotipica das plantas transgénicas de arabidopsis de
eventos previamente selecionados (Figura 37) foram realizados sob nutricdo de diferentes
fontes inorganicas de N, em condigdes in vitro. Para isso, plantas de ‘Col-0’, gko n&o
transformadas ¢ ‘Col-0’ ¢ gko complementadas com superexpressdo ou promotor endégeno
dos genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A foram cultivadas em meio MS modificado contendo
como fonte de N apenas 5 mM KNOj objetivando a homogeneizagdo do crescimento das
plantas e em seguida foram transferidas para meios de cultivo contendo baixa concentragdo
de N: 0,5 mM de NH4CI, 0,25 mM de NH4sNO;3; ou 0,5 mM de KNOg3 e alto N: 2 mM de
NH4CIl, 1 mM de NH4 NOz ou 2 mM de KNOs, totalizando 6 tratamentos. Apos 14 d de
cultivo, a biomassa seca das plantas foi avaliada com o intuito de relacionar seu acimulo com
a maior absor¢do de amonio.

Quando as plantas foram cultivadas em meio contendo apenas nitrato como fonte
tnica de N (0,5 e 2 mM KNOg), ndo houve diferenca para acimulo de biomassa entre as
plantas dos genoétipos selvagem (‘Col-0"), mutante (gko) e ‘Col-0’e gko transformadas com
35S:ScAMT2;1, 35S:ScCAMT3;3A ou Prom2ScAMT2;1:ScAMT2;1 para todos os eventos
testados, sugerindo que a expressao dos AMTs de cana-de-acucar e a repressdo dos AMTs de
arabidopsis (gko) ndo alteram a capacidade de aquisi¢do de nitrato (Figuras 38A, B, C e F;
39A, B, C e F; 40A, B, C e F). Ja quando os distintos genotipos foram submetidos ao
crescimento em duas concentracdes de N-amonio (0,5 e 2 mM de NH4CI), o quadruplo
mutante (gko) teve um crescimento significativamente menor do que o gendtipo selvagem
(‘Col-0’), tendo em média uma queda no acumulo de biomassa total de aproximadamente
54% em 0,5 mM de aménio e de 25% em 2 mM amoénio, devido a reduzida capacidade de
influxo dessa fonte de N (YUAN et al., 2007) (Figuras 38A, B, E e H; 39A, B, E e H; 40A, B,
E e H). Com 0 aumento da concentragdo de aménio, essa diferenga foi menor entre ‘Col-0’ ¢
gko, devido provavelmente ao transportador presente no mutante, AtAMT1;5 assim como a
atividade do sistema de transporte de baixa afinidade, LATS (YUAN et al., 2007).
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As plantas de arabidopsis gko transformadas com as construgdes 35S:SCAMT2;1
apresentaram aumento de biomassa significativo em relagdo ao mutante gko, sendo de cerca
de 64% e 27% para os eventos G1 e G4, respectivamente, quando cultivados em baixa
concentracdo de NH4NO3 (0,25 mM) e de cerca de e 94% e 26% em 1 mM desta mesma fonte
(Figura 38A, B, D e G). Como esperado, a diferenga de crescimento entre os transgénicos e o
controle mutante gko é menor quando as plantas sdo cultivadas em nitrato de aménio, devido
a presenca de nitrato, o qual é igualmente absorvido pelas raizes dos distintos gendtipos
avaliados. Neste caso o aumento da concentracdo de nitrato de amonio levou a um maior
acumulo de biomassa pelo transgénico de gko+35S:ScCAMT2;1#G1 possivelmente devido a
maior disponibilidade de amdnio.

Sob nutrigdo exclusiva de amonio, plantas de gko superexpressando o gene SCAMT2;1
evento G1 tiveram uma producdo de biomassa significativamente maior do que gko, sendo de
cerca de 121%, e esta foi de 32% para o evento G4 em relacdo a gko ndo transformado,
quando cultivados em 0,5 mM de NH," (Figura 38A, B e E). Resultados similares foram
obtidos na concentracdo de 2 mM de aménio para a construcdo 35S:SCAMT2;1 no
background de gko, com aumento de cerca de 65% e 51% no acimulo de biomassa para 0s
eventos G1 e G4, respectivamente, em relacdo ao mutante controle (Figura 38A, B, E e H).
Esses resultados demonstram que a expressdo ectdpica de SCAMT2;1 no background de gko
foi capaz de restaurar o crescimento do mutante, 0 que comprova que SCAMT2;1 de cana-de-
acucar é capaz de transportar amonio em raizes.

Resultados surpreendentes foram obtidos com a superexpressdo de SCAMT2;1 no
background genético de ‘Col-0’ sob nutricdo por aménio. Plantas ‘Col-0’+35S:SCAMT2;1
apresentaram uma tendéncia de acumulo de biomassa total, sendo superior em 18% em
relacdo a biomassa do genotipo selvagem quando cultivadas em 1 mM NH;NOg, e de 12% e
28% quando cultivadas em 0,5 e 2 mM de amdnio respectivamente (Figura 38A, B, E G e H).
Esses dados demonstram que a superexpressdo de SCAMT2;1 de cana-de-acucar leva a maior
aquisicdo de amoénio mesmo na presenca de AMTs endogenos de arabidopsis em ‘Col-0’,
provavelmente resultante de interacdo entre essas proteinas AMTs de Arabidopsis ou devido a

uma regulacdo diferencial do gene de cana-de-aciicar SCAMT2;1 na presenca de amdnio.
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Figura 38 — Fendtipos de crescimento de plantas mutantes (gko), linhas transgénicas e selvagens
(‘Col-0") para eventos da construgdo 35:ScAMT2;1 em meio MS modificado em baixo N A:
0,5 mM de NO; (KNO3), 0,25 mM NH,; NOz ou 0,5 mM NH,;" (NH,CI) e alto N B: 2 mM
NO; (KNO3), 1 mM NH,; NO; ou 2 mM NH," (NH,CI) por 14 d. C, D, E, F, G, H:
Biomassa seca (MS) (g) de plantas de genotipos selvagem (‘Col-0), mutante (gko) e linhas
transgénicas em baixo e alto N com diferentes fontes deste nutriente. Barras indicam £SE,
n=6. Para as analises estatisticas, o teste Tuckey foi realizado.
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J& para o experimento de fontes de N com plantas transgénicas de 2 eventos distintos
expressando 35S:ScCAMT3;3A, houve diferenga significativa de acimulo de biomassa entre
estes gendtipos e o controle gko ndo transformado na presenca de 1 mM de NH4NO3 mas ndo
sob baixas concentracdes dessa fonte mista de N (Figura 39A, B, D e G). Nessas condicdes de
suplemento exdgeno de N, o evento H1 teve um acimulo 14,6% maior de biomassa do que
gko, 0 que pode indicar uma maior absor¢do de amoénio devido a atividade de SCAMT3;3A
(Figura 39A e G). Ja o0 evento H3 ndo possui diferencas em relacdo ao gko nas mesmas
condigdes de cultivo (Figura 39B e G). No entanto, quando as plantas foram cultivadas sob
nutricdo exclusiva de amonio, plantas de @ko+35S:SCAMT3;3A#H1 apresentaram uma
reducdo de crescimento em comparacdo ao mutante gko controle, enquanto o evento H3
possui niveis similares ao gko quando cultivadas em 0,5 mM de NH4" (Figura 39A, B e E).
Em alta concentracdo exdgena de aménio (2 mM), o evento H1 apresenta valores semelhantes
de biomassa ao mutante gko ndo transformado, enquanto o evento H3 mostrou um acumulo
de 17,7% a mais que gko (Figura 39A, B e H).

Esses resultados indicam que possivelmente SCAMT3;3A ndo atua efetivamente na
aquisicdo de amonio mesmo quando expresso de forma ectopica em raizes, sendo que, apenas
sob altas concentracBes de aménio SCAMT3;3A evento H3 apresentou maior acimulo de
biomassa quando comparado a plantas controle, exercendo, provavelmente, uma pequena
contribuicdo aditiva na absorcdo de N sob alto aménio. Essas analises corroboram os dados
obtidos no experimento de complementacdo de levedura defectiva para o transporte de
amonio, no qual SCAMT3;3A restituiu 0 crescimento do mutante apenas em alto amonio
(Figuras 28, 29 e 30). Entretanto, em relagcdo a arabidopsis ‘Col-0’, a superexpressao do gene
de cana-de-aclcar SCAMT3;3A ndo resultou em alteracdes no acumulo de biomassa quando
comparado a plantas controle ndo transformadas, evidenciando que ScAMT3;3A
possivelmente ndo atua na absorcdo de amdnio em raizes (Figura 39).

Baseado nesses resultados de superexpressdo de genes AMT2 em mutante de
arabidopsis, pode-se concluir que SCAMT3;3A possui reduzida habilidade de restaurar a
capacidade de absorcdo de amdnio em raizes, quando comparado a SCAMT2;1 (Figuras 38 e
39). Esses dados também corroboram os niveis de expressdo basal desses genes em raizes e
parte aérea de cana-de-acUcar, sendo SCAMT2;1 preferencialmente expresso em raizes e
ScAMT3;3A em folhas (Figura 10B e D). Com isso, é possivel inferir que SCAMT2;1 e

ScaMT3;3A possuem funcgoes fisiologicas distintas em cana-de-aguUcar.
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Figura 39 — Fendtipos de crescimento de plantas mutantes (gko), linhas transgénicas e selvagens
(‘Col-0) para os eventos da constru¢do 35:SCAMT3;3A em meio MS modificado em baixo N
A: 0,5 mM de NOs (KNO3), 0,25 mM NH,; NO; ou 0,5 mM NH," (NH,CI) e alto N B: 2
mM NOs (KNO3), 1 mM NH; NOs ou 2 mM NH," (NH,CI) por 14 d. C, D, E, F, G, H:
Biomassa seca (MS) (g) de plantas de genotipos selvagem (‘Col-0), mutante (gko) e linhas
transgénicas em baixo e alto N com diferentes fontes deste nutriente. Barras indicam *SE,
n=6. Para as analises estatisticas, o teste Tuckey foi realizado.
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Em arabidopsis, a complementacdo de genes AMT1 enddgenos no background gko
possibilita a restauracdo da capacidade de transporte de amdnio/metilamonio (YUAN et al.,
2007). Para verificar se a atividade dos promotores end6genos de cana-de-aglcar permite a
regulacdo dos genes AMT2 de cana-de-agucar em condicGes de fontes de nitrogénio distintas,
ScAMT2;1 dirigido pelo promotor end6geno foi inserido no background de ‘Col-0" e gko.

Em condices de meio de cultivo com adicdo de nitrato de ambnio em concentracfes
crescentes, ocorreu maior crescimento de plantas gko expressando SCAMT2;1 evento 12,
sendo que estes apresentaram um aumento de 18% e 23% em 0,25 e 1 mM de NH;NO3
respectivamente, em relacdo ao controle gko ndo transformado, indicando que h&d uma
correlacdo positiva entre 0 aumento da concentracdo de aménio e o acimulo de biomassa
devido a expressdo de SCAMT2;1 (Figuras 40A, B, D e G).

Quando plantas de gko complementadas com Pro2ScAMT2;1:ScAMT2;1 foram
cultivadas sob concentragdes crescentes de amonio exdgeno (0,5 e 2 mM), diferencas
fenotipicas foram observadas apenas sob alto amdnio (Figura 40A, B, E e H). Em alta
concentracdo (2 mM), a complementacdo de plantas gko com SCAMT2;1 levou a um aumento
de 29% para o evento 11 e 20% para 12 na biomassa total, quando comparados ao mutante gko
ndo transformado (Figura 40A, B e H). Esses resultados reafirmam que SCAMT2;1 é
funcional no transporte de amonio em raizes, mesmo quando sob regulacdo do promotor
enddgeno de cana-de-acucar, sugerindo efetivamente a fungdo de SCAMT2;1 no transporte de
amonio em raizes (Figura 40).

Em relagdo ao evento transformado no background de ‘Col-0’, (‘Col-0’+
Pro2ScAMT2;1:SCAMT2;1), este apresentou 14% de aumento em relacdo ao controle
selvagem em 1mM de nitrato de aménio, e sob nutricio exclusiva de NH4" levou a um
acimulo de 27% e de 22% na biomassa quando cultivado em 0,5 e 2 mM de NHy4"
respectivamente, em relacdo a ‘Col-0’ (Figura 40A, B, D, F e G). Esses resultados reiteram
que esse gene AMT2 de cana-de-agucar atua de forma aditiva aos genes enddégenos AMTs de
arabidopsis durante a aquisicdo de aménio, resultando em acimulo de biomassa maior que o
de ‘Col-0’ (Figura 40).

Devido a restricdes de tempo na conducdo desse projeto, ndo foi possivel avaliar a
atividade de SCAMT3;3A dirigida pelo promotor enddgeno de cana-de-acUcar neste trabalho;
porém, esta construcdo esta em andamento e sera transformada em arabidopsis para futuras

avaliacoes.



117




118




119

C 0,5mM NO, F 2mM NO,
0.5 + 0.5 -
mﬁ'g 0.4 - a
7] § 0.3 - g 2 a a
C o . ¥ .
= J’ % =
9 2 02 ’g ﬁ =
2 01 - ﬁ ﬁ =
=, % =
(JO\’Q &0 '\,Q;{B ,Q(\'& '\/,Q(\’L O\D 0\\(9 ,;}((’) ‘ ’5’3\\ %\’L
< ,\’L\ ,"),\ SRR
WM QNN
™ ™ ks bs ™ s
'5(, _.50 59 -'\'5(’ '\:5(, _5(,
»\'],’\\' »\'],:\' S\'\"‘/‘ U $\'\’]"‘ @'\ '
'a ™
O,Lscy‘ O,Lc_)d?‘ o’fj(} (offj(' (o'f)c (o'fjc
< < < ] ] R
3 XQ XQ ><Q ¢ X Ox ox
.O\D &@0 0\&0 ‘(,0\’0 0\& &@

o

Biomassa
(mg MS planta )

. Q %) '
s O\D 0\\@0 ;\‘"}‘& '\&(\\' '\&(\’L (10\ 0\\&0 ) ,\‘)Q(\ '\&(\ '\‘%\"L
,\'],\ ,"], \ @'},\ @'\’L\ '\'L 1 @’\’L \
(DC’V S(P‘ CJCV (D(’V c.)cy‘ c)(,v
'\. A A rL‘:\' q/"\' t]/"\‘
< < <L & A
AN\ NN N
(} (,P‘ (}‘ ‘ch t'j('.aP c_)c?‘
xQ(o Q(o xQ(o 3 XQ XQ XQ
,0‘ O O \,0 &@0 0\‘@0
N o) o\ (0
(e
H +
E o - 0,5 mMaNH4 N 5 MM NH4
I’ [
<. 044 b % 04 1 ap a
< 4‘3 ,% a % ab ab
g5 03- ,ﬁ 03 - b ﬁ & I
®© =
£ 5 02 - Z . . 0.2 - Z 7 =
s B 7 =
o2 01 - 7 ﬁ = 0.1 - ﬁ 7 =
E 0 - : 4"'"; . e = 0 - s =
. Q (o} %) N L
A S S SN SN IC IN IN
Uiy Q V‘{\ V‘{\
NN PRARNNY SS
9 9 ! S S S
:\/*5 '\/'f? '\'f? AN N N
O O & &
3 Q) AT
PSS e S e 3
SO oV OV oF
Q(O Q(O Q(O XQ( XQ( XQ(
\,0‘ X &Ox &Q_OX s O\Q‘ &(p 0\\49
(0 '

Figura 40 — Fendtipos de crescimento de plantas mutantes (qko), linhas transgénicas e selvagens (‘Col-0’) para
eventos da construgdo Pro2ScCAMT2;1:ScAMT2;1 em meio MS modificado em baixo N A: 0,5 mM de NO3
(KNOs), 0,25 mM NH, NO; ou 0,5 mM NH," (NH,CI) e alto N B: 2 mM NO;3 (KNOs), 1 mM NH, NO; ou
2 mM NH," (NH,CI) por 14 d. C, D, E, F, G, H: Biomassa seca (MS) (g) de plantas dos genétipos
selvagem (‘Col-0), mutante (gko) e linhas transgénicas em baixo e alto N com diferentes fontes deste
nutriente. Barras indicam £SE, n=6. Para as analises estatisticas, o teste Tuckey foi realizado.
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4.6.2 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 gendtipos selvagem (‘Col-0’), mutante (gko) e as distintas linhas
transgénicas ‘Col-0’+35S:SCAMT2;1#92, qko+35S:SCAMT2;1#G1 e gko+35S:SCAMT3;3A
#H3, foram cultivadas por 45 d em solucéo nutritiva contendo 2 mM NH4NO; e em seguida
foram transferidas para solugbes contrastantes de disponibilidade de N, +N (0,2 mM de
(NH4)2S0O4) ou -N (sem adicdo de N) por 5 d. Apos esse periodo, foram realizadas as analises
de influxo rapido de amdnio na faixa de alta afinidade (HATS) com 0,2 mM de (NH,),SO4
60% enriquecido com N-aménio.

Sob +N, plantas mutantes (qko) apresentaram um influxo de *>N-aménio em raizes de
60% em relagdo a ‘Col-0’ (Figura 41A). Ja sob -N, o influxo em raizes de gko foi de apenas
13,4% (Figura 41B), corroborando a menor capacidade de transporte de amonio em raizes do
quadruplo mutante em relacdo ao genotipo selvagem devido a auséncia de atividade dos
quatro transportadores de aménio em gko. Em condicGes de suficiéncia de N, a comparacéo
no background de gko demonstra que a superexpressdo de SCAMT2;1 ndo levou a maior
aquisicdo de amoénio em relacdo a plantas gko ndo transformadas (Figura 41A). Tal resposta
pode ser devido a regulacdo negativa de SCAMT2;1 na presenca de nitrato de aménio
identificadas em raizes de arabidopsis+Pro2ScAMT2;1:GFP (Figura 35). A superexpressdo de
SCAMT3;3A no background de gko também ndo levou a maior aquisicdo de amonio
comparado as raizes do mutante ndo transformado na presenca de N (+N) indicando que
SCAMT3;3A ndo atua nesse processo fisiologico em raizes.

Durante a restricdo de N, plantas de gko tiveram um influxo de aménio 4 vezes maior
do que plantas de gko em suficiéncia de N (Figura 41A e B), comprovando que ainda existe
uma inducdo no sistema de absorcdo dependente de N em gko conferido pelo transportador
AtAMTL;5 (YUAN et al., 2007). A capacidade de absorcdo de *°N em raizes de plantas
gko+35S:ScAMT2;1 aumenta 87% com relacdo a raizes de gko (Figura 41B), quando privadas
de nitrogénio. Surpreendentemente, em raizes de plantas de gko superexpressando
SCAMT3;3A, o influxo de *°N-amonio foi menor do que o encontrado nas plantas controle gko
em tratamento de deficiéncia de N (Figura 41B), apresentando uma reducdo de absorcdo de
>N-aménio de cerca de 10% e demonstrando que SCAMT3:3A néo realiza a absorcdo de
aménio mesmo sob deficiéncia de N (Figura 41B). Levando-se em conta essas observacoes,

fica dificil especular a funcéo fisiolégica de SCAMT3;3A em raizes. A reducdo na aquisi¢do
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de aménio pode indicar uma fungdo no efluxo dessa fonte inorganica de N, no entanto,
experimentos adicionais precisam ser realizados.

A comparagdo no background de ‘Col-0’ demonstra um padrdo distinto de resposta
aos tratamentos de N, mostrando que em suficiéncia de N, ‘Col-0’+35S:ScCAMT2;1 absorveu
8 vezes mais N quando comparada a ‘Col-0’ ndo transformada, o que reitera o efeito aditivo
de SCAMT2;1 de cana-de-aglcar na aquisicdo de aménio em condicGes de +N, mesmo

quando os AMTs de arabidopsis estdo ativos (Figura 41A).
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Figura 41 - Influxo de N-aménio em raizes de plantas de arabidopsis selvagens ("Col-0"), mutantes
(gko) e linhas transgénicas para as construgdes 35:SCAMT2;1 e 35S:ScCAMT3;3A. O influxo
de N foi realizado com 0,2 mM de *(NH,),SO, em raizes de plantas submetidas a
condigdes contrastantes de disponibilidade de N por 5 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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Em resumo, experimentos de influxo rapido de amoénio em raizes de plantas
transgénicas de arabidopsis expressando SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A comprovam funcoes
distintas desses genes na raiz, sendo que SCAMT2;1 atua na absor¢do de aménio, enquanto
SCAMT3;3A néo realiza essa fungdo nas condicOes deste experimento.

Concentragdes significativas de NH4* tem sido medidas no xilema (FINNEMANN;
SCHJOERRING, 1999; YUAN et al., 2007), indicando que uma parte consideravel de N é
translocada para a parte aérea nessa forma, assim sugere-se que AMTSs estejam envolvidos no
carregamento do xilema e subsequentemente movimentacdo da solucdo apoplastica da folha
para as células foliares (SCHJOERRING et al., 2002). Apds ser absorvido, o NH;" ¢é
principalmente assimilado nas raizes pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (NADH-GOGAT) e, posteriormente, transportado atraves do xilema para a parte
aerea, principalmente na forma de glutamina (FUKUMORITA; CHINO, 1982; BLOOM et
al., 1992). Quando a planta é submetida a elevadas concentragbes externas de NH,", ha
dificulade em controlar o influxo para dentro das células e, consequentemente, quantidades
significativas de amoénio podem ser transportadas pelo xilema até a parte aérea
(SCHOERRING, et al., 2002; BRITTO; KRONZUCKER, 2005). Além disso, a presenca de
um sistema de transporte de amonio na parte aérea € necessaria para realizar a remobilizacéo
desta fonte de N em condicdes de deficiéncia de N, na senescéncia das folhas, e em muitas
outras vias envolvendo N, como processos catabolicos e anabdlicos (TSCHOEP et al., 2009;
XU et al., 2012).

Com a perspectiva de detectar as funcdes de AMTs de cana-de-acUcar na parte aérea
de plantas sob condicdes limitantes de disponibilidade de N, plantas dos genotipos ‘Col-0’,
gko nédo transformadas e gko superexpressando os genes SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A foram
cultivadas em solucdo nutritiva por 45 d em solucdo contendo 2mM de KNOgj, para
homogenizar o crescimento das plantas sem permitir que o processo de absor¢do interfirisse
na visualizacdo dos resultados de transporte de N na parte aérea. Em seguida, a plantas foram
submetidas a deficiéncia de N (-N, sem adi¢do de N na solucdo nutritiva) por 13 d, e entdo o
fendtipo visual das plantas foi avaliado.

Como esperado, o controle ‘Col-0, o qual possui todos os transportadores de amoénio,
apresentou alteracdes fenotipicas, com folhas maduras com alguns sinais de amarelecimento e
acumulo de antocianinas, que sdo sintomas tipicos de deficiéncia de N em folhas maduras
(DIAZ et al.,, 2006; KRAPP et al.,, 2011) (Figura 42). J& o controle mutante gko néo
transformado apresentou sinais de deficiéncia de N mais acentuados, sendo evidente o maior

acumulo de antocianinas em suas folhas, com coloragdo purpura e verde-palido (Figura 42).
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Os mutantes gko de arabidopsis complementados com 0s genes SCAMT2;1 (evento G1) e
SCAMT3;3A (eventos H1 e H3) expressaram fendtipos de sintomas de deficiéncia de N
intermediarios a gko e ‘Col-0’, indicando que esses genes desempenham funcdes de transporte
de N na parte aérea.

Figura 42 — Analise fenotipica de parte aérea de plantas de arabidopsis selvagens (‘Col-0’), mutantes
(gko) e linhas transgénicas para as construcdes 35:SCAMT2;1 (evento G1) e 35S:SCAMT3;3A
(eventos H1 e H3) submetidas a condicdes de deficiéncia de N (0 N) por 13 d. A esquerda 3
rosetas de cada gendtipo e a direita folhas da roseta representativa da media de vigor das 6
rosetas avaliadas da mais madura para a mais jovem.

A inducdo de AMTs em folhas € atribuida ao transporte de amdnio originado de
processos como a reducdo do nitrato a nitrito obtido do solo, pelo catabolismo e anabolismo
de compostos aminos enddgenos (LEA; IRELAND, 1999; XU et al., 2012), pela
fotorrespiracdo onde o amdnio liberado nas mitocéndrias e reassimilado em cloroplastos deve
ser transportado através da membrana de ambas as organelas (D"APUZZO et al., 2004),
durante a senescéncia das folhas (MATTSSON; SCHJOERRING, 2003; HOWITT,;
UDVARDI, 2000; VON WIREN et al., 2000b), e durante o dia, devido as maiores taxas de
transpiracio na qual altos niveis de aménio podem ser translocados via xilema (VON WIREN

et al., 2000b). Estudos demonstraram que sob deficiéncia de nitrogénio externo a principal
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fonte de N remobilizada entre parte aérea e raizes é proveniente de aminoécidos (KRAPP et
al., 2011). Além disso, os transportadores também podem exercer um papel secundario na
recuperacdo de aménio perdido das células da raiz e e da parte aérea (SIMON-ROSIN et al.,
2003).

Com o intuito de investigar as funcdes especificas dos genes SCAMT2;1 e SCAMT3;3A
na parte aérea dos transformantes, experimentos para verificar a translocacdo do aménio
foram realizados. Para o experimento de translocacdo, plantas de arabidopsis dos gendtipos
selvagem (‘Col-0’), mutante (gko) e as distintas linhas transgénicas gko+35S:SCAMT2;1#G1 e
gko+35S:SCAMTS3;3A #H1 e #H3, foram cultivadas por 45 d em solucdo nutritiva contendo
2 mM de KNOg3 e em seguida foram transferidas para solu¢des sem adicdo de N (-N) por 5 d.
Apos esse periodo, foram realizadas as analises de influxo de amdnio por 1 h com 4 mM de
(NH4)2S0, 60% enriquecido com *>N-aménio em raizes e em folhas das diferentes linhas.

O mutante quadrulo (gko) defectivo para o transporte de amonio apresenta significativa
reducdo no acimulo de ®N-aménio em suas raizes, sendo esta em torno de 51% em relacdo ao
gendtipo selvagem ‘Col-0> (Figura 43). Pode-se também, reafirmar a funcionalidade da proteina
SCAMT2;1 na funcdo de aquisicdo de aménio pelas raizes de arabidopsis, considerando que o
acimulo de N derivado de amonio em raizes de gko+35S:ScAMT2;1 foi 72% maior que 0
mutante gko ndo transformado (Figura 43). Ao contrario dos resultados obtidos nos
experimentos anteriores de influxo rapido, plantas de gko+35S:ScCAMT3;3A#H1 apresentaram
um aumento significativo no acimulo de *°N-aménio em suas raizes em relagdo ao mutante
gko, com um excedente de 21,4%, indicando que ao longo de 1 hora sob alto aménio, a
atividade de SCAMT3;3A tambeém contribui para aquisicdo de aménio (Figura 43). Porém,
fica evidente com a comparacdo no acimulo de >N derivado de aménio em raizes de plantas
gko expressando SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A que o0 gene SCAMT2;1 efetivamente acumula
mais N-amoénio em raizes, partipando na absorcao dessa fonte inorgéanica de N (Figura 43).

A diferenca significativa no acimulo de >N derivado de amdnio na parte aérea de
plantas ‘Col-0 quando comparado a gko ndo transformado, representada por um excedente de
41%, demonstra a atividade de proteinas AMTs sendo reguladas para a translocacdo de N para
os oOrgaos fotossintetizantes (Figura 43B). A parte aérea das linhas transgénicas
superexpressando SCAMT2;1 no background de gko mostraram um actmulo de *N 36%
maior que gko, enquanto em plantas superexpressando o gene de cana-de-acticar SCAMT3;3A
ndo houve diferencga significativa (Figura 43B). Dado o exposto, é possivel inferir que a
proteina SCAMT2;1 de cana-de-acgUcar possui um efeito aditivo na fungdo de translocacdo de

amodnio da raiz para a parte aérea, enquanto a proteina SCAMT3;3A ndo possui envolvimento
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nesta funcdo (Figura 43B). Com base na localizacdo de SCAMT2;1:GUS e GFP na regido
vascular quando expresso em raizes de arabidopsis (Figuras 32, 33, 34, 35, 36) e reduzida
regulacdo de SCAMT2;1 devido a variacdo da disponibilidade de N em cana-de-agUcar
(Figuras 32, 33, 34, 35) é possivel inferir que esse gene possivelmente atua no carregamento
de amonio em células do xilema, realizando a translocacdo de amdnio da raiz para a parte
aerea em cana-de-acucar. Os experimentos precisam ser confirmados, no entanto, um padrao
similar ao de SCAMT2;1 foi encontrado em arabidospis para AtAMT2;1 com localizagdo em
tecidos vasculares de raizes, folhas, hastes e flores; com expressdo na regido cortical das
raizes e assim foi sugerido que esse gene atua na translocacdo de aménio da raiz para a parte
aérea nessa espécie (YUAN et al., 2007), sendo que essa hipétese ainda ndo foi confirmada.
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Figura 43 — Actimulo de *®N-amdnio em raizes e em parte aérea, representando a translocacio de N-
derivado de amonio em plantas de arabidopsis selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e linhas
transgénicas para as construgdes 35:SCAMT2;1#G1 e 35S:SCAMT3;3A#H1 e H3. O influxo
de N foi realizado por 1 h com 4 mM de *(NH,),SO, com 60% de enriquecimento, em
raizes de plantas submetidas a deficiéncia de N (0 N) por 5 d. A: raiz ; B: parte aérea. Barras
indicam +SE (n= 5). Diferengas significativas em relacdo ao controle gko sdo indicadas por
asteriscos (*p < 0,05 e **p < 0,001, teste-t de Student).

Estudos adicionais foram realizados para investigar o processo de remobilizagdo de N
de folhas maduras para folhas jovens. Para isso, plantas de arabidopsis dos genotipos

selvagem (‘Col-0"), mutante (gko) e as distintas linhas transgénicas qko+35S:SCAMT2;1#G1 e
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gko+35S:SCAMTS3;3A #H1 e #H3, foram cultivadas por 45 d em solugdo nutritiva contendo
2 mM de KNOs e em seguida foram transferidas para meio de cultivo sem adicdo de N
por 5 d. Apds esse periodo, uma solucdo de 50 mM de (NH,4),SO4 60% enriquecido com
>N-aménio foi adicionada a folhas maduras n&o senescentes das rosetas dos distintos
gendtipos. Apos 24 h da aplicacdo do *°N-amdnio, as folhas maduras e folhas jovens foram
coletadas para analise de >N cumulativo.

Pela avaliacdo dos dados, nota-de que, como previsto, o controle selvagem ‘Col-0’
apresentou a maior taxa de remobilizagdo, na qual o N encontrado nas folhas jovens
representou em torno de 33% do total encontrado nas folhas, enquanto o N detectado em
folhas jovens de gko representaram apenas 4% do total (Figura 44A e B). Estes dados
mostram a baixa capacidade deste mutante em remobilizar o nitrogénio das folhas senescentes
para as folhas em desenvolvimento. As linhas transgénicas estudadas apresentaram-se
intermediarias as plantas controles; gko+35S:ScAMT2;1 remobilizou 9,4% de sua fonte de N
proveniente de folhas maduras para folhas jovens, ja em plantas gko+35S:SCAMT3;3A o
transporte de >N derivado de amédnio para folhas jovens foi de 10,7% para o evento H1 e
15,6% para o evento H3, representando um deslocamento cerca de 2,3, 2,6 e 3,8 vezes maior
em relacdo a gko respectivamente (Figura 44A e B).

O experimento permite concluir que a proteina SCAMT3;3A esta envolvida na
remobilizacdo de nitrogénio na parte aérea da planta, possivelmente promovendo o
carregamento do floema e permitindo o deslocamento do N das folhas maduras para as folhas
jovens, atuando como dreno para o crescimento e desenvolvimento de novas folhas. Tais
resultados estdo de acordo com as andlises de perfil transcricional de cana-de-acUcar, 0s quais
mostram altos niveis basais dessa proteina nas folhas desta graminea, principalmente nas
folhas maduras (+3) (figura 10B e D).

Os resultados de remobilizacdo por deteccdo de >N (Figura 44) aliados ao fenétipo
encontrado no experimento de longo periodo de deficiéncia (Figura 42), levam a conclusao de
que a proteina SCAMT3;3A participa do processo de reutilizacdo de nitrogénio na parte aérea,
transportando aménio para folhas em desenvolvimento e que a proteina SCAMT2;1 exerce
uma contribuicdo nessa funcdo, porém muito pequena, e que provavelmente o melhor
desempenho de plantas superexpressando SCAMT2;1 frente a um periodo critico de
deficiéncia possa ser resultado do processo de translocacdo do amdnio das raizes para a parte

aérea.
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Figura 44 —Deteccio de N-aménio em folhas maduras e folhas jovens, representando a
remobilizagdo em plantas de arabidopsis selvagens (‘Col-0’), mutantes (gko) e linhas
transgénicas para as construgdes 35:SCAMT2;1 e 35S:ScCAMT3;3A. O influxo de BN foi
realizado com 50 mM de **(NH,),SO, em folhas maduras de plantas submetidas a condicdes
de deficiéncia de N (0 N) por 5 d. A: Acimulo de *°N-aménio em folhas maduras e jovens;
B: porcentagem representada pelo N detectado nas folhas maduras e jovens. Barras
indicam +SE (n= 4). Diferencas significativas em relacdo ao controle gko séo 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 BAC de cana-de-aglUcar permitiu identificar
9 genes AMTs em 18 BACs, sendo 2 genes da subfamilia AMTL1 (5 BACs) e 7 genes da
subfamilia AMT2 (13 BACs).

v Analises de expressdo génica de SCAMT2;1 e SCAMT3;3A em cana-de-agucar
demonstraram maior acimulo em raizes e em folhas maduras, respectivamente, e ainda que
estes genes apresentam padrdes de regulacdo distintos de acordo com a ontogenia e status de
N da planta.

v A localizagdo da expressdo o6rgdo/tecido especifico de ScAMT2;1 e
SCAMT3;3A de cana-de-acucar, utilizando seus promotores endogenos fusionados aos genes
repérteres GUS ou GFP, permitiu identificar a expressao desses AMT2 na regido mais interna
das raizes, provavelmente correspondente a células da endoderme/periciclo e vascular, e na
regido varcular na parte aérea, sendo regulados pela disponibilidade e fonte de N. A
localizagdo da expressao célula especifica identificou SCAMT2;1 na membrana plasmatica de
celulas de raizes.

v A caracterizagdo funcional de levedura mutante para o transporte de amonio
expressando SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A demonstra que estes genes restauram a funcdo de
transporte de amdnio, porém, com capacidades distintas, sendo que SCAMT2;1 realiza maior
absorcdo de amdnio; no entanto, este experimento ndo indicou sensibilidade dessas proteinas
a metilamdnio.

v A caracterizacdo funcional de plantas de gko superexpressando SCAMT2;1 ou
SCAMT3;3A, e transformadas com SCAMTZ2;1 dirigido por seu promotor enddgeno, quando
crescidas exclusivamente em amdnio como fonte de N, demonstra que as plantas transgénicas
tém um aumento significativo na producdo de biomassa em relacdo a gko, indicando que essas
proteinas sdo capazes de transportar amonio.

v O influxo e acimulo de *°N-aménio in vivo em raizes e parte aérea de plantas
de arabidopsis mutante (gko) superexpressando SCAMT2;1 ou SCAMT3;3A demonstrou que
SCAMT2;1 atua na absorcdo de amdnio pelas raizes e provavelmente no carregamento do
xilema, enquanto SCAMT3;3A esta possivelmente envolvida na remobilizacdo de aménio na

parte aérea, podendo atuar aditivamente na absorcdo de amdnio em raizes sob alto aménio.
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