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RESUMO

MANIERO, R. A. Caracterizacao funcional do gene codificador para transportador de
aménio ScCAMT3;3 de cana-de-acUcar (Saccharum spp.) 2019. 120 p. Dissertacdo
(Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2019.

Na crescente demanda mundial por energia limpa, a cana-de-agUcar (Saccharum spp.)
representa uma importante cultura para geracdo de energia renovavel de baixo custo e
reduzido impacto ambiental. Para atender a essa demanda, o uso de fertilizagdo & base de
nitrogénio (N) é essencial para manutencao dos niveis de produtividade da cultura de cana-de-
acucar. No entanto, a cultura de cana-de-acUcar apresenta baixa resposta a aplicacdo de
fertilizantes a base de nitrogénio, contribuindo para a poluicdo ambiental e consequentes
reflexos negativos no balanco energético e econdmico para essa cultura. O aménio (NH4") é a
fonte preferencial de N absorvida pela cana-de-agUcar, porém, o conhecimento sobre a
regulacdo do processo do transporte e distribuicdo de amonio nessa espécie permanece
limitado. O transporte de amonio em plantas € mediado pela familia de genes AMMONIUM
TRANSPORTER (AMT), mas o impacto da funcionalidade desses transportadores na
eficiéncia de uso de N (NUE) em cana-de-acucar requer elucidacdo. Em estudos prévios
foram identificados em uma biblioteca de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de cana-
de-actcar membros da subfamilia AMT2 com expressdo em diferentes 6rgdos nessa especie
para a compreensdo quanto a funcdo desses genes na planta. O presente projeto objetivou a
caracterizacdo funcional do gene SCAMT3;3 da subfamilia AMMONIUM TRANSPORTERS2
(AMT2) de cana-de-aclcar em sistemas heterdlogos utilizando mutantes de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) e Arabidopsis thaliana, defectivos no transporte de aménio. A
complementacédo de levedura com SCAMT3;3 foi capaz de restaurar o crescimento do mutante,
além de indicar a sua funcionalidade para o transporte de NHs/H*. Experimentos de
localizacdo de atividade promotora de SCAMT3;3 em Arabidopsis utilizando genes reporteres
GUS e GFP indicaram a expresséo preferencial em tecido foliar, principalmente em células do
floema, sendo pouco regulada pelo status e fonte de N. Estes dados corroboram a analise de
expressao relativa do gene em cana-de-agucar. Plantas transgénicas expressando SCAMT3;3
sob regulacdo do promotor constitutivo 35SCaMV geradas no background genético do
mutante quadruplo gko (AtAMT1;1; AtAMTL;2; AtAMTL1;3 e AtAMT2;1) de Arabidopsis
demonstraram que a expressdo ectopica de SCAMT3;3 auxilia no influxo de °*N-amonio raizes
e aumenta o acimulo de biomassa na parte aerea na presenca de amoénio. Plantas transgénicas
expressando promotor enddgeno e regido codificante de SCAMT3;3 também apresentaram
acumulo de massa fresca na parte aérea em presenca de amoénio. Experimentos de acumulo de
1®N-aménio em folhas indicaram que a funcdo de SCAMT3;3 ndo esta associada ao processo
de remobilizacdo em deficiéncia de N, mas sim ao possivel processo de translocacdo em
disponibilidade de N.

Palavras-chave: Transportador de amoénio. Expressdo heteréloga. Cana-de-agucar.
Saccharomyces cerevisiae. Arabidopsis thaliana.
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ABSTRACT

MANIERO, R.A. Functional characterization of gene encoding ammonium transporter
ScAMT3;3 from sugarcane (Saccharum spp.) 2019. 120 p. Dissertagdo (Mestrado) - Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2019.

In the growing world demand for clean energy, sugarcane (Saccharum spp.) represents an
important crop for low-cost renewable energy generation with low environmental impact.
To meet this demand, the use of nitrogen-based fertilization is essential to maintain the
productivity levels of the sugarcane crop. However, sugarcane plants present low response to
the application of nitrogen-based fertilizers, contributing to environmental pollution and
consequent negative impacts on the energy and economic balance for this crop. Ammonium is
the preferred source of N absorbed by sugarcane, but knowledge about the regulation of the
transport process and the distribution of ammonium in this species remains limited.
Ammonium transport in plants is mediated by the AMMONIUM TRANSPORTER (AMT) gene
family, but the impact of the functionality of these carriers on the N use efficiency (NUE) in
sugarcane requires elucidation. In previous studies, BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
libraries of AMT2 subfamily with expression in different organs in this species were identified
in order to understand the function of these genes in the plant. The present study aimed at the
functional characterization of the SCAMT3;3 gene from the AMT2 subfamily of sugarcane in
heterologous systems using mutants of yeast (Saccharomyces cerevisiae) and Arabidopsis
thaliana, defective in ammonium transport. Yeast complementation with SCAMT3;3 was able
to restore the growth of the mutant, besides indicating its functionality for NHs/H" transport.
Experimental localization of SCAMT3;3 promoter activity in Arabidopsis using GUS and GFP
reporter genes indicated preferential expression in leaf tissue, mainly in phloem cells, being
poorly regulated by the status and source of N. These data corroborate the results obtained
from the analysis of relative expression of the gene in sugarcane. Transgenic plants
expressing SCAMT3;3 under regulation of the constitutive 35SCaMV promoter generated in
the genetic background of the gko mutant (AtAMT1;1; AtAMT1;2; AtAMT1;3 and AtAMT2;1)
of Arabidopsis demonstrated that the ectopic expression of SCAMT3;3 helps the influx of
1>N-ammonium roots and increases the accumulation of biomass in shoots in the presence of
ammonium. Transgenic plants expressing the endogenous promoter and coding region for
SCAMTS3;3 also presented accumulation of fresh mass in shoots in the presence of ammonia.
1>N-ammonium accumulation experiments on leaves indicated that the function of SCAMT3;3
iIs not associated to the remobilization process in N deficiency, but to the possible
translocation process in N availability.

Keywords: Ammonium transporter. Heterologous expression. Sugarcane. Saccharomyces
cerevisiae. Arabidopsis thaliana.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial é estimada em 7,6 bilhdes de pessoas e a previsao € de que em
2050 este numero aumente para 9,9 bilhdes (HAUB, 2016), tendo como consequéncia uma
crescente demanda pela producdo de bioenergia e alimentos (FARGIONE et al., 2008;
SCHARLEMANN; LAURANCE, 2008). Tanto o desmatamento para abertura de novas areas
como o uso intensivo de terras cultivadas preexistentes contribuiram para 0 aumento da
producdo agricola necessaria para alcancar tal demanda (TILMAN et al., 2011). No entanto, a
intensificacdo da agricultura implica em um aumento expressivo no uso de fertilizantes,
sobretudo dos nitrogenados, para manutencdo dos altos niveis de produtividade das espécies
agricolas. Devido a baixa eficiéncia de uso de fertilizantes (FUE), cerca de 45% de todo
nitrogénio (N) aplicado no solo ¢é perdido ao ambiente por meio de volatilizacao e lixiviacao
(L1 et al., 1998; XIANG et al., 2008). Essa perda e o consequente acimulo de N reativo no
solo leva a degradacdo ambiental devido a acidificacdo da atmosfera, eutrofizacdo de solos,
poluicdo de lengois freaticos, agua doce e aguas costeiras, reducdo na biodiversidade do
ecossistema, aquecimento global, mudancas climéaticas e deplecdo da camada de 0zbnio
(SHIBATA, 2017).

Considerando a seguranca energética e de mudangas climaticas, os biocombustiveis
renovaveis ganharam atencdo como potenciais recursos para atender a demanda mundial por
matrizes energéticas (BESSOU, 2011). Nesse sentido, o bioetanol obtido a partir da cana-de-
acucar (Saccharum spp.) € o combustivel com a maior capacidade de atender a crescente
demanda por energia renovavel de baixo custo e reduzido poder poluente (SANTOS et al.,
2012). O Brasil é o lider mundial na producdo de cana-de-agucar que tem como produtos o
acucar e etanol (MACEDO et al., 2007), demonstrando a importancia dessa cultura no
mercado agricola e econdmico nacional (DAL-BIANCO et al., 2012). O alto requerimento de
N e fundamental para manutencao dos niveis de produtividade na cultura da cana-de-agucar,
uma vez que a baixa disponibilidade de N no solo leva ao acimulo de fotoassimilados nas
folhas como consequéncia dos menores niveis de N nesse 6rgao. Por sua vez, o acuimulo de
fotoassimilados exerce um feedback negativo na fotossintese, causando a reducdo no
crescimento/produtividade em cana-de- agucar (HARTT, 1970; MUCHOW et al., 1996; VAN
HEERDEN et al., 2010). Ja& o excesso de fertilizacdo de N, pode causar o desvio de esqueletos
de carbono (C) para a via de assimilacdo de N (STITT et al., 2002), levando a0 menor
acumulo de sacarose nos colmos e como consequéncia, reduzida produtividade (RESENDE et
al., 2006; VAN HEERDEN et al., 2010).
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Estudos realizados com fertilizantes nitrogenados marcados (**NHsNOsz e NH4°NO3)
demonstraram que, quando comparada a outras gramineas cultivadas como sorgo e milho, a
cana-de-agucar e espécies ancestrais de Saccharum apresentam uma menor capacidade para
absorver nitrato (NOs") quando comparado a amonio (ROBINSON et al., 2011). Entre essas
espécies, a contribuicdo do nitrato em relacdo ao N total das plantas foi bem menor em cana-
de-acgucar, sendo somente de 2 a 5%, enquanto em milho o nitrato representou 22% do N total
da planta (ROBINSON et al., 2011). Resultados similares foram obtidos em estudos de campo
com plantas de cana-de-agucar que receberam dose comercial de fertilizante nitrogenado.
Nesse caso, a absorcdo de ®N-nitrato pelas raizes representou somente 15% da absorcéo de
15N-amonio (ROBINSON et al., 2011). Portanto, quando existe alta disponibilidade de N,
amonio é a fonte preferencial de N para cana-de-acucar (ROBINSON et al., 2011;
SEREZINO, 2015). Apesar dessa preferéncia, a comparacao direta com arroz (Oryza sativa),
uma espécie que preferencialmente utiliza aménio como fonte N (SONODA et al., 2003a;
2003b), demonstraram que a recuperacdo de fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo é
baixa em cana-de-acUcar, variando entre 20-30% (CHAPMAN, 1994), enquanto que em arroz
essa recuperacao pode chegar a 50-60% (GHALEY et al., 2010). Entretanto, a baixa resposta
a adubacdo nitrogenada pela cana-de-agucar requer a analise fisiolégica e molecular do
transporte de N nessa graminea.

O transporte de amdnio (NHs") através da membrana plasméatica ¢ mediado pela
familia de proteinas AMMONIUM TRANSPORTER/METHYLAMMONIUM
PERMEASE/RHESUS (AMT/MEP/Rh), presentes em quase qualquer organismo (VON
WIREN; MERRICK, 2004). Em plantas, o transporte de NH4* nas células ¢ devido a atuacio
dos membros da familia de transportadores AMT (LOQUE; VON WIREN, 2004). 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).

Estudos fisiolégicos, genéticos e de influxo de amdnio sugerem que uma organizagdo
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 LeAMT1;3 de tomate e LJjAMT1;1 e LJAMT1;2 de
Lotus japonicus (VON WIREN et al., 2000; D’APUZZO et al., 2004), enquanto AMT2;1 de
A. thaliana (SOHLENKAMP et al., 2002), Oryza sativa (SUENAGA et al., 2003),
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Lotus japonicus (SIMON-ROSIN et al., 2003) e Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013),
apresentaram expressdo em todos os 6rgdos da planta e outros membros da subfamilia AMT2
(OsAMT3;1, OsAMT3;2 e OsAMT3;3; GAUR et al., 2012) apresentaram maior acumulo de
transcritos ou foram encontrados exclusivamente na parte aérea (PbAMT3; LI et al., 2015).
Além da localizacdo diferenciada, o padrdo de regulacdo dos genes AMT2 em relacdo a
deficiéncia de N ou suprimento com diferentes fontes nitrogenadas é altamente variavel entre
as espécies (COUTURIER et al., 2007; BAO-ZHEN et al., 2009; GAUR et al., 2012; L1 et al.,
2015). Diferentemente de monocotileddneas, no genoma da planta modelo A. thaliana existe
apenas um membro da subfamilia AMT2 (AtAMT2;1) (SOHLENKAMP et al., 2000; YUAN
et al., 2007a). O mutante quadruplo defectivo para quatro genes AMTs (AtAMTL;1,
AtAMT1;2, AtAMT1;3 e AtAMT2;1) de A. thaliana, denominado de gko, apresenta somente
10% da capacidade de absorcdo de amonio quando comparado ao gendtipo selvagem ‘Col-0’
(ecétipo ‘Columbia 0”); porém essa reduzida capacidade de aquisi¢do de amonio pela raiz ndo
foi atribuida a atividade do membro da subfamilia AMT2 (AtAMT2;1), mas a contribuicdo
realizada pelas proteinas AtAMT1;1, AtAMT1;2 e AtAMT1;3 (YUAN et al., 2007a). Mais
recentemente, a funcdo de AtAMT2;1, um membro da subfamilia AMT2, foi caracterizada
como importante contribuinte na absorcdo radicular de amonio via sistema de alta afinidade,
além de participar na translocacdo do amonio entre raiz e parte aérea (GIEHL et al., 2017).
Pouco se sabe a respeito da presenca de outros membros AMT2 e suas fungdes no transporte
de amonio em plantas. Com isso, a caracterizacdo funcional de genes AMTs em diferentes
espécies & importante para compreensdo da funcdo dessas proteinas de membrana na
adaptacdo orgao-especifico na variacéo da disponibilidade de N (GUTIERREZ, 2012).
Considerando a importancia da nutricdo por aménio e para melhor compreenséo da
funcdo de genes da familia AMTs em cana-de-agucar, em estudos prévios em colaboragédo
com o Prof. Joni Esrom Lima (Laboratério de Fisiologia Vegetal, Instituto de Ciéncias
Biologicas, UFMG) e da colaboragdo com Prof.2 Marie-Anne Van Sluys (Instituto de
Biociéncias, USP) e Prof.2 Nathalia de Setta (Universidade Federal do ABC), foi realizada a
busca de sequéncias génicas de AMTs utilizando a biblioteca genémica de BACs de cana-de-
acucar (cultivar R570) disponivel no laboratério GaTE (Genomes and Transposable
Elements). O processo de selecdo de clones de uma biblioteca BACs (Bacterial Artificial
Chromosome) foi realizado através de pools 3D por meio de amplificacdo quantitativa
empregando primers com base em sequéncias do banco de dados SUCEST. Com essa
abordagem, foram identificados 18 clones BACs distintos contendo genes AMTs em cana-de-
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acucar, sendo 5 clones BACs distintos com sequéncias para AMT1 (VITTI, 2015) e 13 clones
BACs contendo sequéncias AMT2 (KOLTUN, 2016) de cana-de-agucar.

Visto que sdo inimeros os danos econdémicos e ambientais ocasionados pela aplicacéo
excessiva de fertilizantes nitrogenados no sistema agricola, torna-se cada vez mais importante
a busca pela reducéo do uso de adubos a base de N, bem como o uso de variedades vegetais
com maior eficiéncia no uso de N (NUE). Embora o amonio seja a fonte preferencial de
absorcéo pela cana-de-agucar (SEREZINO, 2015), sdo escassos 0s estudos que demonstram a
funcionalidade dos diversos transportadores de amonio pertencentes a familia de genes
AMMONIUM TRANSPORTER (AMT). Sendo assim, este trabalho objetivou a caracterizacéo
funcional do gene SCAMT3;3 da subfamilia. AMMONIUM TRANSPORTERS2 (AMT2) de
cana-de-acucar em sistemas heterdlogos utilizando mutantes de levedura (Saccharomyces
cerevisiae) e A. thaliana, defectivos no transporte de aménio, para elucidacdo da funcéo
fisiologica deste transportador no processo de absorcdo e/ou redistribuicdo de amonio na
planta. O gene SCAMT3;3 foi escolhido com base em anélises preliminares de expressdo em
cana-de-acgucar, no qual esse gene foi induzido em folhas, o que pode indicar uma possivel

funcdo na homeostase de N neste 6rgao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O nitrogénio nos sistemas atmosfera-solo-planta

Nitrogénio (N) é um macronutriente essencial ao crescimento e desenvolvimento das
plantas (ZHANG; FORDE, 1998; WALCH-LIU et al., 2000; STITT et al., 2002; ALBORESI
et al., 2005). Este elemento é encontrado em praticamente todas as moléculas chave, tais
como nucleotideos para formacdo de DNA e RNA, aminoacidos para formacdo de peptideos e
proteinas, até mesmo clorofila e outros compostos secundarios importantes ao
desenvolvimento vegetal (HAYNES, 2012). Embora o N contribua com 1-2% da biomassa
seca produzida por uma planta cultivada (SANTI et al., 2013), o elemento é tdo importante
guanto carbono, hidrogénio e oxigénio, pois juntos constituem mais de 90% da massa seca
vegetal (EPSTEIN, 1975; CARNAUBA, 1990; MALAVOLTA et al., 1997). Por este motivo,
a disponibilidade deste elemento nos solos é fator limitante a produtividade agricola
(HAYNES, 2012).

A atmosfera é composta por quase 80% de N (PFAU et al., 2018). Apesar disso, sua
forma gasosa (N2) é inacessivel as plantas. Para que o elemento seja disponibilizado para as
plantas, ele precisa ser reduzido e incorporado nas formas inorganica ou organica no solo.
Estas transformacdes podem ocorrer por processos naturais, como fixacdo biologica e fisica,
OU por processos antropogénicos, como a producdo de fertilizantes nitrogenados sintéticos.

Os processos naturais de transformacao e incorporacdo de N2 no solo envolvem desde
a fixagdo biologica de N (FBN), até a acdo de fendmenos fisicos naturais, tais como
relampagos e a acdo vulcanica (FOWLER et al., 2013). A FBN ¢ a reducdo do N gasoso em
amonia mediada pela acdo de microrganismos de vida livre ou simbidticos denominados de
diazotréficos (BUJIN, 2015). Este processo é catalisado pela enzima nitrogenase e 0 aménio
gerado é assimilado pelas plantas em glutamato por meio da via Glutamina
Sintetase/Glutamato Sintase (POSTGATE, 1998). A amonia produzida pelos microrganismos
simbioticos fixadores diazotréficos é excretada e assimilada pelas enzimas da planta.

A primeira forma de fertilizacdo nitrogenada limitava-se ao uso de varios materiais
organicos, incluindo excrementos de animais (“guano”) e restos de matéria organica
(VOORHEES, 1898). Assim, inicialmente, a disponibilidade de N nas culturas agricolas era
determinada principalmente pelo status das reservas naturais de N do solo, fixacdo biolégica
mediada por microrganismos simbiontes em nodulos de raizes de leguminosas e o pelo

proprio ciclo de N dentro do perimetro das propriedades agricolas.
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Uma vez que as fontes naturais de N se tornaram escassas devido a demandas cada vez
maiores na producdo de alimentos, o desenvolvimento do processo industrial Haber-Bosch
permitiu a producdo massiva de fertilizantes nitrogenados a custos relativamente menores e
gue poderiam aumentar a producédo agricola (ERISMAN et al., 2008; FOLLETT et al., 2010).
Durante o processo industrial Haber-Bosch sdo empregadas altas temperaturas (300 a 500°C)
e pressao (cerca de 200 atm) convertendo N2 e hidrogénio gasoso (Hz) em amodnia (NHz3),
numa reacdo mediada por um catalisador metalico (tal como o niquel, Ni) (FOWLER, 2015).
Atualmente, 90% do produto deste processo € utilizado na fabricacdo de fertilizantes
nitrogenados, o que tem permitido amplamente a difusdo da fertilizacdo em areas cultivadas
por muitas décadas (ETRL, 2012).

Os avancos nas praticas agricolas associados a sintese industrial de fertilizantes
nitrogenados possibilitaram o crescimento da produtividade na agricultura moderna, e
consequentemente o aumento na producgédo de alimentos (GALLOWAY; COWLING, 2002;
TILMAN et al., 2002). Paralelamente ao aumento no consumo de fertilizantes nitrogenados e
maior producdo de alimentos, a populagdo mundial cresceu substancialmente desde o ultimo
século (SMIL, 1997). O nimero de pessoas sustentadas por hectare de terra cultivada subiu de
1,9 para 4,3 entre 1908 e 2008 (ERISMAN et al., 2008). Em raz&o da maior densidade
populacional, a demanda por alimento e energia aumentou drasticamente. Estudos estimam
que a produtividade das grandes culturas deva aumentar de 70 a 100% para suprir a demanda
por alimento em 2050 (WORLD BANK, 2007; BAULCOMBE et al., 2009). Com isso, a
expansdo de areas cultivadas para &reas marginais e a necessidade da manutencdo de alta
produtividade tem levado ao aumento expressivo da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados
sintéticos. Apenas para a producdo de alimentos, anualmente sdo requeridos cerca de
120 milhdes de toneladas de N atmosférico, o que representa mais que todos 0s processos
terrestres combinados de fixagdo de N2 (ROCKSTROM et al., 2009).

As entradas de N provenientes das atividades antropogénicas na agricultura tem
impactado significativamente o ciclo do N nos ecossistemas aquaticos e terrestres
(GALLOWAY et al., 2004; BURT et al., 2008). Em média, somente cerca de 42 a 47% do
N aplicado as culturas agricolas é de fato colhido como produto do cultivo (ZHANG et al.,
2015; MUELLER et al.,, 2017). Isto significa que praticamente metade da entrada de
fertilizante nitrogenado ndo é utilizada pelas plantas cultivadas (SMIL, 1999; CASSMAN et
al., 2002; TILMAN et al.,, 2002; CIAMPITTI; VYN, 2014). Isto é, cerca de 50% do
fertilizante nitrogenado aplicado é perdido ao ambiente na forma de N reativo via nitrificag&o,

desnitrificacdo, lixiviacdo e volatilizagdo. Este fato tem causado inumeros problemas
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ambientais e ecoldgicos, tais como emissao de gases de efeito estufa, eutrofizacdo de corpos

d’agua, acidificacao dos solos e a consequente reducdo na biodiversidade (MCISAAC et al.,

2001; GALLOWAY et al., 2003; BOWMAN et al., 2008).

2.2 A cultura da cana-de-acgucar no Brasil

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma graminea semiperene de clima
tropical e subtropical que se destaca pelo seu potencial na producédo de biomassa para geracao
de agUcar e etanol, sendo esta ultima uma alternativa sustentavel comparada ao combustivel
fossil (LYND, 2008; LYND et al., 2008). Ela foi trazida de Portugal ao Brasil por volta
de 1515 e, devido sua compatibilidade com as condi¢des edafoclimaticas, seu cultivo se
difundiu principalmente nas regides dos estados do Nordeste e Sudeste (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011). Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-
acucar, com 8,63 milhdes de hectares cultivados e producdo de 615,84 milhdes de toneladas
na safra de 2018/2019 (CONAB, 2018). Além disso, o Brasil também é o maior produtor de
acucar e segundo maior produtor de etanol, com producao de 31,73 milhGes de toneladas de
acucar dos quais 62,6% sao destinados a producao de etanol (CONAB, 2018). Em 2018/2019,
a exportacao de acucar (17,6 milhdes de toneladas) e etanol (1,5 bilhdes de litros) gerou US$
11,4 bilhdes em receita (UNICA, 2019), indicando a relevancia da cultura na economia
nacional brasileira.

A fim de manter niveis altos de producdo para atender a demanda por energia, a
cultura da cana-de-acucar tem se expandido cada vez mais para areas marginais,
impulsionando o uso cada vez maior de fertilizantes nitrogenados, causando desbalancgo entre
a producdo e a sustentabilidade da cultura. Entre as safras de 2012/2013 e 2018/2019, a area
plantada cresceu 19,5%, sendo que o mesmo nivel de crescimento é esperado para as
proximas décadas (CONAB, 2018). Além disso, a quantidade de fertilizantes utilizada em
cana-de-acucar em 2015 foi de 3,93 Mton, destacando-a como sendo a terceira cultura de
maior consumo de fertilizantes no Brasil, seguida por milho e soja (ANDA, 2019). Estes fatos
reforcam a importancia de se buscar formas alternativas que visam melhor aproveitamento do
N pela cultura visto que o Brasil importa cerca de 70% de sua demanda (FRANCO; NETO,
2007).

A cana-de-aclcar € capaz de retirar grandes quantidades de N do solo
(IAA/PLANALSUCAR, 1983), contudo a cultura ndo responde ou responde muito pouco a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (ZAMBELLO JUNIOR; ORLANDO FILHO, 1981).
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Ensaios utilizando adubo nitrogenado marcado com N mostraram que a absor¢do do
fertilizante pela planta varia em funcéo das condi¢cdes ambientais e de manejo e que, por este
motivo, as recomendacOes de adubacdo nitrogenada com base em produtividade podem
resultar em aplicacdes excessivas de N, ocasionando perdas de N reativo ao ambiente
(TRIVELIN et al., 2002; GAVA et al., 2003; VITTI, 2003; FORTES et al., 2011; VITTI et
al., 2011). Em estudos agrondmicos com plantacfes de cana-de-agUcar demonstram que
26% de todo o N aplicado nos campos € absorvido pela cultura, 32% € imobilizado no solo e
0s 42% restantes sdo perdidos por volatilizacdo de amoénia (19%), lixiviacdo (5,6%),
emissdo de N20 (1,8%) e outras vias (16%) (OTTO et al., 2016). Logo, o entendimento o
entendimento dos processos de absorcao, transporte e redistribuicdo de N em cana-de-agUcar é

necessario para o desenvolvimento de cultivares com maior eficiéncia no uso de N.

2.3 Eficiéncia no uso de nitrogénio

A eficiéncia no uso de N (Nitrogen Use Efficiency - NUE) é definida originalmente
como sendo a relacdo entre a producdo de grdos pela unidade de N disponivel no solo (MOLL
et al., 1982; 1987). Para plantas de producdo de biomassa, assim como a cana-de-agUcar,
NUE é calculada em termos de peso fresco ou seco produzido pelo contetdo de N aplicado na
cultura. NUE pode ser subdividida em dois processos fundamentais: a eficiéncia na absor¢édo
(Nitrogen Uptake Efficiency - NUpE), isto €, a habilidade da planta em remover N do solo; e a
eficiéncia na utilizagdo (Nitrogen Utilization Efficiency - NUtE), ou a habilidade da planta em
utilizar e direcionar N para 6rgdos em formacdo, a qual estid atrelada aos processos de
assimilacdo, translocacdo e remobilizacdo de N.

N pode ser absorvido pelas plantas na forma de compostos inorganicos, tais como
amonio (NHs") e nitrato (NOs3’), e até mesmo em formas organicas, como proteinas e
aminoacidos (PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2008). Em solos agricolas, NOs™ é a fonte
nitrogenada mais comum, sendo que a sua concentracdo pode variar de 0,5 a 10 mM
(MARSCHNER, 1993). Além disso, o composto é muito soltvel e facilmente convertido pela
acdo microbiana e quimica, ocorrendo em condic¢Bes anaerdbicas (HAYNES; GOH, 1978).
Em contrapartida, amdnio € menos soluvel e é fortemente retido na matriz do solo. Portanto,
em condicOes agricolas, NH4" possui concentragdes muito menores em relagdo a NOsz',
atingindo concentragcBes milimolares apenas em casos especificos ou de pos-fertilizacdo
(MARSCHNER, 1993). A absorcdo de N inorgéanico através da membrana plasmética das

células da epiderme e do cortex da raiz ocorre via transportadores de N especificos
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(LARSSON; INGEMARSSON, 1989). Dependendo do status de N do solo, o elemento pode
ser absorvido via sistema de transporte de alta afinidade (High Affinity Transporter System -
HATS), quando a concentracdo de N externo for menor que 1 mM, ou via sistema de
transporte de alta afinidade (Low Affinity Transporter System - LATS), quando a concentracao
de N externo é maior que 1 mM (VON WIREN et al., 1997; GLASS et al., 2002).

Quando as duas formas inorganicas de N estdo presentes no solo e sua disponibilidade
é limitada, as plantas tendem a absorver preferencialmente NHs" (XU et al., 1992).
Em cana-de-acucar, estudos demonstraram a preferéncia por NH4* e uma menor capacidade
de uso de NOs quando plantas s&o submetidas a condic¢Oes tanto de deficiéncia quanto
suficiéncia de N (ROBINSON et al., 2011; SEREZINO, 2015). Por este motivo, a
discriminacdo contra nitrato como fonte nitrogenada pode contribuir significativamente para o
acumulo cada vez maior de nitrato em solos agricolas e a subsequente perda de N reativo
ocasionando impactos negativos ao meio ambiente e altos custos socioeconémicos.

A assimilacdo de N é a etapa seguinte a absorcdo e ela ocorre principalmente via
enzima Glutamina Sintetase (GS). Em geral, praticamente todo nitrato que € absorvido é
transportado para a parte aérea, onde sofre a reducdo mediada pelas enzimas Nitrito Redutase
(NiR) e GS nos plastidios, formando amonio (LAM et al., 1996). Nas células vegetais, tanto o
amonio derivado da reducédo do nitrato como o aménio absorvido pelas raizes sdo convertidos
em amonio, o qual é transportado até o cloroplasto, onde é convertido nos aminoacidos
glutamina e glutamato via ciclo Glutamina Sintetase/Glutamato Oxoglutarato
Aminotransferase (GS/GOGAT) (LEA; MIFLIN, 1974; LEA; FORDE, 1994; LAM et al.,
1996). Dessa forma, N inorgénico e assimilado nas plantas na forma de aminoacidos que séo
importantes carreadores de N (TA et al., 1984).

Durante a senescéncia, as proteinas foliares, tais como as proteinas fotossintéticas dos
plastidios, sdo degradadas e podem servir como excelente fonte de N suplementar para a
formacéo de novas folhas ou enchimento de grdos (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).
Este processo é conhecido como remobilizacdo, uma estratégia na qual as plantas otimizam a
alocacdo do nitrogénio j& assimilado para outras partes da planta. Este mecanismo esté ligado
principalmente com o fato de que N é um elemento mével e que drgdos em senescéncia
podem direcionar seus recursos para 6rgaos novos em formacao, como folhas, flores, frutos e
sementes. Além disso, a absorcdo e assimilacdo de N durante no periodo de enchimento de
grdos € geralmente insuficiente para suprir a demanda por N. As fontes de amdnio livre
prontos para serem remobilizados e reincorporados podem vir da enzima Rubisco assim que

folhas ficam fotossinteticamente menos eficientes, ou podem vir também como produto da
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fotorrespiragdo. Em plantas Cs, 50% do conteldo de proteinas sollveis totais sdo devido a
Rubisco, enquanto que em plantas Cs este valor é de 20% (MAE et al., 1983; SAGE et al.,
1987).

Visto que os processos de absorcdo, assimilacdo, e remobilizacdo fundamentam o
NUE, e que NUE é um dos meios mais efetivos no aumento da producéo agricola com melhor
aproveitamento do uso de N sem causar efeitos adversos ao meio ambiente (CASSMAN et
al., 2003; DAVIDSON et al., 2015), é de extrema importancia o estudo e o conhecimento das
bases moleculares e fisioldgicas envolvidas nestes processos em cana-de-agUcar para posterior

aplicacdo em programas de melhoramento genético.

2.4  Transportadores de amonio

O transporte de amoénio é mediado pelas proteinas transmembrana pertencentes a
superfamilia AMMONIUM TRANSPORTER/METHYLAMMONIUM PERMEASE/RHESUS
(AMT/MEP/Rh) (LUDEWIG et al., 2007). Estas proteinas compartilham alto grau de
conservacdo e estdo presentes em praticamente todos os dominios de vida, incluindo
bactérias, fungos, plantas e animais (VON WIREN; MERRICK, 2004). O primeiro
transportador de amonio a ser identificado foi MEP1 em Saccharomyces cerevisiae (MARINI
et al., 1994). Em seguida, a partir da complementacdo de mutantes de levedura defectivos
para o transporte de aménio, novos transportadores foram sendo identificados como MEP2 e
MEP3 de levedura, e diversos AMTs de plantas (MARINI et al., 1997). Posteriormente,
proteinas homologas a MEP e AMT foram identificadas em animais e agrupadas na familia de
proteinas Rh em humanos (LUDEWIG et al., 2001).

As proteinas transportadoras de amoénio de plantas, denominadas de AMTSs, foram
amplamente estudadas em diversas espécies, sendo variavel o nimero de subfamilias e

quantidade de membros em cada subfamilia (Tabela 1).
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Tabela 1. Membros AMTs identificados em espécies vegetais

Nome Espécie Numero de Membros Referéncia

Arabidopsis Arabidopsis thaliana 5AMTle 1 AMT2 GAZZARRINI et al., 1999

LAUTER et al., 1996

Tomateiro Solanum lycopersicum 3 AMTle 1l AMT2 i
VVON WIREN et al., 2000

Alamo Populus trichocarpa 6 AMT1e 8 AMT2 COUTURIER et al., 2007

VON WIREN et al., 1997

. 10 distribuidos entre SAIKI et al., 2002
Arroz Oryza sativa
AMT1 a AMT2 SONODA et al., 2003
SUENAGA et al., 2003
. GU etal., 2013
Milho Zea mays 3AMT1le5AMT2
VON WITTGENSTEIN et al., 2014
) 8 distribuidos entre
Sorgo Sorghum bicolor KOEGEL et al., 2013
AMT1 a AMT2
Trigo Triticum aestivum 23 AMTs Ll etal., 2017
VITTI, 2015
Cana-de-agucar Saccharum spp. 2 AMT1le 2 AMT2

KOLTUN, 2016

Estudos de caracterizagdo fisiologica e analise de expressdo de transcritos de AMTSs
em plantas indicam conjuntos de transportadores que atuam no controle fino para adaptagéo
da absorcio de N em resposta & demanda interna e suprimento externo de N (LOQUE; VON
WIREN, 2004; LANQUAR; FROMMER, 2010; YUAN et al., 2013; GIEHL et al., 2017).
Adicionalmente a estes estudos, AMTs podem apresentar localizagdes distintas e regulagéo
dependendo da condicdo externa de N disponivel, producdo de esqueletos de carbono pela
fotossintese e ciclo circadiano, facilitando a absor¢do de amonio nas raizes, a translocacéo
entre raiz e parte aérea e a remobilizacdo entre folhas maduras e novas em formagdo (LOQUE
et al, 2006; GAZZARRINI et al., 1999).

A planta modelo A. thaliana, primeira espécie vegetal a ter seus AMTSs caracterizados,
possui seis genes AMTs dos quais cinco sdo expressos em raizes (AtAMT1;1, AtAMT1;2,
AtAMT1;3, AtAMT1;5 e AtAMTZ2;1), trés em parte aérea (AtAMT1;1, AtAMT1;4 e AtAMT2;1)
e um em poélen (AtAMT1;4) (GAZZARRINI et al., 1999; LOQUE et al., 2006; NEUHAUSER
et al., 2007; LUDEWIG et al., 2007; YUAN et al., 2008; LIMA et al., 2010). Estes genes
foram separados em duas subfamilias, sendo AMT1 mais proximos de AMT de bactéria e
AMT2 mais proximos de MEP de levedura. Estudos de absorcdo indicam que AtAMTL1;1,
AtAMT1;2 e AtAMT1;3 sdo responsaveis por até 95% da absorcio total de N (LOQUE et al.,
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2006; YUAN et al., 2007a). Em cana-de-agUcar, apesar de quatro membros AMTs terem sido
caracterizados anteriormente (VITTI, 2015; KOLTUN, 2016), sendo dois membros de cada
subfamilia (AMT1 e AMT2), s@o escassas as informacdes a respeito da funcao fisioldgica das
proteinas transportadoras de aménio no controle da homeostase de N na planta, dado a
importancia da cultura. Dessa forma, este trabalho foca no estudo funcional do transportador
de ambnio SCAMT3;3 de cana-de-agUcar utilizando como sistemas heter6logos mutantes de

levedura e Arabidopsis defectivos para o transporte de amonio.
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OBJETIVOS

Realizar a caracterizagdo funcional do gene SCAMT3;3 da subfamilia AMMONIUM

TRANSPORTER2 (AMT2) de cana-de-agucar em sistemas heterélogos utilizando mutantes de

levedura (Saccharomyces cerevisiae) e Arabidopsis thaliana, defectivos no transporte de

amonio, para auxiliar na elucidacdo do papel deste transportador no processo de absorcéo e

redistribuicdo de aménio na planta.

3.1

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Obijetivos especificos

Caracterizacdo in silico da sequéncia completa de SCAMT3;3 em clones de biblioteca
de BAC do genoma da cana-de-agucar;

Expressdo génica de SCAMT3;3 em cana-de-acgucar;

Clonagem da sequéncia completa do gene SCAMT3;3 da subfamilia AMT2 a partir da
biblioteca de clone BAC do genoma de cana-de-agucar;

Caracterizacdo funcional do gene ScAMT3;3 de cana-de-aclcar por meio de
complementacédo de levedura mutante defectiva para o transporte de amonio;
Transformacao genética de Arabidopsis thaliana, ecotipos ‘Col-0’ e gko, e selecdo de
eventos de transformacdo genética com base em analise de expressdo de SCAMT3;3
em Arabidopsis;

Caracterizacdo fenotipica das plantas transgénicas de Arabidopsis mutantes
complementadas com ScAMT3;3 utilizando ensaios in vitro para avaliacdo de
biomassa e ensaios in vivo para avaliagdo de absorcdo ®N em raizes, remobilizacdo e

translocacdo de *N em folhas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  ldentificacdo dos AMTs no genoma de cana-de-agucar

A identificacdo dos AMTs foi realizada em pool 3D utilizando a biblioteca gendmica
de BACs de cana-de-acucar da cultivar R570, disponivel no laboratério da Prof2. Marie-Anne
Van Sluys do Instituto de Botanica da Universidade de Séo Paulo (IB/USP), em colaboracéo
com a Prof?. Nathalia de Setta da Universidade Federal do ABC (UFABC). A identificagédo
desses genes foi realizada por reacdes de PCR em tempo real utilizando primers especificos,
os quais foram previamente identificados pelo Prof. Joni Lima (UFMG) em colaboracdo com
o Prof. Renato Vicentini da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com base em
sequéncia de genes ortologos de A. thaliana e O. sativa no SUCEST. O processo de selecdo
de clones BAC foi realizado por meio de 3 reacbes de PCR em tempo real:
(i) amplificacdo dos Superpools para a identificacdo dos blocos positivos; (ii) amplificacdo
dos blocos para a selecdo das coordenadas dos pocos que contém os clones positivos, e; (iii)
amplificagdo dos clones positivos isolados para validagdo. As amplificagbes foram realizadas
com primers validados previamente utilizando o DNA gendmico de cana-de-agucar e um
controle positivo do marcador, geralmente a sequéncia-alvo do primer clonada em um
plasmideo. A partir da identificacdo dos AMTs em clones de BAC especificos no pool 3D,
esses foram sequenciados utilizando a plataforma 454/Roche para obtencdo das sequéncias do
clone contendo cada transportador de aménio de cana-de-agUcar. Essa etapa j& foi cumprida e
dois clones BAC com DNA genoémico contendo sequéncias do gene SCAMT3;3 de cana-de-
acucar foram selecionadas para estudo funcional neste trabalho.

Foram empregadas analises filogenéticas entre o gene SCAMT3;3 contido em BACs
aqui selecionadas e bancos de dados gendmicos recentemente disponibilizados tanto para o
parental selvagem (Saccharum spontaneum) quanto para a cultivar hibrida (Saccharum spp.).
Para isto, sequéncias AMTs de Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013), foram utilizadas
como guia para encontrar AMTs de cana-de-agUcar, uma vez que 0S genomas de sorgo e
cana-de-agucar apresentam alta colinearidade e conservacdo (GUIMARAES et al., 2011).
Sequéncias AMTs de S. spontaneum cv. ‘AP85-441° ¢ (ZHANG et al., 2018; numero de
acesso NCBI GCA 003544955.1) e Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280> (RIANO-PACHON et
al., 2017; numero de acesso NCBI GCA 002018215.1) foram pesquisadas por BLAST
usando proteinas AMT de sorgo (SbAMT; KOEGEL et al., 2013). As sequéncias obtidas

foram filtradas conforme E-value menor que 10, além de exclusio de sequéncias
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redundantes e duplicadas usando Jalview 2 (WATERHOUSE et al.,, 2009), MEGA X
(KUMAR et al., 2018) e BioEdit 7 (HALL, 2011). Em seguida, as sequéncias foram
escaneadas por meio do banco de dados Conserved Domain Database (CDD) do NCBI
(MARCHLER-BAUER, 2011) para encontrar motivo de assinatura caracteristico de proteinas
AMT. As sequéncias AMTs foram entdo alinhadas usando MAFFT 7 (KATOH et al., 2017).
Os alinhamentos foram importados no programa MEGA X para construcdo de arvores
filogenéticas usando o método Neighbor-Joininig (NJ) com parametros padrbes do programa,
exceto pelo bootstrap igual a 1000. O alinhamento mdltiplo entre sequéncias AMT3;3 de
BACs, S. spontaneum e Saccharum spp. foi realizado por meio do mddulo ClustalW dentro
do programa BioEdit. A identidade das sequéncias de aminodcidos foi estimada usando
LALIGN (https://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN form.html). Com a finalidade de

esquematizar a estrutura génica das sequéncias SCAMT3;3 dos clones de BAC, foi utilizado o

programa Exon-Intron Graphic Maker (http://wormweb.org/exonintron).

4.2 Anélises in silico de SCAMT3;3 em BACs de cana-de-agUcar

Foram realizadas varias de analises in silico com as diversas sequéncias promotoras e
génicas de SCAMT3;3 identificadas nos clones BAC de cana-de-agucar, com o propoésito de
selecionar o alvo para a caracterizacdo funcional. O primeiro passo para a comparagdo dos
clones foi 0 mapeamento dos genes pelo programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000),
com a perspectiva de verificar se as sequéncias génicas encontradas eram alelos e identificar a
presenca de elementos transponiveis (TES) na regido regulatoria. Para auxiliar nessa escolha,
0s promotores também foram analisados e comparados por meio do programa PlantPAN 2.0
(CHOW et al., 2015). A identificacdo de possiveis variagdes de nucleotideos e aminoacidos
entre as sequéncias encontradas foi feita por meio de alinhamentos mdaltiplos progressivos
com o algoritmo ClustalW no programa BioEdit 7 ou MEGA X, incluindo para comparagao
sequéncias provenientes da analise 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.

Ainda para verificar a identidade dessas sequéncias como AMT, a presenca de
elementos caracteristicos da superfamilia de transportadores MEP/AMT/Rh foi confirmada.
As sequéncias génicas codificando o transportador SCAMT3;3 de cana-de-agucar foram
traduzidas pelo programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) e

analisadas no banco de dados do UniProt (http://www.uniprot.org/) e do Prosite
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(http://us.expasy.org/prosite). Os dominios transmembranas para essas proteinas foram

preditos pelo programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) e 0 motivo
assinatura  conservado  D-[FYWS]-[AS]-G-[GSC]-x(2)-[1V]-X(3)-[SAG](2)-x(2)-[SAG]-
[LIVMF]-x(3)-[LIVMFYWA](2)-x-[GK]-x-R  foi verificado pelo programa WebLogo
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi/). E, finalmente, a presenca de alguns amino&cidos

teoricamente essenciais para as func¢bes dos transportadores de amonio foram verificados

através do alinhamento multiplo das proteinas pelo ClustalW no programa BioEdit.

4.3  Regulacdo da expressdo de SCAMT3;3 em cana-de-agucar

Plantas de cana-de-agucar da cultivar ‘SP80-3280" foram cultivadas ao longo de
2 meses em solucdo nutritiva contendo 1 mM de NH4NOs, 1 mM KH2POs, 1 mM MgSOa,
250 uM K2SOs4, 250 uM CaClz, 100 uM Na-Fe-EDTA, 50 uM KCIl, 50 uM HsBOs,
5 uM MnSO4, 1 uM ZnSOs, 1 pM CuSO4 ¢ 1 pM NaMoOs, com pH ajustado para 5,8
utilizando solucéo de 2 mM KOH (LOQUE et al., 2006). Apds esse periodo, as plantas foram
transferidas para solugdo nutritiva ausente em nitrogénio (-N), ou com 4 mM KNOs (NO3),
4 mM NH4CI (NH4"), ou solugdo nutritiva contendo 2 mM NH4NOs (+N) por 14 dias, sendo
que para cada tratamento amostras de raizes, colmo, folhas maduras (+3) e folhas novas
recém expandidas (+1) foram coletadas em triplicata e congeladas em nitrogénio liquido para

posterior extracdo de RNA total.

4.3.1 Extracdo de RNA total de cana-de-agucar

As amostras de raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar coletadas foram submetidas
a extracdo de RNA total com o intuito de realizar as analises de expressdo génica de
SCAMT3;3. Para isto, foi empregado o método de extracdo de RNA total com cloreto de litio
conforme descrito por Leal et al. (2007). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido
e transferidas para um microtubo de 2 mL, ao qual foi adicionado 1 mL de tampéo de
extracdo pre-aquecido a 65°C (2 % CTAB; 2% PVP; 2 M NaCl; 100 mM Tris;
25 mM EDTA; 2% R-mercaptoetanol). Apos a homogeneizacdo em banho-maria a 65°C por
cerca de 30 min, as amostras foram colocadas no gelo por 1 min, seguida da adi¢do de
1 mL de CIA (cloroférmio:élcool-isoamilico 24:1) e de uma centrifugagdo a 9.000 g por 10
min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL,

adicionando um volume igual de CIA, que foi emulsionado seguido de uma centrifugacédo a
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9.000 g por 10 min a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL para posterior precipitacdo do RNA total, com solugéo de 10 M de LiCl
(0,1 vol) e incubacdo a 4°C por 12 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
9.000 g por 30 min a 4°C, seguido do descarte do sobrenadante. O pellet formado foi lavado
duas vezes com 500 pL de 75% etanol e centrifugado a 9.000 g por 10 min a 4°C. Por fim, foi
feita a ressuspensdo do pellet em 30 pL de agua 0,01% DEPC (dietilpirocarbonato)

autoclavada e o RNA foi armazenado a -80°C.

4.3.2 Sintese de cDNA de cana-de-acgucar

O RNA total extraido de cana-de-acUcar foi quantificado em NanoDrop e sua
integridade foi visualizada em gel TAE (40 mM de Tris-Base, 20 mM de &cido acético
glacial, 1 mM de EDTA pH 8,0, pH ajustado para 8,3) de 1% agarose corado com
1,5% (v/v) brometo de etideo. Apds a quantificacdo, cerca de 2 ug do RNA de cada amostra
foi tratado empregando 1 U de DNAse | (Life Technologies Inc.) em tampao apropriado,
2 U de RNAseout (Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, EUA) e &gua ultrapura DEPC
inativa, em reacdo incubada a 37°C por 30 min. A reacdo foi parada com a adicdo de EDTA, e
incubada a 65°C por 10 min. Amostras de 1 pg de RNA total tratado acrescidas de
oligodT1s (0,5 pg pLt) foram desnaturadas a 70°C por 10 min e incubadas a 4°C por 2 min,
seguido da adi¢do de 4 puL de 5X First-Strand Buffer, 1 mM dNTP, 40 U de RNAseOUT,
1 uL de DTT 0,1 M e 20 U da enzima SuperScript III RT (Invitrogen Co.). A reacdo foi entdo
incubada a 55°C por 1 h, seguida de incubacdo a 70°C por 10 min e 4°C por 2 min. As

amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

4.3.3 Andlise de transcritos reversos de cana-de-agucar

Para a andlise quantitativa de transcritos reversos foi utilizado 5 uL KAPA SYBR
FAST (Kapa Biosystems, Cidade do Cabo, Africa do Sul), 0,2 uM de cada iniciador (Tabela
2), 1 uL do cDNA 3:7 (v/v) e agua Milli-Q estéril para um volume final de reagdo de 10 pL.
Todas as reacdes de gRT-PCR continham um controle negativo (sem cDNA) e foram
realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen, Hilden, Alemanha). O perfil da reacdo foi designado
com duas temperaturas iniciais: 50°C por 10 min e 95°C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de
trés passos: 95°C por 20 s, 60°C por 25 s e 72°C por 25 s. Apos a amplificacdo, determinou-se

a curva de dissociagdo entre 72 e 95°C. Em todos os experimentos os valores dos Cq foram
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utilizados para determinar a diferenca da expressdo génica, de acordo com método
“Delta Delta” (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O gene Ubiquitina2 (Ubg2) de cana-de-
acucar foi utilizado como gene de referéncia. O gene SCAMT2;1, um transportador de amonio
da subfamilia AMT2 identificado previamente (KOLTUN, 2016), foi utilizado na comparacéo
da expressao relativa de SCAMT3;3. Para a analise semiquantitativa de transcritos reversos a
reacao foi interrompida durante o ciclo 25, e o produto de reacdo foi corado com SYBR Gold,

carregado em gel agarose 2% (p/v) com tamp&do 1X TAE e submetido a 3 V cm™.

Tabela 2. Sequéncias de iniciadores (primers) relativos aos genes SCAMT3;3 e SCAMT2;1, e gene de

referéncia (Ubiquitina2), utilizados para analise quantitativa de transcritos reversos em cana-de-agUcar

Nome Sequéncias dos primers Amplicon
RTgScUbqg2 For CTTCTTCTGTCCCTCCGATG 149 pb
RTqScUbg2 Rev TCCAACCAAACTGCTGCTC
RTqScCAMT3;3 For CCGGACTCCAGAGGTGCATT 267 pb
RTgScCAMT3;3 Rev  AACGCCGCTATGTCTGCTCT
RTgSCAMT2;1 For GGAGCTGCTGGAGATCGAGT 49 pb

RTqScAMT2;1 Rev  CGATGGCGAACAGGATGAGC

44  Clonagem de SCAMT3;3 de cana-de-agUcar

A partir da identificacdo das sequéncias dos transportadores de aménio dos clones de
BACs, primers especificos foram desenhados para amplificacdo por PCR das sequéncias
codificante e promotora do SCAMT3;3 de cana-de-agUcar (Tabela 3). As reacdes de PCR
foram realizadas utilizando PCR buffer 1X, 1,5 mM de MgClz, 0,4 uM de cada primer,
0,2 uM de cada ANTP e 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity (Kapa Biosystems). Para regido
promotora, foi empregado o uso de 50 ng de BAC 023 013, enquanto a amplificacdo da
regido codificante (Open Reading Frame - ORF) de SCAMT3;3 foi feita com 1 uL de cDNA
3:7 (v/v) da cultivar ‘SP80-3280°. A ciclagem foi de 5 min a 95°C; 40 ciclos de 30 s a 95°C,
30 s a 60°C e 90 s a 72°C, e extensdo final de 10 min a 72°C. Também foi realizada uma
segunda reacdo de PCR utilizando o primer Pro#ORF ScCAMT3;3 para introducdo de borda
coesiva na regido promotora e posterior ligagdo do fragmento com a sua respectiva ORF
numa terceira reacdo de PCR (Figura 1).
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Tabela 3. Sequéncias de iniciadores (primers) relativos ao gene que codifica proteina transportadora

de amdnio e sua regido regulatéria em cana-de-agUcar utilizados para a clonagem

Nome Sequéncias dos primers Amplicon
SCAMT3;3 For ATGGCAGCAGGTGCGGTAC 1452 ob
SCAMT3;3 Rev TCAAACATTCTGTGTGACTCCTACAGC P

ProSCAMT3;3 For AAAGGCATCTAAACAAGACCTCGA
ProSCAMT3;3 Rev = GGCTGGGGCACTGGATCG
Pro#ORF SCAMT3;3 ACCTGCTGCCATGGCTGGGGCACT -

1.877 pb

primer

Pro#ORF ScAMT?3;3 For
2
primer z 3,
ProScAMT3;3 For 3 5
* proScAMT3,;3

5° 3 primer
3,=I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:I:E5, SeAMT3;3 Re
primer
ProScAMT3;3 Rev
PCR1 PCR2
primer
ProScAMT3;3 For

proScAMT3;3 ¥
5 ¥ SeAMT3:3
37 55
5 ¥
3’ 5,

primer
ScAMT3,;3 Rev
PCR3

proSeAMT3;3:ScAMT3;3

5° 3’
3 5

Figura 1. Representacdo esquemética das PCRs para unido de fragmentos de promotor e regido
codificante de SCAMT3;3
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A identificacdo dos produtos das reacdes de PCR foi feita por eletroforese em gel TAE
de 1% agarose corado com SYBR® Gold (Life Technologies) e visualizado em luz
ultravioleta. Os produtos foram purificados com o uso do kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification® (GE Healthcare; Buckinghamshire, Reino Unido) de acordo com as instrugGes
do fabricante. Os fragmentos foram clonados em vetor de entrada pCR8/GW/TOPO
(Life Technologies Co.) de acordo com as instru¢des do fabricante. Quatro clones positivos
para a presenca do fragmento de interesse foram sequenciados utilizando o sequenciador
3500 Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific; Waltham, MA, EUA) do Laboratério de
Melhoramento de Plantas (CENA/USP).

Bactérias eletrocompetentes cepa DHS5o foram transformadas com 1 pL de cada
construcdo e crescidas em meio SOC (20 g L™t de triptona, 10 g L de extrato de levedura,
0,5 g L de NaCl, 180 pL de 20% glicose, pH 7,0) sob agitacdo a 150 rpm por 1 h a 37°C.
O meio contendo as bactérias foi plaqueado em meio LB solido contendo 100 mg L™ de
espectinomicina para selecdo das bactérias transformadas e crescidas a 37°C por 12 h.
Para cada construgcdo foram selecionadas 12 col6nias, que foram inoculadas separadamente
em 5 mL de meio LB liquido com 100 mg L de espectinomicina e crescidas a 37°C
overnight para extragdo de DNA plasmidial por lise alcalina. O DNA obtido foi digerido com
EcoRI a 37°C overnight e visualizado em gel 1% agarose em TAE corado com SYBR® Gold
sob luz ultravioleta. Clones positivos para a presenca do fragmento de interesse foram
sequenciados utilizando o sequenciador 3500 Genetic Analyzer do Laboratério de
Melhoramento de Plantas (CENA/USP).

45  Complementagdo de mutante de levedura

A cepa 31019b de levedura defectiva no transporte de alta-afinidade a aménio foi
gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Nicolaus von Wirén do IPK-Gatersleben (Department of
Physiology and Cell Biology, Alemanha). Para a construcdo génica contendo sequéncia dos
AMTs, primers especificos foram desenhados a partir das sequéncias génicas identificadas no
genoma de cana-de-acucar (clones de BAC) e cDNA de raizes e parte aérea da cultivar
‘SP80-3280° foram utilizados para amplificagdo a serem clonadas em vetor pDR196 para
expressdo em levedura (MARINI et al., 1997). Vetores pDR196 vazios foram utilizados como
controle negativo e AtAMT1;1 de A. thaliana clonado em pDR196 como controle positivo
(LOQUE et al., 2007). A transformagcéo das leveduras mutantes foi realizada de acordo com

MARINI et al. (1997). Experimentos funcionais de complementacdo das leveduras foram
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realizados em meio YNB, suplementado com 3% de sacarose, 50 mM de tampéo
MES-Tris (pH 5,5) e as concentragfes 1, 5 e 10 mM de NH4Cl ou 5 mM de arginina, como
unicas fontes de N (MARINI et al., 1997; YUAN et al., 2007a). Para genes da subfamilia
AMT2, levedura expressando os genes de cana-de-acUcar também foram submetidas a analise
de complementacdo em diferentes pH (4,5 a 6,5), considerando a possivel funcdo no
transporte de NHs*, como descrito previamente em ortélogos de Arabidopsis (LUDEWIG et
al., 2001).

45.1 Recombinacdo de SCAMT3;3 para vetor de expressao heteréloga em levedura

Para o experimento de expressdo heterloga em levedura, foi construido um unico
vetor de expressédo superexpressando o gene SCAMTS3;3. Para isto, foram desenhados primers
para amplificagdo da sequéncia codificadora completa de SCAMT3;3, contendo bordas com
sitios de restricdo enzimatica especificos para posterior formacéo de bordas coesivas e ligacdo
em quadro em vetor de destino pDR196 (Tabela 4). O gene AtAMT1;1 de A. thaliana, ja
descrito como codificador de proteina transportadora de aménio (MAYER; LUDEWIG, 2006;
LOQUE et al., 2007), foi inserido no processo de amplificagio e clonagem para representar o

controle positivo dos experimentos de expressao heter6loga em levedura.

Tabela 4. Sequéncias de iniciadores relativos aos genes que codificam as proteinas transportadoras de
amodnio AtAMT1;1 e ScAMT3;3 utilizados para a clonagem dos genes para complementacdo de

levedura. Em negrito estdo as sequéncias referentes aos sitios de restri¢cdo adicionados

Nome Sequéncias dos primers Sitio de restricdo Amplicon
LevAtAMT1;1 For GAATTCATGTCTTGCTCGGCCAC EcoRl 1,518 pb
LevAtAMT1;1 Rev  CTCGAGTCAAACCGGAGTAGGTG Xhol

LevScAMT3;3 For ACTAGTATGGCAGCAGGTGCGGTA Spel 1.464 pb
LevScCAMT3;3 Rev  CTCGAGTCAAACATTCTGTGTGACTC Xhol

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 1X tampédo PCR Kapa, 1,5 mM de
MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity Taq polimerase de alta
fidelidade que possui atividade exonuclease (Kapa Biosystems), 0,4 uM de cada primer,
10 ng de DNA plasmidial contendo SCAMT3;3 em pCR8 previamente sequenciado, ou
15 ng de cDNA de Arabidopsis para 0 gene AtAMT1;1, e agua ultra pura Milli-Q estéril para

um volume final de 25 pL. A ciclagem utilizada foi uma desnaturagdo inicial de 4 min a 95°C
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seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 98°C por 20 s, amplificacdo a 66°C por 30 s e
extensdo a 72°C por 60 s, e a extensdo final foi de 5 min a 72°C.

A identificacdo dos produtos das reacbes 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 de acordo com as instruces do fabricante, e posteriormente quantificados em
fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200 (Hoefer Inc.; Holliston, MA, EUA). A partir do produto
de PCR purificado e adenilado, foi realizada a reacdo de ligacdo dessas sequéncias no vetor
pGEM-T Easy (Promega; Madison, WI, EUA) de acordo com as recomendacbes do
fabricante. Em seguida, 1 pL da solucdo de ligacdo de cada vetor e inserto de interesse foi
adicionado a 40 pL de solugdo de células eletrocompetentes de E. coli (cepa DHS5a) em
cubetas de 0,2 mm e transformadas com eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories,
Inc.; Hercules, CA, EUA). Bactérias transformadas foram plaqueadas 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 construcdo foram selecionadas 6 coldnias
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. O DNA plasmidial foi quantificado em fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200, e
a presenca do inserto de interesse foi confirmada por digestdo com EcoRI a 37°C overnight,
visualizada em gel 0,8% agarose em TAE corado com SYBR Gold. Clones positivos para a
presenca do fragmento de interesse foram sequenciados utilizando o sequenciador
3500 Genetic Analyzer do Laboratério de Melhoramento de Plantas (CENA/USP) a fim de
confirmar a fidelidade das sequéncias de interesse no plasmideo de entrada.

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
AtAMT1;1 com tampdo Tango 2X, e Spel e Xhol para SCAMT3;3 com tampao 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.



37

A identificacdo e confirmacdo dos produtos das reacdes de digestdo foram feitas por
eletroforese em gel 0,8% agarose em TAE corado com SYBR Gold. Os produtos das
triplicatas foram purificados do gel de agarose e a reacdo de ligacdo foi feita utilizando a
enzima T4 DNA ligase (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. A reacdo de ligacédo
foi utilizada na transformacdo de E. coli por eletroporacdo, e os transformantes foram
selecionados em meio SOC contendo 100 mg L™ de ampicilina. A confirmacéo 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 construcdes resultantes foram nomeadas
mep:AtAMT1;1 e mep:SCAMTS3; 3.

4.5.2 Producdo de células quimiocompetentes de levedura

Foi empregada uma cepa mutante de S. cerevisiae deficiente em transporte de amonio
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 absorgdo de amonio (MATa ura3 meplA mep2A4::LEU2 mep3A::KanMX?2)
(MARINI et al., 1997), disponibilizada pelo Prof. Dr. Nicolaus von Wirén, foi estriada em
placas de Petri contendo meio de cultura YPD (2% bacto peptona, 2% glicose,
1% bacto extrato de levedura, e 2% de agar bacteriol6gico) e incubada a 30 °C, até colénias
isoladas serem visiveis (1 a 3 d). Uma unica col6nia 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 a 30°C e 200 rpm por aproximadamente 4 h.
A densidade 6tica foi monitorada por um espectrofotdmetro com 600 nm de absorbancia
(DOs60onm) em uma diluigdo de 100 vezes (10 puL de suspensio de levedura em 990 pL. de meio
YPAD), até que a densidade Optica 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 3.000 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
3.000 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 agua ultrapura Milli-Q estéril, o qual foi
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transferido para microtubos estéreis, centrifugado por 30 s a 13.000 rcf e o sobrenadante foi
descartado. As células foram ressuspensas em 1 mL de agua esterilizada e amostras de
100 puL foram pipetadas em microtubos, os quais foram estocados em 50% glicerol em freezer

a-80°C.

4.5.3 Transformacao genética de levedura

A cepa 31019b foi transformada com os plasmideos contendo os genes de interesse,
com as construgdes denominadas mep:AtAMT1;1 (controle positivo), mep:SCAMT3;3 e
também com o plasmideo pDR196 sem inserto (controle negativo) 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 transformacdo, um tubo de
1,5 mL contendo DNA carregador (2 mg mL™* de DNA de esperma de salméo dissolvido em
10 mM Tris-HCI, 1 mM Naz-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 levedura competentes para transformacdo foram descongeladas,
centrifugadas a 13.000 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 uL de PEG 4000 (50%), 36 uL de LiAc (1 M) e 50 uL de DNA carregador
e 36 puL de agua ultrapura Milli-Q estéril; solucdo referente a uma transformacéo].
Os componentes do mix foram resfriados a 4°C antes de serem misturados e mantidos no gelo
depois da adi¢do do DNA de esperma de salmé&o desnaturado.

Um volume de 358 uL. do mix de transformagdo juntamente com 2 pL de plasmideo
contendo os 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 transformacgdo sem DNA plasmidial as células 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 13.000 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 uL de uma dilui¢do de 1:10 (em agua ultrapura Milli-Q estéril) em meio de
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cultura sélido YNB [0,17% base nitrogenada para levedura sem aminoacidos e sem sulfato de
amonio (YNB-AA/AS) (Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, EUA), 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 col6nias isoladas ficarem visiveis (2 a 5 d). Para o cultivo padrédo
e de selecéo de transformantes, o pH dos meios citados néo 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 8.000 rcf
por 3 min. O sobrenadante foi removido, e o pellet foi lavado 3 vezes com 1 mL de &gua
estéril, sendo homogeneizado por vortex e centrifugado a 8.000 rcf por 3 min. Apos a tripla
lavagem, as células foram ressuspensas em 1 mL de agua esterilizada e a densidade Otica
(DOsoonm) da solucdo (1:10) foi determinada. Para os experimentos, uma dilui¢do seriada das

células em suspenséo foi realizada (DOsoonm de 1, e subsequente diluicdo de 102, 102, 107).

4.5.4 Andlise de complementacado genética em levedura

Para avaliar a complementacdo do mutante defectivo transformado, um volume
de 5 puL de cada dilui¢do (1, 107, 102 107°) das suspensdes celulares de levedura
mep:AtAMT1;1 (controle positivo), mep:SCAMT3;3 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, NH4Cl e metilam6nio foram preparados em solucdes
estoques e esterilizados através de filtro de acetato de celulose de 0,2 pum estéril e s6 entdo
foram adicionados a solugdo autoclavada, em capela de fluxo laminar, assim como o
antibidtico de selegdo (ampicilina 50 mg LY.

Nesse experimento, foram testadas concentracdes crescentes de amonio: 0,2, 0,5, 1, 2,
3, 5 e 20 mM na forma de NH4CIl, 100 mM de seu anélogo toxico, metilamonio (MeA)
(DUBOIS et al., 1979) (com adi¢cdo de 0,1% de arginina no meio contendo MeA), 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
NH4ClI, também foi feito com 20 mM de MES-Tris pH 5,0 e 7,5 para testar a resposta dos
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transformantes a diferentes niveis de acidez. Neste contexto, o crescimento das células de
levedura foi avaliado visualmente e estd relacionado com a maior ou menor absorcdo de

amonio.

4.6  Complementacdo de mutante quadruplo de Arabidopsis

4.6.1 Recombinacdo de SCAMT3;3 para vetor de expressao heteréloga em planta

Para 0 experimento de expressdo heter6loga em planta, serdo utilizadas quatro
construcdes génicas diferentes. Apo6s a confirmacdo da fidelidade das sequéncias clonadas em
vetor de entrada pCR8, reacdes de recombinacédo para os vetores de destino pMDC (CURTIS;
GROSSNIKLAUS, 2003) (Tabela 5) foram realizadas utilizando o kit Gateway LR Clonase Il

Enzyme mix (Life Technologies Co.), conforme instrugdes do fabricante.

Tabela 5. Sequéncias de cana-de-acUcar referentes ao gene SCAMT3;3 e sua regido regulatéria em

Sseus respectivos vetores destino e as construgdes resultantes

Sequéncia Vetor de destino Construcéo

Promotor SCAMT3;3 pMDC110 proSCAMT3;3:GFP
Promotor SCAMT3;3 pMDC164 proSCAMT3;3:GUS

ORF SCAMT3;3 pMDC32 35S:SCAMTS3;3

Promotor SCAMT3;3 + ORF SCAMT3;3 pMDC99 proSCAMT3;3:ScAMT3;3

Bactérias (cepa DHS5a) eletrocompetentes foram transformadas com 0,8 upL
de cada reacdo de recombinagéo, crescidas em meio SOC sob agitagdo a 120 rpm por
1 h 30 min a 37°C e a solugdo concentrada (100 pL) foi plaqueada em meio LB solido
contendo 100 mg Lt de canamicina para selecdo das bactérias transformadas. Para cada
recombinacéo foram selecionadas 6 col6nias, 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 0,8% agarose em TAE corado com SYBR Gold.
As construgbes resultantes (j& obtidas) foram denominadas proScCAMT3;3:GFP,
pProScAMT3;3:GUS, 35S:SCAMT3;3 e proSCAMT3;3:ScAMT3;3 (Tabela 5).

Clones positivos para a presenca das sequéncias recombinadas de todos os vetores de
destino propostos foram parcialmente sequenciados utilizando o sequenciador 3500 Genetic
Analyzer do Laboratdrio de Melhoramento de Plantas (CENA/USP) para confirmacéo final de
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identidade e da direcdo de inser¢do do fragmento de interesse, utilizando primers especificos
para cada vetor (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncias de iniciadores relativos aos vetores de destino da familia pMDC, utilizados para

sequenciamento objetivando a confirmac&o da direcdo correta de inser¢do dos fragmentos de interesse

Nome Sequéncias dos primers

pMDC32 e pMDC99 Rev  CTCTAGCCAATACGCAAACCG
pMDC110 e pMDC164 For ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG

4.6.2 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. 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 sélido 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 colbnias 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 suspensdes inoculadas, foi também misturada em 10 pL de agua
ultrapura Milli-Q estéril e utilizada como molde para uma reacdo de PCR de col6nia com
primers especificos para os genes e regides regulatorias dos AMTSs.

As reacdes de PCR continham 1X tampdo PCR Kapa, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de
cada ANTP, 0,4 uM de cada primer, 1 U de Taq polimerase (Life Technologies Inc.) e agua
ultrapura Milli-Q estéril para um volume final de 25 pL. A ciclagem utilizada foi uma
desnaturacao inicial de 10 min a 95°C seguida de 35 ciclos de desnaturacdo 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, e a extensdo final foi de 5 min a 72°C. A identificacdo dos
produtos das reacdes de PCR foi feita por eletroforese em gel TAE de 0,8% agarose corado
com SYBR Gold. Agrobactérias positivas para a presenca dos genes e promotores AMTSs

foram estocadas em glicerol (50%) a -80°C.
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4.6.3 Transformacéo genetica de Arabidopsis via A. tumefaciens

Sementes do mutante quadruplo gko para transportadores de alta-afinidade a amonio
em Arabidopsis foram fornecidas pelo Prof. Nicolaus von Wirén. gko é um quadruplo mutante
de Arabidopsis defectivo para os transportadores AtAMTL1;1, AtAMTL1;2, AtAMTL;3 e
AtAMT2;1, possuindo apenas 10% da capacidade de absor¢cdo de amonio (YUAN et al.,
2007a), e foi selecionado para a expressdo heteréloga dos genes codificadores de proteinas
transportadoras de aménio de cana-de-agucar da subfamilia AMT2, com o objetivo de realizar
a caracterizacdo funcional. Sementes de Arabidopsis do ecotipo ‘Col-0" foram selecionadas
como controle positivo nos diversos experimentos.

Sementes do ecdtipo ‘Col-0’ e do mutante quadruplo gko foram germinadas em potes
de 300 mL contendo substrato e vermiculita (2:1 p/v) em camara de crescimento a 22°C com
80% de umidade e fotoperiodo 16 h de luz a 200 pmol m? s de intensidade luminosa. Apos
as plantas atingirem estadio de florescimento, essas foram utilizadas para a transformacao
genética por floral dip mediada por A. tumefaciens. Para isso, placas de meio LB soélido
contendo 100 mg L de rifampicina e 100 mg L™ de canamicina foram inoculadas com as
culturas de A. tumefaciens cepa GV3101 positivas para cada construcdo de interesse e
cultivadas a 28°C por 48 h. Em seguida, uma colbnia isolada de cada construcdo foi
inoculada em 2 mL de meio LB liquido contendo os antibidticos de selecdo e cultivadas 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 2.000 g por 10 min. O pellet formado foi
ressuspendido delicadamente em uma solugdo contendo 5% de sacarose e 0,02% do
surfactante Silwet-L77 (Momentive, Tarrytown, NY, EUA). Para a transformacdo genética de
Arabidopsis foi empregada a técnica floral dip, a qual consiste na aplicagdo da suspensdo de
células em botdes florais da planta (Figura 2). As plantas transformantes foram selecionadas
em meio MS com antibiotico higromicina correspondente ao vetor de transformacéo, e linhas
homozigotas Ts serdo selecionadas por analise de segregacdo. Sementes de linhas T3
independentes para no minimo dois eventos distintos de transformacdo genética foram

utilizados para os experimentos de analise fenotipica.
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Figura 2. Foto de planta sendo transformada pelo método floral dip

Sementes das plantas transformadas (geracdo To) foram coletadas ap6s duas semanas
de secagem e esterilizadas em 70% etanol contendo 0,05% de Triton X-100 por 10 min e em
seguida lavadas em etanol absoluto por 1 min. Depois de secas, as sementes foram espalhadas
em placas com meio MS modificado contendo metade da concentragdo de sais, sem
vitaminas, contendo 1% de agar e sacarose € 25 mg L de higromicina. A selecdo foi
realizada com base no tamanho do hipocoétilo e na cor e expansdo das folhas das plantulas
(EE 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 fotoperiodo de 16 h de luz a 100 umol m? s de
intensidade luminosa. Ap6s 14 d, 6 plantas de cada construcdo transformada, que
apresentaram resisténcia ao antibiotico de selecéo (geragdo T1) foram aclimatadas em camara
de crescimento a 22°C com 80% de umidade e fotofase de 14 h de luz a 200 pmol m2 st de
intensidade luminosa, representando os diferentes eventos de transformacéo. A transformacéo
mediada por Agrobacterium em Arabidopsis ocorre no gametofito 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 (HygR) sdo hemizigotas, ou seja, individuos diploides apresentando

VRN

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 Ti secas foram coletadas, esterilizadas e germinadas
em meio de selecdo. Para cada um dos 6 eventos de transformacdo obtidos para cada

construcdo transformada, 5 plantas foram selecionadas e aclimatadas. Novamente, ap6s 40 d,
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sementes dessas plantas foram coletadas, esterilizadas e germinadas em meio de selecdo. As
plantas crescidas destas sementes, provenientes de autopolinizacdo (R/_ x R/)), séo
denominadas T2. Nessa geracédo é possivel avaliar as plantas quanto a segregagéo (3 R: 1 ).
Padrbes diferentes podem ocorrer devido a possibilidade de ocorréncia de rearranjos,
interacOes, 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 insercdo 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 T2 ndo foram levadas a proxima geracao, bem
como plantas que apresentaram crescimento ou desenvolvimento comprometido.

O genotipo das plantas T2 que apresentaram taxa de segregacdo esperadas de 3:1, é
constituido por: homozigoto R/R; hemizigoto R/_ e homozigotos para auséncia do gene
exogeno /e assim as 3 plantas mais vigorosas (Figura 3) de cada placa foram selecionadas
e aclimatadas em cadmara de crescimento, representando as provaveis plantas Ts homozigotas.
O avango de mais uma geracdo (T4) foi necessario para confirmar o genotipo das plantas

selecionadas.

Figura 3. Foto de placa com plantas em selecdo. Os critérios considerados foram: planta mais
vigorosa, homozigota resistente (A); planta hemizigota para o gene de selecdo (B); planta menos

vigorosa, ndo homozigota e sem transgene de resisténcia (C)

As sementes das plantas Ts autopolinizadas foram coletadas (sementes Ta),
esterilizadas, e crescidas em meio MS com antibiético de selecdo e apds 2 semanas, 0 padrdo

de segregacdo foi avaliado. Se estas possuiam genotipo R/_, entdo houve uma segregacdo
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nesta geracdo. Por outro lado, plantas T4 com gendtipo R/R que ndo segregaram foram entéo
selecionadas (2 a 3 linhagens de cada construcdo) para os experimentos de caracterizacdo

funcional (sementes T3). O processo de transformagdo de Arabidopsis e obtengdo de sementes

homozigotas leva pelo menos 9 meses (Figura 4).
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4.6.4 Anélise de expressdo génica em eventos transgénicos de Arabidopsis

A andlise da progénie e o estudo da segregacdo sdo fundamentais para demonstrar a
estabilidade da expressdo dos genes introduzidos. Porém, é necessario a analise molecular
para comprovar a integracdo do DNA exd6geno no genoma de Arabidopsis e a expressdo do
gene. Assim, 30 plantas de cada evento de transformagdo foram coletadas das placas de
selecdo de homozigotos positivas (T4) e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido para
posterior maceracédo, extracdo de DNA por meio do protocolo CTAB (DOYLE; DOYLE,
1987) e confirmacéo por PCR de acordo com os produtos esperados das construcoes.

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 producdo da proteina. Portanto, existe a necessidade de caracterizar as
linhas transgénicas homozigotas, para a selecdo daquelas que mais expressam o gene de
interesse para serem utilizadas nos experimentos de caracterizac¢ao funcional.

Todas as linhas homozigotas (4 a 6) de cada promotor fusionado a genes repérteres em
‘Col-0°, foram avaliadas fenotipicamente ¢ 2 ou 3 destas foram selecionadas para
experimentos de localizacdo da expressdo dos genes estudados. Assim, 0s transgénicos com
as construcdes das regiGes regulatérias foram confirmados por PCR e por ensaios
experimentais. J& para as construces 35S:SCAMT3;3 e proSCAMT3;3:SCAMT3;3
transformadas em ‘Col-0’ e gko, cerca de 10 plantas de cada evento de transformacdo das
placas de selecdo de homozigotos positivos (T4) foram coletadas em duplicatas, e estas foram
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido para posterior maceracao, extracdo do RNA
total e sintese de cDNA. A confirmagéo da transgenia e avaliagdo da expresséo génica foram

realizadas por meio de andlise quantitativa de transcritos reversos (QRT-PCR).

4.6.4.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA de eventos transgénicos de Arabidopsis

Plantas das diversas linhas transgénicas de A. thaliana, gko e ‘Col-0’ ndo
transformadas, foram maceradas em nitrogénio liquido e transferidas para um microtubo de
1,5 mL. Posteriormente foi adicionado 1 mL de Trizol (Life Technologies Co.) para
realizacdo da extracdo de RNA de acordo com as instrugdes do fabricante. O RNA precipitado
foi lavado duas vezes com 75% etanol e centrifugado a 4°C por 6 min a 9.000 g. Depois de
seco, o RNA foi eluido em 15 pL de agua 0,01% DEPC (dietilpirocarbonato) autoclavada e
armazenado a -80°C.
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O RNA total extraido foi quantificado em NanoDrop e sua integridade confirmada via
eletroforese. Apds a quantificacdo, 2 ug do RNA de cada amostra foi tratado com 1 U de
DNAse | em tampdo apropriado, 2 U de RNAseOUT e agua ultrapura DEPC, em reacéo
incubada a 25°C por 15 min. A reacdo foi parada com a adic¢do de 2,5 mM EDTA, e incubada
a 65°C por 10 min. Amostras de 1 pg de RNA total e 2,5 pM de oligodTis foram
desnaturadas a 70°C por 10 min e incubadas a 4°C por 2 min, em seguida foi adicionado
1X First-Strand Buffer, 5 mM DTT, 1 mM dNTP, e 20 U da enzima SuperScript 11l RT.
A reacdo foi entdo incubada a 55°C por 1 h, seguida de 70°C por 15 min e 4°C por 2 min.

4.6.4.2 Andlise de transcritos reversos em eventos transgénicos de Arabidopsis

A andlise de gRT-PCR do gene ScAMT3;3 em transgénicos de Arabidopsis foi
realizada em reacGes contendo 1X KAPA SYBR FAST, 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 7),
1 pL de cDNA 3:7 (v:v) e agua Milli-Q esteril para um volume final de reacdo de 10 pL.
O perfil da reacdo incluindo um controle negativo (sem cDNA) foram realizadas no
RotorGene-6000 (Qiagen), programado para um perfil térmico com duas temperaturas
iniciais: 50°C por 10 min e 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de trés passos: 95°C
por 20 s, 60/62°C por 25 s e 72°C por 25 s. Apds a amplificacdo, a curva de dissociagdo foi
determinada entre 72 e 95°C. Os valores dos Co (quantification cycle) foram utilizados para
determinar a diferenga da expressdo génica, de acordo com método “Delta Delta” (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001): razdo = 22 4“9 sendo ACq = Cq (gene alvo) — Cq (gene referéncia) e
o A = ACq (tratamento) - ACq (controle). O gene Ubiquitina2 de Arabidopsis foi utilizado

como gene de referéncia.

Tabela 7. Sequéncias de iniciadores relativos ao gene que codifica proteina transportadora de amonio
inserida em Arabidopsis e o0 gene de referéncia Ubiquitina2 de Arabidopsis, utilizados para anéalise

quantitativa de transcritos reversos

Nome Sequéncias dos primers Amplicon
RTQScCAMT3;3 For CCAAGATCCAGGACAAAGAAGGA 229 pb
RTQSCAMT3;3 Rev. TGGAGACGAGCATAACACTTGC
RTgAtUbg2 For CCGGACTCCAGAGGTGCATT 267 pb

RTgAtUbg2 Rev AACGCCGCTATGTCTGCTCT
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4.6.,5 Localizacéo tecido-especifico de SCAMT3;3 em Arabidopsis

Sementes das plantas homozigotas para as construcdes proSCAMT3;3:GUS e
proSCAMT3;3:GFP foram esterilizadas e germinadas in vitro em meio MS com metade da
concentracdo original de sais, acrescido de 1 mM de NHsNOs, 1% de sacarose e &gar,
e pH ajustado para 5,8. Ap6s 4 d de vernalizacdo 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 umol m™ s para a germinacéo das sementes. Apds 3 d da germinagdo, as plantulas foram
transferidas para placas contendo meio de cultura com sais MS, em auséncia (-N) ou presenca
de diferentes fontes de N (NH4NOs ou NH4Cl), acrescidos de 1 mM MES pH 5,8, sendo que
as solucbes 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 solucdo com 0s outros reagentes, previamente autoclavada por 20 min a 120°C.

Os tratamentos foram os seguintes: -N (auséncia de nitrogénio), 2 mM de NH4NOs e
2 mM de NH4CI. Apds 5 dias de tratamento, as plantas contendo os promotores fusionados ao
gene uidA GUS foram transferidas para o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-glucuranideo
(Jersey Lab and Glove Supply, Livingston, NJ, EUA) a 37°C por 4 h e 30 min, e lavadas em
etanol 70% por 1 h. Para a confec¢do do tampdo GUS, 25 mg de X-Gluc foi dissolvido
em 2,5 ml de metanol e adicionado a solucdo de 25 mL de tampdo citrato HCI pH 7,0
(0,1 M citrato de sodio, 0,2 M éacido cloridrico, pH 7,0), 500 puL de ferrocianeto de potassio
(0,1 M), 500 puL de ferricianeto de potassio (0,1 M), 250 pL de Triton X-100 (10%)
completos para 50 mL com agua ultrapura Milli-Q estéril.

Imagens de plantas expressando proSCAMT3;3:GUS, ja coradas em azul e sem
clorofila, foram registradas em estereomicroscopio Leica S8APO (Leica Microsystems
GmbH; Heidelberg, Alemanha). Para os cortes anatdmicos de folha, cotilédones foram
hidratados em agua por meio de série etilica e posteriormente foram fixados em solucéo
Karnovsky (2,5% glutaraldeido, 2,5% formaldeido em tamp&do 50 mM cacodilato de sodio,
pH 7,2, 1 mM CaClz). Em seguida, amostras foram embebidas em resina histologica
(Leica Microsystems GmbH) segundo procedimentos do fabricante. Secgfes foram cortadas
em espessura de 5 um com micrétomo de rotacdo Leica RM2235 (Leica Microsystems
GmbH). Cortes foram montados em laminas com Entelan (Merck; Darmstadt, Alemanha) e
observados em microscopio optico Leica DM500 (Leica Microsystems GmbH).

Para as plantas expressando proScAMT3;3:GFP, imagens foram obtidas com
microscopio confocal de escaneamento a laser Nikon C2+ (Nikon Instruments Inc.; Melville,
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NY, EUA). O comprimento de onda de emisséo/excitagdo de 488 nm / 490-540 nm foi usado
para deteccdo de sinais GFP. Cotilédones foram cortados e lavados em ClearSee Solution

(KURIHARA et al., 2015) para remogéo de pigmentos e autofluorescéncia do tecido vegetal.

4.6.6 Andlise fenotipica de linhas transgénicas de Arabidopsis

4.6.6.1 Experimentos in vitro

Para os experimentos in vitro, sementes de plantas selvagens (‘Col-0’), mutantes (qko)
e plantas homozigotas contendo as constru¢fes 35S:SCAMT3;3 transformada em ‘Col-0’
(3 eventos) e proSCAMT3;3:ScAMT3;3 transformadas em ‘Col-0’ (1 evento) e gko (3 eventos)
foram esterilizadas e submetidas a um periodo de vernalizacdo a 4°C por 4 d em placas de
Petri com meio MS com %2 da concentracdo de sais, contendo 2 mM KNOs e 1 mM MES
pH 5,8, sendo que as solugcdes de MES e de fonte de nitrogénio foram feitas separadamente,
esterilizadas por filtro de acetato de celulose de 0,2 pum em capela de fluxo laminar e s6 entdo
foram adicionadas a solucao autoclavada com os demais reagentes. As placas foram colocadas
na posicéo vertical em sala de luz a 25°C e com fotofase de 16 h luz sob intensidade luminosa
de 100 umol m™ s para germinagio das sementes. Apos 3 d de germinacéo, as plantulas
foram transferidas para placas com meio MS % da concentracdo de sais, contendo diversas
concentragdes e fontes de N.

Para experimentos com 35S:SCAMT3;3, as condi¢des de tratamento foram de baixa
concentracdo de N (0,5 mM KNOs ou 0,5 mM NH4CI) e alta concentracdo de
N (2 mM NH4CI). Para experimentos com proSCAMT3;3:ScCAMT3;3, as condigdes de
tratamento foram de auséncia de N (sem adicdo de N), alta concentragéo de N (2 mM NHa4Cl)
e excesso de N (10 mM NH4Cl). Cada placa recebeu 3 plantas de cada genotipo/linha.
Estas placas foram transferidas para uma camara de crescimento a 22°C, 80% de umidade e
fotofase de 16 h de luz a 200 umol m? s de intensidade luminosa. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado em todos 0s experimentos in vitro. Ap6s 14 d de crescimento,
as plantas foram pesadas em balanga analitica separando-se raiz de parte aérea.
Cada tratamento apresentou 33 réplicas (n = 33 plantas) para experimentos com
35S:SCAMT3;3 e 108 replicas (n = 108 plantas) para experimentos com
proScCAMT3;3:ScAMT3;3. Médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05), pelo

programa RStudio.
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4.6.6.2 Experimentos in vivo

Os experimentos in vivo compreenderam as analises de absorcdo (influxo),
remobilizacéo e translocacio de amonio em sistema hidropdnico por meio da detecgio de °N.
Inicialmente, sementes de ‘Col-0” e gko ¢ as sementes de ‘Col-0’ e gko superexpressando
ScAMT3;3 foram esterilizadas e espalhadas em placas de Petri com filtro Gmido (estéreis), as
quais foram vedadas e submetidas a um periodo de vernalizacdo de 4 d a 4°C para superacao
de dorméncia. Posteriormente, estas placas vedadas e protegidas da luz, foram colocadas em
temperatura ambiente para a germinacdo e estiolamento das plantulas, e ap6s 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 entdo transferidas
para sistema hidrop6nico em camara de crescimento a 22°C com 80% de umidade e fotofase
10 h de luz a 200 pmol m™ s de intensidade luminosa.

O sistema de hidroponia utilizado foi constituido por tubos de 1,5 mL, com os fundos
cortados transversalmente para permitir o crescimento das raizes, com |& de vidro para
sustentacdo inicial das plantas, encaixados em placa de isopor e posicionados em potes
plésticos de 2 L com solugdo nutritiva (1 mM KH2POs, 1 mM MgSQOs4, 250 pM K2SOs4,
250 pM CaClz, 100 pM Na-Fe-EDTA, 50 uM KCI, 50 uM HsBOs, 5 pM MnSOs,
1 pM ZnSO4, 1 pM CuSOs e 1 pM NaMoOs, pH ajustado para 5,8 utilizando solugdo de
1 mM KOH) (LOQUE et al., 2006) e com sistema de aeracdo. As plantas foram cultivadas por
45 d em concentracdo de 4 mM de KNOs para o experimento de influxo rapido.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em todos os experimentos in vivo, e

as médias foram comparadas pelo teste t de Student (p < 0,05) pelo programa RStudio.

46.6.2.1 Experimento de influxo

Para o experimento de influxo rapido, os gendtipos testados foram gko e suas
respectivas linhas transgénicas superexpressando SCAMT3;3 (qko+35S:SCAMT3;3 #1, #2 e
#3). As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: deficiéncia de N (sem adicdo de
N, -N) e am6nio (2 mM de NH4CIl, NHs") por 3 d. Ap6s a imposicdo dos tratamentos, as
raizes das plantas foram lavadas por 1 min em solu¢do de 1 mM CaSQOs4 para remover 0
excesso de amonio apoplastico (LOQUE et al., 2006) e em seguida, foram transferidas para
200 mL de solugdo nutritiva contendo 0,2 mM de (NH4)2SO4 enriquecido com
®N-aménio 60% atm por 10 min, e lavadas novamente por 1 min em 1 mM CaSOs..
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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. Cada vaso de hidroponia continha 4 plantas
(n = 4 réplicas biologicas). O material seco foi macerado e preparado para a determinacgéo de
>N em espectrometro de massas de fluxo molecular ATLAS MAT modelo CH4 (Alemanha)
no Laboratorio de Isotopos Estaveis no CENA, pelo Prof. Dr. José Albertino Bendassolli.

A guantidade de °*N-amdnio absorvida pelas raizes foi expressa em pmoles g* MS™ h':;

4.6.6.2.2 Experimento de remobilizacio

Para o experimento de remobilizagdo, os genotipos testados foram ‘Col-0’, gko e duas
linhas transgénicas expressando SCAMT3;3 sob regulacdo do promotor proScCAMT3;3
(gko+proSCAMT3;3:ScCAMT3;3 #1 e #3). As plantas foram submetidas aos seguintes
tratamentos: deficiéncia de N (sem adi¢cdo de N, -N) e amonio (2 mM de NH4CIl, NH4")
por 3 d. Apos a imposicao dos tratamentos, a folha mais velha ndo senescente de cada roseta
de Arabidopsis recebeu 10 pL de solucdo nutritiva contendo 50 mM de (NH4)2SO4 contendo
15N-aménio enriquecido a 60% atm em sua superficie (FAN et al., 2009) (Figura 5).
Apos 24 h, as folhas velhas que receberam a solucéo foram coletadas, bem como um pool das
folhas mais novas das rosetas. Ao todo, foram utilizadas 4 réplicas biolégicas por tratamento
(n = 4). O material vegetal foi seco em estufa a 60°C, macerado e preparado para
determinacgdo de ®N. A quantidade de '®N-amonio acumulada nas folhas foi expressa em

pmoles gt MS™.

— |
Figura 5. Vaso do sistema de hidroponia com 6 plantas de Arabidopsis no momento de aplicacdo de
solugdo N-aménio (A). Visualizagdo aproximada da regifo delimitada pelo retangulo vermelho,
mostrando a folha madura na qual recebeu 10 pL de solugdo nutritiva contendo 50 mM de
1*N-amoénio (B)
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4.6.6.2.3 Experimento de translocagéo

Para o experimento de remobilizacdo, foi empregada metodologia proposta por Hsu e
Tsay (2013), com modifica¢bes. Os gendtipos testados foram gko e duas linhas transgénicas
expressando SCAMTS;3 sob regulacao do promotor proScAMT3;3
(gko+proScAMT3;3:SCAMT3;3 #1 e #3). As plantas foram cultivadas por 45 d em solucdo
nutritiva contendo 4 mM KNOs como unica fonte de N e entdo transferidas para solucéo
nutritiva contendo 2 mM NH4CIl. Apds 3 d de tratamento, plantas foram transferidas para
solugdo nutritiva sem N, acrescida de 5 mM de (NH4)2SO4 contendo °N-aménio enriquecido
a 60% atm. Raizes das plantas foram lavadas por 1 min com 1 mM CaSOg antes de depois da
imersdo em solucdo contendo ®N-amonio. Apds 1 h, foram coletadas raizes, bulk de folhas
maduras (folhas 1 a 9) e bulk de folhas novas (folhas 10 até o meristema apical). Uma parcela
do experimento foi devolvida a solucdo nutritiva contendo 2 mM NH4Cl e ap6s 24 h, raizes,
folhas maduras e folhas novas foram coletadas. Ao todo, foram utilizadas 6 réplicas
bioldgicas por tratamento (n = 6). O material vegetal foi seco em estufa a 60°C, macerado e
preparado para determinacdo de *N. A quantidade absoluta de ®N-amonio acumulada nas
folhas foi expressa em umoles g* MS™ enquanto a quantidade absorvida de '°N-amonio

absorvida pelas raizes foi expressa em umoles g* MS™* h?,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos AMTs em biblioteca de BAC

A partir de biblioteca de BACs (Bacterial Artificial Chromosome) de genoma de cana-
de-aclcar cultivar R570 disponivel no laboratério de Biologia Molecular de Plantas da
Prof®. Marie-Anne Van Sluys no Instituto de Biociéncias da Universidade de Séo Paulo, foi
realizada a identificacdo de sequéncias génicas completas do gene SCAMT3;3, membro
pertencente a subfamilia AMT2, em dois clones BACs (023_013 e 178 _C24). Estes clones
foram sequenciados integralmente pelo grupo de pesquisa da Prof2. Marie-Anne van Sluys e a
presenca da sequéncia de SCAMT3;3 foi confirmada. Uma vez que o genoma de cana-de-
acUcar apresenta carater polipldide e redundante (GARSMEUR et al., 2010) foram feitas
diversas analises in silico tanto com as regiGes promotoras quanto as codificantes do gene
ScAMT3;3 identificados nos dois clones de BACs. O objetivo desta analise in silico foi de
selecionar a sequéncia alvo mais relevante (potencialmente expressa) para dar procedimento a
caracterizacéo funcional do gene.

Antes mesmo da divisdo entre monocotiledoneas e dicotiledéneas, duplicagfes
genéticas geraram as subfamilias de transportadores de aménio AMT1 e AMT2, que compdem
grupos distintos evolutivamente e funcionalmente (MCDONALD et al., 2012;
WITTGENSTEIN et al., 2014). Plantas como Arabidopsis (A. thaliana), alamo
(Populus trichocarpa) e soja (Glycine max) possuem entre 5 a 6 representantes de
genes AMT1 (SOHLENKAMP et al., 2000; COUTURIER et al., 2007; KOBAE et al., 2010;
KOEGEL et al., 2013), enquanto que o nimero de genes encontrados e caracterizados dessa
subfamilia em sorgo (Sorghum bicolor) foi de 2 membros, 3 em milho (Zea mays),
3 em arroz (Oryza sativa) e 2 cana-de-agucar (Saccharum spp.) (BAO-ZHEN et al., 2009;
KOEGEL et al., 2013; VITTI, 2015). E provavel que o numero diferencial de genes da
subfamilia AMT1 reflita na diferenca organizacional entre monocotileddneas e dicotiledéneas
(COUTURIER et al., 2007; KOEGEL et al., 2013).

Em relacdo a subfamilia AMT2, o genoma de cana-de-acucar possui uma diversidade
maior de representantes, tendo sido identificados 7 membros (KOLTUN, 2016). Genes desta
subfamilia também foram identificados em O. sativa (9 genes), S. bicolor (6 genes),
Z. mays (4 genes), Setaria italica (6 genes), G. max (10 genes), P. trichocarpa (8 genes),
Prunus persica (4 genes), Solanum lycopersicum (1 gene), A. thaliana (1 gene), entre outras

especies.
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A andlise de filogenia realizada para a identificacdo de sequéncias de AMT2 em
embriofitas dividiram esta subfamilia nos supergrupos A e B (VON WITTGENSTEIN et al.,
2014). O supergrupo A é composto pelos grupos Al, A2 e A3. O grupo Al esta presente em
monocotiledoneas e eudicotiledbneas, sendo representado pelos membros AMT2;1 e AMT2;2.
No grupo A2, composto por sequéncias de AMT3;1, o numero de genes é varidvel em
monocotiledéneas, enquanto em eudicotileddneas existe apenas um membro desse grupo,
como para P. trichocarpa (PtAMT3;1), ou nenhum membro, como o caso de Arabidopsis.
Por ultimo, genes do grupo A3 estdo presentes apenas em monocotileddneas, sendo AMT3;2
e AMT3;3 seus Unicos representantes (WITTGENSTEIN et al., 2014). De acordo com essa
classificacdo, cana-de-acucar possui dois membros do grupo Al (SCAMT2;1 e SCAMT2;3),
dois no grupo A2 (SCAMT3;1 e SCAMTS3;2) e dois no grupo A3 (SCAMT3;3A e B).
O supergrupo B compreende as sequéncias de AMT4 da subfamilia AMT2 (WITTGENSTEIN
et al., 2014), sendo que cana-de-agucar apresenta 1 membro identificado como SCAMT4
(VITTI, 2015).

Apesar dos supergrupos A e B serem encontrados em angiospermas, algumas
sequéncias de AMT2 de bridfitas estdo presentes nos dois supergrupos. Em algas verdes foram
identificadas sequéncias génicas semelhantes a AMT2 apenas em membros da diviséo
Chlorophyta e ordem Mamiellales. Contudo, estas sequéncias possuem uma divergéncia
grande guando comparadas as sequéncias AMT2 de embriofitas, indicando um processo
evolutivo distinto (MCDONALD et al., 2010; 2012). Isto sugere que um ancestral comum
entre os dois grupos de plantas apresentava duas cdpias de AMT2 no seu genoma e que uma
copia em bridfitas tenha sido perdida ao longo do processo evolutivo (WITTGENSTEIN et
al., 2014). Quando as sequéncias de AMT2 de procariotos, também denominadas de MEPa,
sdo comparadas diretamente com as de plantas terrestres, pode-se inferir que uma possivel
transferéncia horizontal de genes tenha ocorrido, j& que as sequéncias sdo muito parecidas
com as de AMT2 de Archaea. Além disso, outro processo de transferéncia horizontal de genes
de bactéria seria responsavel pelo surgimento de AMT2 em Mamiellales (MCDONALD et al.,
2012). Estima-se que sequéncias de AMT2 de embriéfitas tenham se originado a partir de um
Unico ancestral comum e que, portanto, os supergrupos A e B teriam divergido em
angiospermas, possibilitando a divisdo nas suas fungdes como transportadores de amonio.
Logo, entender a funcdo 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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Cultivares modernas de cana-de-agucar (Saccharum spp.) sdo hibridos
interespecificos, cujo genoma nuclear é composto pela combinacdo dos genomas das espécies
Saccharum  officinarum, com alto potencial para producdo de acucar, e
Saccharum spontaneum, planta com baixo teor de acucar (DANIELS; ROACH, 1987;
D’HONT; GLASZMANN, 2011). Portanto, o genoma de cana-de-agucar hibrida apresenta
alto grau de poliploidia, tipicamente 2n = 8x = 80, com n = 10 (n sendo o nimero haploide de
Cromossomos em organismos eucariotos e X 0 nimero de monoploide de cromossomos em
organismos poliploides) (D’HONT et al., 1996.). Estima-se que 0 genoma de cultivares
modernos de cana-de-agucar seja composto por aproximadamente 80% dos cromossomos de
S. officinarum, 10 a 15% de S. spontaneum, e 5 a 10% de cromossomos recombinantes
(D’HONT et al., 1996). Devido a complexidade genética ocasionada pela alta poliploidia,
aneuploidia e hibridizacdo interespecifica, diversos projetos foram criados na tentativa de se
entender o genoma da cana-de-agUcar, incluindo o desenvolvimento de mapas genéticos, a
producdo de bibliotecas de ESTs (Expressed Sequence Tags), BACs e transcriptomas, e
finalmente uso de sequenciamento e montagem do genoma (SOUZA et al., 2011; ZHANG et
al., 2014; OKURA et al., 2016; RIANO-PACHON et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

No inicio deste trabalho a identificacdo dos membros AMTs em cana-de-agUcar foi
realizada por meio de sequéncias armazenadas em bibliotecas de clones BAC sequenciados,
conforme mencionado anteriormente. Recentemente, a sequéncia do genoma de
S. spontaneum foi disponibilizada (ZHANG et al., 2018). Deste modo, foi realizada uma
busca por BLAST usando sequéncias AMTs de sorgo (Sorghum bicolor). Anélises
filogenéticas e a analise do motivo de assinatura para a proteina foram conduzidas para
entender as relagcdes evolutivas e moleculares entre SCAMT3;3 de biblioteca BAC de cana-de-
acucar cv. R570 e de seu parental selvagem S. spontaneum. No genoma de sorgo existem
8 sequéncias AMTs e no genoma S. spontaneum foram identificadas 8 sequéncias, com total
de 30 sequéncias homologas (Tabela 1). Dentre as 30 sequéncias homologas a AMTs dentro
do genoma de S. spontaneum, a sequéncia Sspon.03C025059297 ndo foi utilizada nas anélises
devido alta divergéncia em relacdo as demais sequéncias, apesar de ser classificada como
AMT.
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Tabela 1. Caracterizacdo de genes AMTs em cana-de-agUcar Saccharum spontaneum cv. ‘AP85-441’
(ndmero de acesso do projeto no NCBI PRINA483885)

Gene Locus ID Tamanho de Diregéo Tamanho da No. hélices No. éxons  No. introns
CDS (pb) proteina (aa) transmembrana
SSAMTL;1A Sspon.05A022801161 1.488 - 496 11 1 0
SSAMT1;1B Sspon.05B016943895 1.482 - 494 11 1 0
SsAMT1;1C Sspon.05C014374467 1.488 - 496 11 1 0
SSAMT1;1D Sspon.05D024411468 1.488 - 496 11 1 0
SSAMT1;3A Sspon.04A023309391 1.460 + 484 10 1 0
SSAMT1;3B Sspon.04B020006733 1.461 - 485 10 1 0
SsAMT1;3D Sspon.04D047239540 1.461 - 485 10 1 0
SSAMT2;1A Sspon.07A034255374 1.473 + 490 11 3 2
SsAMT2;1B Sspon.07B013795112 1.473 + 490 11 3 2
SSAMT2;1C Sspon.07C010886070 1.473 + 490 11 3 2
SsAMT2;1D Sspon.07D013385600 1.473 + 490 11 3 2
SSAMT2;2B Sspon.03B018068922 1.494 + 496 11 3 2
SsAMT2;2C Sspon.03C025054142 1.494 + 496 11 3 2
SSAMT2;2D Sspon.03D015904303 1.494 - 496 11 3 2
SSAMT3;1B Sspon.03C013841470 1.466 - 487 11 2 1
SSAMT3;1C Sspon.03C019321296 1.467 - 488 11 2 1
SSAMT3;1D Sspon.03D012410790 1.467 - 488 11 2 1
SSAMT3;2A Sspon.01A109176852 1.452 + 483 11 2 1
SSAMT3;2B Sspon.01B105233578 1.452 - 483 11 2 1
SSAMT3;2D Sspon.01D109982685 1.452 + 483 11 2 1
SSAMT3;3A Sspon.04A031681449 1.452 + 483 11 2 1
SSAMT3;3B Sspon.04B027370567 1.452 - 483 11 2 1
SSAMT3;3B Sspon.04B027384025 1.452 + 483 11 2 1
SsAMT3;3C Sspon.04C030909860 1.452 - 483 11 2 1
SsAMT3;3D Sspon.04D032010432 1.452 - 483 11 2 1
SSAMT3;3 Sspon.tig000014131 945 + 315 7 1 0
SSAMT4B Sspon.01B121582941 1.423 - 472 11 2 1
SSAMT4D1 Sspon.01D094799176 1423 - 472 11 2 1
SSAMT4D2 Sspon.01D095238110 1423 - 472 11 2 1
SsSAMT5C Sspon.03C025059297 339 + 112 0 1 0

A analise filogenética realizada indicou a formacdo de dois ramos principais, sendo
um deles formado por sequéncias de transportadores de aménio da subfamilia AMTL1 e o
outro por sequéncias da subfamilia AMT2 (Figura 6). Além disso, evidenciou-se que ambos
os clones de BAC para SCAMT3;3 estdo contidos no mesmo clado que o seu ortélogo
SbAMT3;3 e que eles compartilham similaridade com pelo menos 6 sequéncias AMTSs de seu
parental selvagem. Por ultimo, os alelos do gene ScCAMT3;3 estdo localizados nos
cromossomos 4A, 4B, 4C e 4D, havendo uma duplicacdo no cromossomo 4D. Uma sequéncia
parcial de SCAMT3;3 também foi encontrada em um grupo de sequéncias nao classificadas
dentro do mesmo banco de dados (Sspon.tig000014131). Esta sequéncia ndo foi incluida nas

analises futuras.
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Figura 6. Representacdo filogenética das subfamilias AMT1 e AMT2 formada por sequéncias de
sorgo (SbAMT), os dois clones BAC contendo SCAMT3;3 (BAC 023 013 e BAC 178 C24) e
sequéncias oriundas de sequenciamento do genoma de Saccharum spontaneum cv. ‘AP85-441°
(nmero de acesso do projeto no NCBI PRINA483885). A analise foi conduzida no programa MEGA

X empregando o principio de evolugdo minima
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Considerando que os clones de BAC_023 013 e 178 C24 sdo fragmentos de
cromossomos de cana-de-agUcar cultivar hibrida cv. R570, foram conduzidas analises para
verificar se estas sequéncias SCAMT3;3 sdo mais similares as de S. spontaneum ou
S. officinarum. Para isto, foram utilizadas sequéncias de contigs oriundas do projeto mais
recente do sequenciamento do genoma de Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280’
(RIANO-PACHON et al., 2017). Apds a busca pelas sequéncias utilizando sequéncias AMTs
de sorgo como referéncia, e filtragem de dados redundantes, as sequéncias de aminoacidos
foram conduzidas as analises filogenéticas a fim de confirmar a presenca de SCAMT3;3 na

cultivar hibrida. Ao todo, 16 sequéncias AMTs foram encontradas (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo de genes AMTs em cana-de-agUicar Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280°
(nGmero de acesso ao projeto no NCBI PRINA272769)

Gene Locus ID Tamanho de Direcio Tamanho da No. hélices No. éxons  No. introns
CDS (pb) proteina (aa) transmembrana
SCAMT1;1 SP80-3280.192437 291 + 97 1 1 0
SCAMT1;3 SP80-3280.191182 1.461 - 487 10 1 0
SCAMT2;1 SP80-3280.17361 672 - 224 5 1 0
SCAMT2;2 SP80-3280.150648 1.623 - 505 11 3 2
SCAMT2;2 SP80-3280.198958 1.359 + 324 8 3 2
SCAMT3;1 SP80-3280.194637 1.554 - 518 11 2 1
SCAMT3;2 SP80-3280.113064 1.506 + 502 11 2 1
SCAMT3;2 SP80-3280.136980 1.458 + 486 11 2 1
SCAMT3;2 SP80-3280.192956 972 - 324 8 1 0
SCAMT3;3 SP80-3280.164158 861 + 287 6 1 0
ScAMT4 SP80-3280.96315 1.365 + 455 11 2 1
SCAMT4 SP80-3280.173378 1.365 - 455 11 2 1
SCAMT4 SP80-3280.197107 1.617 - 503 11 3 2
ScAMT4 SP80-3280.130766 1.455 + 485 8 1 0
SCAMT4 SP80-3280.139017 1.434 - 478 4 2 1
ScAMT4 SP80-3280.195709 1.404 - 468 6 1 0

A partir dos resultados obtidos, observa-se que apenas uma sequéncia parcial da
cultivar hibrida foi similar a de sequéncias oriundas de clones de BAC (Figura 7). Nao é
possivel confirmar a existéncia de duplicacdes, nem mesmo informar a respeito da localizacéo
cromossdmica do gene no genoma de cana-de-acUcar. Apesar disso, notou-se que ambas as
sequéncias SCAMT3;3 de BAC compartilham alta similaridade com pelo menos uma
sequéncia AMT3;3 de Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280°.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA272769/

59

SP80-3280.136980
SP80-3280.197107
SP80-3280.198958
SbAMT?32 Sb01g001970.1 1
SP80-3280.113064
SbAMT31 Sb03g041140.1 1
100 L SP80-3280.194637
SbAMT?33 Sb04g022390.1 1
[ScAMT33 BAC 178 C24]
88 5 SP80-3280.164158

[ScAMT33 BAC 023 013 AMT?

o8  SOAMT21 Sb09g023030.1 1
SP80-3280.17361
——fioo [ SP80-3280.192956
L SP80-3280.150648
100 |5 AMT22 Sb032038840.1 1
39| SP80-3280.130766

100 SP80-3280.195709
L S$P80-3280.139017
SP80-3280.173378
SP80-3280.96315
SbAMT4 Sb01g008060.1 1

44

15

45

87

SbAMT11 Sb06g022230.1 1
53 -
SP80-3280.192437 — AMTI1
SbAMT13 Sb04g026290.1 1
L SP80-3280.191182 "

—
020

Figura 7. Representacdo filogenética das subfamilias AMT1 e AMT2 formada por sequéncias de
sorgo (SbAMT), dois clones BAC contendo ScAMT3;3 (BAC_023 013 e BAC_178 C24) e
sequéncias de contigs oriundas de sequenciamento do genoma de Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280’
(numero de acesso ao projeto no NCBI PRINA272769). A analise foi conduzida no programa MEGA

X empregando o principio de evolugdo minima


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA272769/
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A sequéncia de aminoacidos deduzidas dos dois clones de BACs contendo o gene em
estudo foram alinhados juntamente com sequéncias traduzidas de SCAMT3;3 clonada de
cDNA oriundo de Saccharum spp. cv. ‘SP80-3280’ e sequéncias SCAMT3;3 identificadas em
genoma de S. spontaneum de modo a identificar possiveis variacdes em nucleotideos e
aminoacidos. O alinhamento das proteinas derivadas dos clones BAC com as proteinas
traduzidas de cDNA de ‘SP80-3280° ¢ genoma do parental selvagem de cana-de-agUcar
mostrou diferencas em suas sequéncias de alguns nucleotideos (dados ndo mostrados) e
algumas varia¢cfes de aminoacidos (Figura 8). Para a sequéncia SCAMT3;3 proveniente do
clone BAC 023 O13 em relagdo a sequéncia clonada de cDNA de ‘SP80-3280’ para andlise
funcional, observam-se 2 variacdes de aminoacidos, sendo uma arginina (R) ao invés de
glutamina (Q) na posicdo 106 e uma histidina (H) ao invés de arginina (R) na posicao 466
(Figura 8). Ja para a sequéncia SCAMT3;3 proveniente do clone BAC 178 C24, foram
observadas uma isoleucina (I) ao invés de metionina (M) na posi¢do 435 e uma valina (V)
ao invés de isoleucina (I) na posicdo 475 (Figura 8). O alinhamento maltiplo demonstrou que
a sequéncia obtida da clonagem de cDNA de ‘SP80-3280" apresentou similaridade de 100% e
identidade de 99,6% com o clone BAC_023 013. Enquanto isso, a regido codificante de
SCAMTS3;3 clonada de cDNA de ‘SP80-3280° mostrou 99,4% de identidade e 100% de
similaridade com o clone BAC 178 (C24. Por ultimo, SCAMT3;3 de ‘SP80-3280’ apresentou
99,8% de identidade e 100% de similaridade com a sequéncia Sspon.04C030909860 de
S. spontaneum. Estes dados revelaram que a sequéncia codificante clonada de SCAMT3;3 para
os estudos funcionais é mais proxima a sequéncia do clone BAC_023 013 e que ela se trata

de um alelo possivelmente contido no cromossomo 4C em S. spontaneum.
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Figura 8. Alinhamento das proteinas de SCAMT3;3 obtidas da tradugdo de sequéncias dos clones de
BACs, regido codificante de SCAMT3;3 clonada a partir de cDNA de Saccharum spp. ‘SP80-3280°,
e sequéncias homdlogas oriundas do genoma de Saccharum spontaneum cv. ‘AP85-441°. A analise foi

conduzida no programa MEGA X empregando o principio de evolugdo minima.

O gene SCAMT3;3 proveniente do clone BAC_023_013, exibe uma estrutura formada
por dois éxons e um intron, sendo que sua regido codificante é composta por 1.452 pb
(483 aminoacidos) (Figura 9). Vale a pena ressaltar que, em geral, membros da subfamilia de
genes AMT1 ndo apresentam introns na sequéncia génica, com excec¢do ao gene LJAMT1 de
Lotus japonicus (SALVEMINI et al., 2001). Por outro lado, genes da subfamilia AMT2
apresentam introns em suas sequéncias gendémicas (SUENAGA et al., 2003; COUTURIER et
al.,, 2007; GUETHER et al., 2009). O gene ScAMT3;3 proveniente do BAC 178 C24
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apresentou trés éxons e dois introns (Figura 8), confirmando que o gene SCAMT3;3 tenha
mantido a tendéncia da subfamilia AMT2 em apresentar introns na sua sequéncia.

ScAMT3;3_BAC_023_013

- ==

Promotor

ScAMT3;3_BAC_178_C24

VI

Figura 9. Representacdo esquematica das sequéncias génicas de SCAMT3;3 provenientes dos clones

Promotor

BAC 023 013 e BAC_178_C24 mostrando as suas respectivas regiGes promotoras (caixas vazias),
codificantes (caixas cheias) e intrdnicas (linhas entre caixas cheias). Barras em preto indicam escala de
500 pb

5.2  Caracterizacéo in silico de SCAMT3;3 identificados em BACs

Visando caracterizar detalhadamente as sequéncias génicas referentes ao gene
SCAMT3;3 encontradas nos dois clones de BAC de cana-de-agUcar, varias analises in silico
foram conduzidas para identificacdo dos dominios proteicos regulatdrios de transportadores
de aménio. A superfamilia de transportadores MEP/AMT/Rh caracteriza-se por apresentar
11 dominios transmembranares, tendo seu N-terminal voltado para a face exterior e seu
C-terminal voltada para a face citosolica da membrana plasmatica, além de um motivo de
assinatura conservado de 26 aminoacidos, seguindo o padrdo D-[FYWS]-[AS]-G-[GSC]-x(2)-
[IV]-X(3)-[SAG](2)-x(2)-[SAG]-[LIVMF]-x(3)-[LIVMFYWA](2)-x-[GK]-x-R (MARINI et
al., 1997; MARINI; ANDRE, 2000; LOQUE; WIREN, 2004). Para validar tais caracteristicas
nas sequéncias em estudo, a regido codificante do transportador SCAMT3;3 (proveniente do
cDNA de cana-de-agucar ‘SP80-3280") foi primeiramente traduzida com uso do programa

ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) e analisada nos bancos de dados

UniProt (http://www.uniprot.org/) e Prosite (http://us.expasy.org/prosite). Os dominios

transmembrana para essa proteina foram preditos a partir do programa TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://www.uniprot.org/
http://us.expasy.org/prosite
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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A andlise da proteina transportadora de aménio de cana-de-aglcar no programa
TMHMM resultou em 11 dominios com alta probabilidade de ocorréncia (Figura 10A), tendo
seu N-terminal voltado para o exterior da membrana e o C-terminal para o citoplasma,
estando de acordo com o padrédo esperado da superfamilia. Esta sequéncia também apresentou

0 motivo de assinatura conservado para o grupo MEP/AMT/Rh (Figura 10B), o qual esta
localizado entre os aminoacidos 198-223 (Figura 10C).
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Figura 10. (A) Dominios transmembran preditos no programa TMHMM para proteina SCAMT3;3,
oriunda de RNA-seq da cultivar ‘SP80-3280’. (B) Representacdo WebLogo para o motivo de
assinatura de 26 aminodcidos conservados da superfamilia MEP/AMT/Rh, depositado no banco de
dados do Prosite pelo nimero de acesso PS01219. (C) Representacdo gréafica do motivo de assinatura
conservado entre 41 membros da superfamilia MEP/AMT/Rh (caixa verde)


https://prosite.expasy.org/PS01219
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A superfamilia AMT pode ser encontrada em praticamente todos os dominios da vida
e, embora apresente uma similaridade baixa entre seus representantes (< 25%), ainda assim
exibe caracteristicas similares para o transporte do cation. Isso ocorre devido a presenca de
regibes conservadas para a funcionalidade dessas proteinas. Apesar da similaridade de
transportadores de amonio de plantas e de E. coli ou Archaeoglobus fulgidus ser relativamente
baixa (20-50%), as proteinas AMT de plantas mantém a similaridade de suas estruturas
terciarias e quaternarias, os dominios transmembrana, os loops citoplasmaticos e a regido
C-terminal. So encontradas divergéncias apenas nos loops extracelulares, principalmente em
termos de tamanho (LOQUE et al., 2007; NEUHAUSER et al., 2007; NEUHAUSER et al.,
2009; GUETHER et al.,, 2009). AlteracBes no sitio de ligacdo extracelular de alguns
transportadores de planta podem resultar na inibicdo ou reducdo da atividade do
transportador; além disso, mutacbes adicionais tém identificado outros importantes
aminoacidos, ambos na entrada do poro e nos loops citoplasméticos (PANTOJA, 2012).

Entre os aminoacidos conservados em genes ortélogos de AMTs estdo o triptofano
W148 e serina S219 em cepas de E. coli ECAmtB, supostamente essenciais para a formacéo
da estrutura do sitio de ligacdo com aménio (PANTOJA, 2012). A maioria destes residuos sao
bem conservados, com a excec¢do do S219, o qual € substituido por alanina ou aspartato nas
proteinas AMT2. Uma andlise mais detalhada nos poros presumiveis foi realizada no
homologo de EcCAmtB. A maioria dos resultados sobre o papel dos residuos localizados no
sitio de ligacdo/recrutamento de amoénio tem demonstrado que a substituicdo de triptofano
W148 e serina S219 por alanina ou leucina, ndo modificam o nivel de atividade de ECAmtB,
entretanto, algumas mudancas foram observadas nas propriedades de transporte
(NEUHAUSER et al., 2009). Esta poderia ser uma explicacio para a menor capacidade de
transporte das proteinas AMT2 de plantas quando comparadas com membros da subfamilia
AMTL. A substituicdo natural de S219 por alanina em AtAMT2;1 e LJAMT2;1 juntamente
com resultados de mutantes de ECAmMtB219A desafiam o papel proposto para S219 na ligacédo
com o aménio por meio de pontes de hidrogénio e sugere que outros aminoacidos estejam
envolvidos na ligacdo de amonio (PANTOJA, 2012), como o caso de simulagdes realizadas
em EcAmtB que indicam que &cido aspartico D160 estabiliza o NH4" indiretamente no
vestibulo externo ao poro, e a agua atua como receptor de H* do NH4* no processos de
co-transporte de NHa/H* no poro (BOSTICK; BROOKS, 2007; NEUHAUSER et al., 2014).

Evidéncias bioquimicas demonstraram que as proteinas MEP e AMT formam trimeros
com uma orientacdo extra-citosolica do N-terminal e intra-citosélica do C-terminal
(LUDEWIG et al., 2003; GRAFF et al., 2010). As analises funcionais de mutacdes pontuais
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no transportador de tomateiro (S. lycopersicum) SIAMT1;1 demonstraram que a dele¢do ou
substituicdo de duas cisteinas (C3S e C27S) por serina 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 metilamonio (anédlogo téxico ao
amonio), 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 formacéo 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).

Uma vez que esses dois aminoacidos ja foram descritos como fundamentais para a
estabilidade dos oligbmeros dos AMTs em tomateiro, a sequéncia do N-terminal dos
transportadores de aménio identificados no genoma de cana-de-agucar foi alinhada com
0 N-terminal de membros da subfamilia AMT2 e/ou AMT1 de Arabidopsis, tomateiro
(S. lycopersicum), arroz (O. sativa), milho (Z. mays), sorgo (S. bicolor), alamo
(P. trichocarpa), lotus (L. japonicus), além das sequéncias para membros da subfamilia AMT1
e AMT2 de cana-de-agicar ScAMTL;1, ScAMT1;3 (compl10189 cO seql e
comp110189 c0 _seq3), SCAMT2;1 (compl105883 c0_seql3, e BACs 032_A1l12, 038 _GO02,
118 C18, 216_D16 e 235_F05) e SCAMT3;3 (BACs 023_013 e 178_C24). Com excecdo da
proteina de tomateiro SIAMT1;3, os demais membros da subfamilia AMTL1 apresentaram as
duas cisteinas conservadas, incluindo os transportadores de amonio de cana-de-agucar
(Figura 11A, 11B e 11C), o que indica a provavel formagdo de trimeros de proteinas AMTSs
na membrana plasmatica de células dessa graminea. Em contrapartida, estas cisteinas estéo
ausentes em SCAMT3;3. Comparaces entre membros das familias AMT, MEP e Rh j&
demonstraram que a conservacdo dos residuos de cisteina sdo encontrados apenas nos
membros da familia AMT1 de plantas (GAZZARRINI et al., 1999; SALVEMINI et al., 2001;
D’APUZZO et al., 2004), sendo ausentes nos membros da subfamilia AMT2 de plantas
(SOHLENKAMP et al., 2002). Adicionalmente, residuos de cisteina no N-terminal ndo estao
presentes na maioria dos homologos de MEP e AMT dos procariotos, incluindo as proteinas
cristalizadas AmtB de E. coli e Amt-1 de Archaeoglobus fulgidus (GRAFF et al., 2010).
Portanto, a estabilidade dos trimeros dos transportadores de aménio MEP ou AMT néo
pertencentes a plantas deve ser independente das cisteinas do N-terminal (GRAFF et al.,
2010), sendo possivelmente similar ao caso de SCAMT3;3.
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Figura 11. Alinhamento mdltiplo em sequéncias de aminoacidos do N-terminal de membros da
subfamilia AMT1 e/ou AMT2 de Arabidopsis (AtAMT), tomateiro (SIAMT), arroz (OsAMT),
milho (ZmAMT), sorgo (SbAMT), alamo (PtAMT) e lotus (LJAMT). Comp110189 cO_seql,
comp110189 c0_seq3 e compl105883_c0_seql3 se referem as sequéncias de transcritos obtidas por
meio de RNA-seq de tecidos de cana-de-agucar (‘SP80-3280). Alinhamentos realizados no Clustal W
e agrupamentos para: A. AMT1. B. AMT2. e C. Representacdo WebLogo para 0s residuos
conservados entre as proteinas AMT1 de arroz, cana-de-agUcar, milho e sorgo. As setas pretas indicam
as cisteinas conservadas entre os membros dessa subfamilia. Os nimeros de acesso para os distintos

AMTs estdo indicados juntamente com o0 nome das sequéncias.
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A regido C-terminal das proteinas AMTs também possui funcdo regulatéria nesses
transportadores de membrana. Um aminodcido localizado nesta regido que desempenha papel
crucial na manutencdo da funcionalidade destas proteinas € a Glicina456 (G456; SIAMT1;1)
(LUDEWIG et al., 2003). A mudanca de G456 por Asp inativa o transporte de SIAMT1;1 e
de seu paralogo SIAMT1;2, sendo esta a primeira evidéncia de que transportadores de aménio
formam oligbmeros, processo esse primeiramente descrito para os transportadores homologos
MEP de levedura S. cerevisiae (G413; MARINI; ANDRE, 2000).

Da mesma forma, mutacbes na G456 equivalente em transportadores de aménio de
tomateiro inativaram transportadores co-expressos de uma maneira dominante (LUDEWIG et
al., 2003). Inibicéo cruzada por subunidades de mutantes foram tomadas como uma evidéncia
para homooligomerizacdo e possivelmente heterooligomerizacdo em AMTs de plantas
(LUDEWIG et al., 2003). A Glicina532 foi encontrada em todos os AMTs de plantas aqui
avaliadas, sejam eles da subfamilia AMT1 ou AMT2, incluindo as proteinas de cana-de-agucar
(Figura 12A, 12B e 12C). Embora esses dados evidenciem a importancia do C-terminal
citosélico na atividade de transporte dos AMTS, a relevancia fisioldgica dessas observacoes

permanece a ser elucidada.
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Figura 12. Alinhamento em aminoacidos do C-terminal de membros da subfamilia AMT1 e/ou AMT2
tomateiro (SIAMT), arroz (OsAMT), milho (ZMAMT),
sorgo (SbAMT), alamo (PtAMT) e lotus (LJAMT). Comp110189 c0 seql, compl110189 cO seq3,

comp105883 c0 seql3, referem-se as sequéncias de transcritos obtidas por meio de RNA-seq de

e Arabidopsis thaliana (AtAMT),

tecidos de cana-de-agticar (‘SP80-3280’). A. Alinhamento realizado no ClustalW, agrupamento da
subfamilia AMT1 e. B. subfamilia AMT2. C. Representacdo WebLogo para 0s residuos conservados

entre as proteinas AMT1 e AMT2. A seta cinza indica a Glicina 532 (G532) e a seta preta indica a

Treonina 536 (T536)
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Outro aminoécido comprovadamente importante localizado no C-terminal é a
Treonina536 (T536), equivalente & T460 em AtAMT1;1. Um processo de regulacéo alostérica
foi descrita para AtAMT1;1 de Arabidopsis, no qual a ativacdo ou inativacdo do complexo
proteico depende de modificacdes conformacionais ocasionadas pela fosforilagdo do residuo
T460, sendo que este mecanismo regula o influxo de aménio nas raizes impedindo que esse
nutriente possa causar toxidez nas células (LOQUE et al., 2007; LANQUAR et al., 2009).

O alinhamento da sequéncia do C-terminal dos transportadores de amonio
identificados em clones BACs e RNA-seq de cana-de-agucar com o C-terminal de membros
das subfamilias AMT1 e AMT2 de varias espécies, permitiu identificar que a Treonina 460
ndo é conservada nas proteinas SCAMT2;1 e SCAMT3;3 de cana-de-aglcar. A conservagao
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, estudos recentes
em Arabidopsis demonstram que apesar das proteinas AtAMT1;1 e AtAMT1;3 possuirem
T460 conservada na regido C-terminal, apenas em AtAMT1;1 T460 é fosforilado in vivo sob
condigdes de provisdo de amonio (YUAN et al., 2013). Portanto, é provavel que proteinas
ScAMT3;3 nédo possuem regulacao similar no C-terminal.

A regido promotora do gene SCAMT3;3 foi definida arbitrariamente como uma
sequéncia de 2.000 pb upstream ao codon de iniciacdo da transcricdo desse gene (ATG),
levando em consideracdo o alto nimero de possiveis transposons nesta regido. O alinhamento
das sequéncias promotoras dos clones BACs 023 013 e 178 C24, juntamente com
sequéncias SCAMT3;3 identificadas em S. spontaneum ¢ cv. ‘SP80-3280’ revelou que a
regido mais proxima ao codon de iniciacdo da transcrigdo do gene é muito conservada, poréem
existe grande heterogeneidade na regido mais distal do promotor (Figura 13A). Apesar disso,

ambas regides promotoras de BAC foram mais similares as de S. spontaneum (Figura 13B).
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Para verificar possivel presenca de elementos moveis na regido regulatéria de
SCAMT3;3, os dois clones BAC 023_013 e 178_C24 foram analisados pelo programa Censor.
Foram identificados 6 elementos moveis para o clone BAC_023_013, dois quais quatro séo
transposons classicos (DNA/Hairbinger e DNA/Polintron) e dois sdo retrotransposons
(LTR e ndo LTR). O parametro de similaridade obtida apresentou valores de 75% a 84% e alto
Score de alinhamento local com o banco de dados (Figura 14A). Em relagdo ao clone
BAC 178 C24, foram detectados apenas 2 elementos moveis, ambos transposon classicos,
com similaridade de aproximadamente 75% e Score elevado para um deles (Figura 14B).
Com estas informag6es conclui-se que o clone BAC_023_013 possui insercdo de dois
transposons, enquanto o clone BAC_178 C24 apresenta possivelmente uma Unica inser¢do na

regido 5’ regulatoria do gene SCAMT3; 3.

A Pro_BAC_023_013 (SVG Plot; Alignments; Masked)

«HOS»

T L L
l Name ”Fl‘om_ To ” Name || Erom || To | Class AI Sim ”Pos.ﬂ"Mm:Ts”Scm‘e|
Pro_BAC 823 013 | 1 | 151 1562 [ 1 J[ 139 |[onasHarbinger || ¢ |le.8071]] 1.2778 || 673
Pro_BAC_823_013 || 247 | 292 R4-1_CPB 3073 |[ 3117 | NonLTR/R4 d |e.7826| 1.2857 || 238
Pro_BAC_823_013 || 897 ||1078|[ Touristla S8 | 6 | 188 | DNA/Harbinger || d |[e.8415| 2.eeee || 1086
Pro_BAC_023_013 [|1137/1343 1SB18 1 |[ 2e¢ | onasHarbinger || d |[e.8e42|[ 1.6364 || 994
[Pro_sac_e23_013 |[1688][1755|[ Polinton-1_cB [[14532][14601][ DNA/Polinton || ¢ [@.7465]] 2.eee0 | 229 |
[Pro_sac_e23_013 |[1932][199e|[ nuDR-n3e3 o0s |[ 296 || 361 || ona/muDR || d [le.79e3]] 1.seee || 206 |

B Pro_BAC_178_C24 (SVG Plot; Alignments; Masked)

@SOS

- - L
Name Erom| To l Name ||Erom || To | Class ||Dir| Sim Pos/Mm:Ts ||Score

Pro_BAC_178_c24 || 23 |[1e1 || MuDR-n116B_0s |[ 1939 |[ 2011 DNA/MuDR c |le.71es| 1.2857 | 2e1
Pro_BAC_178_C24 || 317 | 548 1SB1 |[ 2 [ 234 |[onasHarbinger |[ ¢ Jl0.7576][ 1.7857 | sse
Pro_BAC_178_C24 [|1675/1742 || Polinton- 14532][14601][ DNA/Polinton [ ¢ |[e.7465][ 2.0ee0 |[ 229 |
[Pro_Bac_178_c24 |[1919][1982][ 1uDr-n3e3 os |[ 296 |[ 361 || oma/MuDR d |[e.7424] 1.5556 [ 221 |

Figura 14. Analise de regides regulatérias (2.008 pb upstream ao cdédon ATG) de ScCAMT3;3 nos clones
BAC_023 013 (A) e BAC_178_C24 (B) para presenca de elementos mdveis de transposicdo (retdngulos em
vermelho ou lil&s) pelo programa Censor, indicando nome, classificagéo, posicao e pontuagdes para similaridade

de alinhamento local dos elementos moveis encontrados
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Apesar das diferencas na sequéncia de nucleotideos, as sequéncias promotoras de
ambos clones BACs para SCAMT3;3 foram alinhadas e analisadas para verificar presenca de
elementos regulatdrios, tais como ilhas CpG e repeticdes em tandem. llhas CpG sao definidas
como sendo regiBes do genoma nas quais o conteudo de guanina (G) ou citosina (C) excede
50%, e a frequéncia de CpG é aproximadamente igual a frequéncia GpC (GOLDMAN, 2001).
CpG refere-se ao dinucleotideo formado por uma ligagdo fosfodiéster entre C e G na mesma
fita de DNA. Elas sdo muito raras devido a ocorréncia de mutacdes ocasionadas por metilacdo
do DNA em C por 5-metilcitosina. Apesar disso, as ilhas CpG sdo frequentemente
encontradas em regides regulatérias do genoma, principalmente em promotores tecido-
especificos. Repeticdes em tandem sdo sequéncias repetidas de DNA adjacentes umas as
outras. Estas regifes possuem alta propensao a mutacdes, visto que erros durante a replicacdo
do DNA podem alterar o numero de unidades de repeticdo muito mais frequentemente que as
préprias mutagdes pontuais em nucleotideos (RANDO; VERSTREPEN, 2007). Em regibes
regulatorias, as repeticdes em tandem sdo elementos variaveis e que podem facilitar o ajuste
fino da expressdo de genes por meio de alteracdes na estrutura final da cromatina (VINCES,
2009). A analise comparativa das regides promotoras dos clones de BACs para SCAMT3;3
envolvendo elementos regulatorios demonstrou a existéncia de regido conservada entre 0s
promotores avaliados para o gene SCAMT3;3 dos dois clones BAC, porém ndo foram
encontradas ilhas CpG e nem mesmo repeticbes em tandem (Figura 15). Com base nestas
consideracdes, e o fato de que a sequéncia gendmica de SCAMT3;3 de BAC_023_013 contém
apenas um intron, esta sequéncia foi escolhida para a clonagem da regido promotora e regido

codificante para sua caracterizagéo funcional.
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Figura 15. Comparagdo das regides regulatorias (2.008 pb upstream ao cédon ATG) para SCAMT3;3 dos
clones BAC_023 013 e BAC_178_C24, realizada pelo programa PlantPAN 2.0, indicando auséncia de
elementos regulatérios (ilhas CpG e repeticdes em tandem) e presenca de regides conservadas (retangulos

alaranjados interligados por linhas cor de rosa) entre os promotores estudados

53  Expressdo heteréloga de SCAMT3;3 em levedura

Com o objetivo de caracterizar a capacidade de transporte de aménio pelo produto do
gene SCAMT3;3 de cana-de-agucar, foi realizado um experimento de complementacao da cepa
de levedura mutante 31019b, mutante triplo defectivo para absor¢cdo de aménio (MATa mep 14
mep2A::LEU2 mep3A4::KanMX2 ura3) (MARINI et al., 1997). Muitos estudos visando
caracterizar a funcionalidade e capacidade de transporte de aménio tem empregado esta cepa
de levedura (GAZZARRINI et al., 1999; WIREN et al., 2000; LUDEWIG et al., 2003;
LOQUE et al., 2006a; GU et al., 2013).

O experimento consistiu na producdo de trés eventos de transformacdo genética das
cepas de levedura mutante a partir do método modificado empregando acetato de litio/DNA
de esperma de salmdo/PEG (GIETZ; SCHIESTL, 2007). Em cada evento, foi utilizado como
inserto o vetor pDR196 vazio, o vetor pDR196 contendo a regido codificante de SCAMT3;3 e
0 vetor pDR196 contendo a regido codificante AtAMT1;1. O gene AtAMT1.1 de A. thaliana ja
foi descrito e funcionalmente caracterizado como uma proteina transportadora de amonio,
atuando no sistema de transporte de alta afinidade (HATS) e possui alta capacidade de
transporte de aménio (MAYER; LUDEWIG, 2006; LOQUE et al., 2006a; LOQUE et al.,
2007). Portanto, os genotipos obtidos em cada evento de transformacdo foram denominados
de mep:pDR196, mep:AtAMT1;1 de mep:AtAMT1;1, mep:pDR196 e mep:SCAMT3;3. Um
volume de 5 pL de cada diluicdo de suspensdes celulares de cada genétipo de levedura foi
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inoculado em placas de Petri contendo meio minimo YNB suplementado com concentracdes
crescentes de amdnio (NH4") sob a forma de cloreto de aménio (NH4Cl) (0,2, 05,1, 2,3,5¢€
20 mM) ou 100 mM de seu analogo téxico, metilamonio (MeA) (GAZZARRINI et al., 1999).
Placas com meio YNB suplementado com 1 mM de arginina (Arg) foram utilizadas como
controle positivo experimental. O crescimento das leveduras foi avaliado visualmente,
podendo correlacionar a capacidade de complementacdo do mutante defectivo no transporte,
além de permitir inferir uma maior ou menor absor¢do de aménio (Figura 16).

Em presenca de arginina como fonte de N, todos os gendétipos de levedura cresceram
de maneira similar, validando a relagcdo das diferencas encontradas nos demais meios de
cultivo com presenca e concentragdes variadas de amonio.

Células de levedura mutante expressando ScAMT3;3 ndo apresentaram
complementacédo da funcédo de absorcdo de amdnio em concentracdes 0,2 e 0,5 mM de NH4*
em pH 6,0. Isto é o crescimento do mutante foi complementado devido restituicdo da
capacidade de transporte sob 1, 2, 3e 5 mM de NH4" em pH 6,0, mesmo que a diferenca entre
o0 controle negativo e mep:SCAMT3;3 tenha sido muito ténue quando comparado a AtAMT1;1
que possui maior capacidade de transporte de NHs" (YUAN et al., 2007b). Genes da
subfamilia AMT2 de sorgo, SbAMT3;1 e SbAMT4 também complementaram mutantes triplos
de levedura em células crescidas a pelo menos 1 ou 2 mM de NH4" (KOEGEL et al., 2013),
sugerindo similaridades na capacidade de transporte entre esses ortdlogos de cana-de-acUcar e

sorgo.



75

1 10" 102 103 i | 101 102 103 1 101 1072 103

0,2 mM NHas+ pH 6,0

1 mM Arg pH 6,0 0,5 mM NHa+ pH 6,0
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20 mM NHs+ pH 6,0 100 mM MeA pH 6,0

mep:AtAMTI; 1
mep:PDR196

mep:ScAMT3;3

Figura 16. Analise funcional de SCAMT3;3 em levedura defectiva para o transporte de alta afinidade
de amonio. Leveduras mutantes foram transformadas com vetores pDR196 contendo o gene
AtAMT1;1 ou SCAMT3;3. Transformantes foram selecionados em meio YNB contendo Arg e 5 puL da
suspensao de células de levedura foram adicionadas, além de cada diluicdo das suspensdes celulares de
1, 10, 102 e 107 dos transformantes mep:AtAMT1;1 como controle positivo, mep:pDR196 vazio
como controle negativo e mep:ScAMT3;3 em concentragdes crescentes de cloreto de aménio (NH4")
ou metilamonio (MeA) em pH 5, 6 ou 7,5, além de arginina (Arg). As células foram cultivadas a 28°C

por 5 dias
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O pH altera a forma predominante entre NH3/NH4". Am6nia (NHs) é uma base fraca
(pKa = 9,25), a qual apresenta-se mais que 99% na forma protonada (NHs") em pH neutro
(LUDEWIG et al., 2003). Com o aumento do pH de 5,0 para 7,5, a concentracdo de NHs
aumenta 316 vezes, enquanto a concentracdo de NH4" altera pouco (MAYER; LUDEWIG,
2006). Desta forma, espera-se encontrar mais NH4* em pH 5,0 e mais NH3 em pH 7,5.
A complementacdo de mutantes triplos de levedura com o ScAMT3;3 foi realizada a
5 mM de aménio em condi¢des de pH distintas (5,0, 6,0 e 7,5). A variacdo de pH 5,0 para
pH 7,5 no meio de cultura contendo as leveduras mutantes expressando a proteina SCAMT3;3
levou a maior capacidade de transporte de amoénio de maneira a confirmar a possibilidade do
recrutamento de amonio no vestibulo externo do poro e transporte de NHs/H* para o gene da
subfamilia AMT2 de cana-de-acUcar.

Analises de estruturas de proteinas cristalizadas de AmtB em E. coli, aliadas a estudos
de modelagem computacional e de mutagdes dirigidas indicam que NH4" é deprotonado antes
da passagem pelo poro através da acdo de uma histidina, e apos a passagem pelo lamen do
poro, NHs ¢ reprotonado e liberado ao citosol da célula (JAVELLE et al., 2008). No entanto,
outros estudos em AmtB de E. coli sugerem que NH4" seja recrutado pelo poro para que
ocorra 0 transporte para o citosol (FONG et al.,, 2007). Em plantas, estudos recentes
demonstram a existéncia de ortdlogos a AMT2 que realizam o transporte de NHs, sendo que
em estudos com od6citos e leveduras, essas proteinas ndo apresentaram transporte eletrogénico
(GUETHER et al., 2009), o que difere de membros da subfamilia AMT1 (NEUHAUSER et
al., 2009; 2014).

A proteina de cana-de-agucar SCAMT3;3 foi incapaz de transportar o analogo toxico a
amonio, metilaménio (MeA), pois ndo houve diferenca de crescimento entre as células de
levedura complementadas com a atividade de SCAMT3;3 e células de levedura mep:pDR196
(controle negativo) quando cultivadas em meio contendo 100 mM de MeA. Além disso, 0
controle positivo expressando AtAMT1;1 apresentou evidente sensibilidade a exposicéo a esta
molécula quando comparado a SCAMT3;3 a 100 mM de MeA. Esses resultados confirmam
que a atividade de SCAMT3;3 seja diferente dos membros AMT1 de plantas (LOQUE et al.,
2006b; NEUHAUSER et al., 2009; NEUHAUSER; LUDEWIG, 2014) quanto & capacidade
de transportar MeA. Ainda, estes resultados evidenciam a auséncia de capacidade de
transporte de MeA em relacdo a membros AMT2 de outras espécies, como LJAMT2;1 de
L. japonicus (SIMON-ROSIN et al., 2003), PtrAMT2;1 de alamo (COUTURIER et al., 2007),
Mep3p de S. cerevisiae (ROON et al., 1975) e GiInAMT2 de Glomus intraradices, um fungo

arbuscular micorrizico (PEREZ-TIENDA et al., 2011), sendo esta uma caracteristica que
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distingue os grupos AMT1 e AMT2 (SIMON-ROSIN et al., 2003; NEUHAUSER; L1 et al.,
2014; LUDEWIG, 2014), sendo que proteinas AMT2s ndo sdo capazes de transportar MeA.

Em resumo, a analise para a capacidade de transporte de aménio utilizando um
sistema de expressdo heter6loga em levedura mutante demonstrou que a proteina SCAMT3;3
é funcional no transporte de aménio, mas reduzida quando comparado a membros AMT1,
0 que denota diferencas nas propriedades biogquimicas para recrutamento de NHs4" ou
co-transporte de NHa/H* (NEUHAUSER; LUDEWIG, 2014).

54  Andlise de expressao de SCAMT3;3 em cana-de-agucar

Além da funcdo de absorcdo de amonio em raizes, proteinas AMTs atuam na
manutencio da homeostase de aménio em outros tecidos (VON WIREN et al., 2000, GAUR
et al., 2012). Portanto, compreender o padrdo de expressao do gene SCAMT3;3 é importante
para inferir quanto a sua funcdo fisiol6gica em cana-de-acuUcar.

Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que genes de cana-de-acUcar da subfamilia
AMT1 (SCAMT1;1 e SCAMT1;3) apresentam expressdo basal maior nas raizes de cana-de-
acucar, quando comparada a expressdo em folhas e colmos, sugerindo a funcdo principal
desses genes no transporte de aménio em raizes (VITTI, 2012). A expressdo do gene
ScAMT3;3 em cana-de-acucar foi analisada para verificar o acimulo de transcritos em nivel
de tecido/érgdo; o gene SCAMT2;1, outro membro da subfamilia génica AMT2 previamente
identificado (KOLTUN, 2016), foi utilizado como controle comparativo nas analises de
expressao em tecidos/drgdos de cana-de-acucar.

Na comparacéo direta entre o perfil transcricional dos genes AMT2 de cana-de-acucar,
SCAMT3;3 e SCAMT2;1, sob condicdo de suplemento de N (2 mM NHiNOs), a analise
semiquantitativa mostra que o acumulo de transcritos € maior para SCAMT3;3 em todos 0s
orgéos e tecidos da planta, principalmente em tecido foliar (Figura 17A). SCAMT2;1, apesar
de ter acumulo de transcritos menor em relacdo a SCAMT3;3, 0 acumulo entre tecidos é maior
em colmos (Figura 17A). A analise quantitativa do acimulo de transcritos confirma que
SCAMT3;3 acumula entre 7 e 8 vezes mais em folhas de diversos estagios de
desenvolvimento, quando comparada as raizes e colmo de cana-de-agucar (Figura 17B).
Em relacdo ao nivel de expressdo relativa do gene SCAMT2;1 em raizes, o acumulo de
SCAMT3;3 nas folhas chega a ser de 35 a 40 vezes maior (Figura 17B), sugerindo que este
transportador apresente funcdo relevante no transporte de amonio principalmente em folhas

relativo aos outros tecidos de cana-de-agucar.



78

& 45 -
A g 3.9 B 40 | oSz
s & 8 s W ScAMT3:3
FSTSS 250
& U & X o 0
1 ;3 B
scupo: NENENE 2 <
: ;’:’éh) r
. 9. a
ScAMT2;1 : -~ gzu L
Scam7s,3 [ 215 |
g 10 - *
Zz.
-
0 —= l—‘—|.
Raiz Colmo Folha Folha nova
madura

Figura 17. Anélises de expressdo de SCAMT3;3 em diferentes érgéos e tecidos de cana-de-agucar
cultivar ‘SP80-3280°, cultivada em suplemento de N, obtidas por PCR semiquantitativa (A) e
PCR quantitativa (B) de transcritos reversos. Os genes ScUBQ2 e SCAMT2;1 foram utilizados como
genes de referéncia nas analises. Barras representam médias = desvio padrdo, n = 3.
Asterisco (*) representa diferenca estatistica em relacdo a expressao relativa de SCAMT2;1 em raizes,

segundo teste t de Student (p <0,01)

Para melhor compreensdo da funcdo de SCAMT3;3 em cana-de-acUcar, foi verificada
a regulacdo da expressdo desse AMT2 de acordo com o status de N. A andlise do perfil
transcricional de SCAMT3;3 em raizes de cana-de-aclicar mostrou pouca alteracdo no acumulo
de transcritos em relacdo a condi¢do +N, indicando que a expressdo deste gene nas raizes nao
é afetada pelo status e nem pela fonte de N aplicada (Figura 18). Por outro lado, o gene
SCAMT2;1 demonstrou inducdo maior de transcritos em raizes quando sob NOs™ em relagéo a
condicdo +N. (Figura 18). Esses resultados demonstram que esses genes paralogos sdo
diferentemente regulados em raizes de cana-de-agucar, para realizar a funcdo de transporte de

amonio nesse 6rgao.
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Figura 18. Analise de expressdo dos transportadores de aménio SCAMT3;3 e SCAMT2;1 em raizes de
cana-de-actcar por qRT-PCR. ScUBQ2 foi utilizado como gene normalizador nas andlises de
expressdo relativa. Barras representam médias + desvio padrdo, n = 3. Asterisco (*) representa
diferenca estatistica em relacdo ao tratamento +N, segundo teste t de Student (p < 0,05).

Sigla ns indica auséncia de diferenga estatistica entre médias e a média do tratamento +N

Por ser uma cultura robusta e eficiente na producdo de biomassa, a cana-de-agUcar se
destaca pelo seu potencial na producdo de agucar e bioetanol (NASS et al., 2007). Isto porque
seus colmos podem acumular até 20% do seu peso fresco em sacarose (WANG et al., 2013).
A absorcéo de N, assimilacdo de C via fotossintese e a alocacdo de C e N entre os 6rgdos séo
processos fisiologicos que influenciam diretamente no acimulo de biomassa (GASTAL,;
LEMAIRE, 2002). Devido & importancia da interacdo entre o0 metabolismo de C e N na parte
aérea dessa graminea, analises quantitativas de transcritos reversos do gene SCAMT3;3 e
SCAMT2;1 foram realizadas em colmos e folhas. A expressdo do gene SCAMT3;3 foi
fracamente regulada pelo status e fonte de N em colmo, enquanto a expressdo de SCAMT2;1

foi induzida apenas em condicdo de nutri¢do exclusiva por NOs™ (Figura 19).
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Figura 19. Andlise de expressdo do transportador de amdnio SCAMT3;3 e SCAMT2;1 em colmos de
cana-de-acUcar. SCUBQ2 foi utilizado como gene normalizador nas analises de expressdo relativa.
Barras representam médias + desvio padrdo, n = 3. Asterisco (*) representa diferenca estatistica em

relacéo ao tratamento +N, segundo teste t de Student (p < 0,05)

As analises quantitativas de transcritos reversos de SCAMT3;3 e SCAMT2;1 em folhas
maduras e folhas novas indicaram padrdo similar ao identificado em raizes e colmo. Em geral,
tanto para SCAMT3;3 quanto para SCAMT2;1, foram observados em menores niveis de
expressdo relativa em folhas novas em comparagdo com folhas maduras para todos os
tratamentos testados (Figura 20). Mesmo assim, a expressdo do gene SCAMT3;3 se manteve
praticamente inalterada para as folhas maduras e folhas novas entre os diferentes tratamentos,
com excecdo da condi¢cdo de NOs", na qual observou-se uma leve indugdo da expresséo do
gene em relagcdo a condicdo +N numa ordem de 0,25 vezes a mais em folhas maduras
(Figura 20). Da mesma forma, a expressao relativa de SCAMT2;1 em nutri¢cdo por NOs™ foi
1,13 vezes maior em folhas maduras em relacdo a condicdo +N, e uma supressdo de
0,51 vezes do nivel de transcritos em condicdo de NH4" em folhas novas. Esses resultados
indicam que SCAMT3;3 ndo é regulado pelo status de N em folhas e sua expressdo é
inalterada de acordo com a ontogenia da folha, resultando num padrdo de expresséo
constitutivo em tecidos da parte aérea, e diferindo do padréo do paralogo SCAMT2;1.
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Figura 20. Anélise de expressdo do transportador de aménio SCAMT3;3 e SCAMT2;1 em folhas
maduras (A) e novas (B) de cana-de-aglcar. ScCUBQ?2 e tecido foliar maduro em suprimento de N (+N)
foram utilizados como normalizadores nas analises de expressdo relativa. Barras representam
médias + desvio padrdo, n = 3. Asterisco (*) representa diferenga estatistica em relacdo ao nivel de

expressdo relativa em folha madura no tratamento +N, segundo teste t de Student (p < 0,05)

Em resumo, os resultados de expressdao em cana-de-agclcar demonstram provavel

atividade de SCAMT3;3 em folhas, independente de fonte e status de N externo.

55 Localizacéo da atividade de proSCAMT3;3 em Arabidopsis

Para elucidar a participacdo do transportador de aménio em cana-de-agucar nos
processos fisiolégicos, foram conduzidos experimentos de localizacdo da expressao tecido-
especifica de SCAMT3;3 em plantas transgénicas de A. thaliana ecétipo ‘Col-0’. Estas plantas
foram transformadas com construgcdes contendo o promotor de SCAMT3;3 (proSCAMT3;3,
1.877 pb) fusionado aos genes reporteres uidA (GUS) codificando uma B-Glucuronidase
(JEFFERSON et al.,, 1.987) ou GFP (green fluorescent protein), originando linhas
transgénicas homozigotas (T4) denominadas de proSCAMT3;3:GUS e proSCAMT3;3:GFP,
respectivamente.

Buscando entender a regulacdo da expressdo génica pelo status e fonte de N em
Arabidopsis, plantas proSCAMT3;3:GUS foram cultivadas em condi¢do de suficiéncia de N
(1 mM NH4NOs) por 7 d quando foram entdo transferidas para meios de cultivo in vitro
contendo 1 mM NHsNOs (+N), sem N adicionado (-N) ou 2 mM NH4CI (NH4") e crescidas



82

por 5 d. Ap6s o periodo de tratamento, as plantas foram coletadas e submetidas ao ensaio
histoquimico de atividade GUS. A expressdo do gene reporter foi feita a partir da intensidade
da coloracdo azul resultante da reacdo quimica mediada pela enzima pg-Glucuronidase
(Figura 21).

Plantas expressando promotor SCAMT3;3 apresentaram atividade GUS localizada
principalmente na regido vascular da parte aérea, incluindo hipocotilo, cotilédones e folhas
(Figuras 21A, 21B, 21C, 21M e 21N). Em plantas adultas, foram observadas diferencas na
atividade promotora de SCAMT3;3 de acordo com status de N externo, sendo que em -N as
folhas novas apresentaram menor atividade GUS comparada as folhas novas de plantas em
NH4* (Figuras 21M e 21N). Além disso, pouca diferenca na atividade GUS foi observada
entre folhas maduras e novas de plantas em NH4* (Figura 21M), ou até mesmo entre plantas
em +N e NH4* (Figuras 21A e 21C). Com estes resultados, € possivel afirmar que o promotor
de SCAMTS3;3 é levemente regulado pelo status de N em diferentes folhas, mas independente
da fonte de N, assim como observado em cana-de-acucar (Figura 20).

A fim de se obter a localizacdo celular da atividade GUS promovida pela regulacéo do
promotor de SCAMT3;3 em Arabidopsis, foram realizados cortes histologicos transversais do
tecido cotiledonar de plantas transgénicas proSCAMT3;3:GUS. A visualizacdo em
microscopio optico de luz das secgdes transversais de cotilédones mostrou intensa atividade
promotora de ScAMT3;3 em células do floema para todos os tratamentos testados
(Figuras 21G, 21H e 211), indicando que a funcdo de transporte de amonio mediado por
ScAMT3;3 ocorre em celulas vasculares especificas.

As raizes também apresentaram atividade GUS, principalmente na regido da
endoderme/periciclo e tecidos vasculares de raizes laterais, mas ndo em raiz primaria,
independente do status de N (Figuras 21J, 21K e 21L). Pelos radiculares induzidos pela
deficiéncia de N (-N) apresentaram atividade mais intensa de GUS, indicando que a regulagao
de proSCAMT3;3 também ocorre em raizes. Quando em condigédo de baixa disponibilidade de
N, ocorreu o desenvolvimento de pelos radiculares (Figura 21J), os quais auxiliam no
processo de aquisi¢do de amonio, resultando na maior taxa de absor¢do devido ao aumento de
area total de raiz produzida (ROBINSON; RORISON, 1983). Em trabalho anterior com
AtAMT2;1, o unico membro da subfamilia AMT2 em Arabidopsis, também foi detectada
atividade GUS em tecidos vasculares de folhas, caule e raizes (SOHLENKAMP et al., 2002).
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Figura 21. Ensaio histoquimico de atividade GUS em parte aérea (A, B e C), cotilédones (D, E e F),

corte transversal de cotilédones exibindo feixes vasculares (G, H e 1), raizes laterais (J, K e L) e

folhas de plantas adultas (M e N) de Arabidopsis ‘Col-0" expressando o gene reporter regulado pelo

promotor enddgeno SCAMT3;3 de cana-de-agUcar em diferentes condi¢fes de disponibilidade e fonte

de N. Em G, H e I, x e f significam xilema e floema, respectivamente
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Com estes resultados, pode-se afirmar que a atividade do promotor do gene SCAMT3;3
ocorre em células do floema nas folhas jovens, independente da fonte de N. Além disso, a
atividade do promotor SCAMT3;3 ocorre também em raizes laterais, independente de status e
fonte de N. Esses resultados confirmam que a fungdo de SCAMT3;3 ocorre principalmente na
parte aérea de cana-de agucar.

Com o intuito de confirmar os resultados encontrados para as plantas transgénicas
proSCAMT3;3:GUS, plantas de Arabidopsis ecotipo ‘Col-0° foram transformadas com
promotor SCAMT3;3 fusionado ao gene repérter GFP, gerando plantas proSCAMT3;3:GFP.
Estas plantas foram cultivadas e submetidas aos mesmos tratamentos utilizados em plantas
transgénicas proSCAMT3;3:GUS, sendo, +N (1 mM NHsNQO3), -N (sem N adicionado) e
NHs" (2 mM NH4CIl). A expressdo do gene reporter GFP foi realizada por meio da
intensidade do sinal GFP obtido das imagens provenientes de microscopia confocal de
escaneamento a laser (Figura 22).

Cotilédones de plantas transgénicas expressando o promotor SCAMT3;3 apresentam
sinal GFP detectado em todo o limbo cotiledonar, mas com maior intensidade de sinal
principalmente na regido ao redor dos feixes vasculares (Figuras 22A, 22B e 22C), similar aos
resultados obtidos com experimentos de localizagdo da atividade promotora com gene
reporter GUS. Experimentos adicionais serdo necessarios a fim de identificar a localizacdo em
nivel celular do sinal GFP a partir de cortes transversais do tecido foliar e visualizacdo em
microscopia confocal, para confirmar a localizacdo em células do floema.

A atividade do promotor SCAMT3;3 néo foi detectada nas raizes (Figuras 22D a 22L),
diferente do observado em experimentos de localizagio por gene repérter GUS. E possivel
que a atividade promotora de SCAMT3;3 ocorra, porém numa intensidade baixa, dificultando a
deteccdo do sinal pelo gene reporter GUS.

Estudos prévios mostraram que AMT2 de Arabidopsis é expresso de forma transiente
em ceélulas da epiderme, ocorrendo na membrana plasmatica e envelope nuclear na raiz
primaria (SOHLENKAMP et al., 2002). Além disso, a localizacao da atividade promotora de
AtAMT2;1 de Arabidopsis depende fortemente da fonte de N, sendo que, na
auséncia de N (-N), AtAMT2;1 possui maior expressdo em células da epiderme e cortex;
porém, na presenca de N (amdnio ou nitrato), a expressao desaparece da epiderme e cortex,
apresentando-se em tecidos mais internos, como as células do periciclo, principalmente sob
nutricdo por amonio (GIEHL et al., 2017). Resultado similar foi observado para a expressao
transiente de LjAMT2;1 de Lotus japonicus fusionado ao GFP (SIMON-ROSIN et al., 2003).

Por ser um membro da subfamilia AMT2, os resultados apresentados aqui demonstram que
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ScAMT3;3 de cana-de-agucar possui expressao principalmente em tecidos da parte aérea, o

que possivelmente difere da funcéo do ortdélogo mais proximo de Arabidopsis.
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Figura 22. Microscopia confocal de escaneamento a laser em cotilédones (A, B e C), raizes primarias
(D, E e F), raizes laterais (G, H e 1) e meristema apical de raizes (J, K e L) de plantas de Arabidopsis
‘Col-0" expressando o gene reporter GFP regulado pelo promotor SCAMT3;3 enddgeno de cana-de-
acucar em diferentes condi¢des de disponibilidade e fonte de N. Em A, B e C, a caixa em vermelho
representa apenas o sinal GFP
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56  Andlise de expressdo de SCAMT3;3 em transgénicos de Arabidopsis

Para entender o envolvimento e a funcionalidade do transportador de aménio
ScAMT3;3 de cana-de-aclcar no processo da homeostase celular de N, foram conduzidos
experimentos de complementagdo funcional do gene ScAMT3;3 de cana-de-agucar em
mutante quadruplo de Arabidopsis (gko). O mutante gko refere-se a planta de Arabidopsis
ecotipo ‘Col-0’ cujos transportadores de amoénio AtAMTI;1, AtAMTI1;2, AtAMTI1;3 e
AtAMT2;1 séo defectivos. Sendo assim, a planta apresenta apenas 10% de capacidade de
absorcdo de amonio devido a presenga do transportador AtAMTL1;5. Por este motivo, este
genotipo pode ser utilizado como uma 6tima ferramenta para estudos funcionais relacionados
ao transporte de aménio (YUAN et al., 2007a).

Uma vez clonados, os fragmentos da regido promotora (proSCAMT3;3, 1.877 pb) e
regido codificante (SCAMT3;3, 1.452 pb) foram unidos e recombinados em vetores de
expressao, os quais foram utilizados na transformagao genética de Arabidopsis ecotipo ‘Col-
0’ e mutante gko. Seis eventos de transformacdo de cada construcdo génica obtidos foram
conduzidos por trés geracGes, envolvendo selecdo por antibidtico. Apds a geracdo Ta,
3 eventos de transformacdo foram analisados em ensaios de expressao génica por analise
quantitativa de transcritos reversos (qQRT-PCR) para entdo serem definidas as linhas a serem
utilizadas nos experimentos de andlise funcional.

Como plantas de Arabidopsis ndo apresentam genes do grupo AMT3, ndo foi possivel
comparar o nivel de expressao do transgene em relacdo ao tipo selvagem. Sendo assim, para a
analise relativa de expressdo de SCAMT3;3, foi utilizado um evento de transformagdo do
ecotipo ‘Col-0’ oriundo da construg¢do promotor fusionado a regido codificante de SCAMT3;3.
como sendo a linha de referéncia (Figura 23).

Os maiores niveis de expressao relativa em linhas para superexpressao de SCAMT3;3
sdo evidentes quando a linha “Col-0 + proSCAMT3;3:SCAMT3;3#1” foi usada para a
normalizacdo dos niveis de expressdo relativa (Figura 23A). Por outro lado, as plantas
transgénicas contendo promotor enddgeno de cana-de-acUcar, apresentam niveis de
SCAMT3;3 significativamente menores em condi¢cdo similar de cultivo das plantas
35S:ScAMT3;3 (Figura 23B), comprovando que a superexpressdao do transportador
SCAMT3;3 de cana-de-acUcar foi efetiva em Arabidopsis. Essas linhas transgénicas foram
posteriormente empregadas em estudos de caracterizacdo da capacidade de transporte de

15N em raizes e na parte area, e em estudos complementacéo de crescimento.
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Figura 23. Anélise quantitativa do nivel de expressdo relativa de SCAMT3;3 em plantas de
Arabidopsis transgénicas contendo SCAMT3;3 sob regulagdo do promotor constitutivo CaMV35S (A)
e promotor endogeno e regido codificante enddgenos de cana-de-aclcar (B). Niveis de expressao
relativa em A foram normalizados em relagio ao nivel de expressdo da linha
“Col-0 + proScAMT3;3:SCAMT3;3#1”. Barras em cinza claro correspondem as linhas transgénicas
com background ‘Col-0’, enquanto que barras em cinza escuro correspondem as linhas obtidas da
transgenia em mutante gko. Barras indicam médias + erro padrdo, n = 2. Letras minlsculas

representam médias estatisticamente diferentes entre si, segundo teste de Tukey (p < 0,05)

5.7  Analise fenotipica de transgénicos de Arabidopsis

5.7.1 Experimentos in vitro

Para verificar a participacdo do gene SCAMT3;3 no transporte de aménio e de se
entender suas funcbes fisioldgicas especificas, plantas transgénicas de Arabidopsis
selecionadas previamente (Figura 23) foram submetidas a ensaios de caracterizacdo

fenotipica. Nestes ensaios, foram utilizadas duas fontes de N, bem como sua disponibilidade,
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em condicdes in vitro. Sendo assim, plantas ‘Col-0’ ¢ gko ndo transgénicas foram utilizadas
como controles experimentais, enquanto que 3 linhas gko superexpressando SCAMT3;3
e 5 linhas contendo ScAMT3;3 regulado pelo promotor enddgeno de cana-de-agucar
(uma em ‘Col-0’ e trés em gko como background) foram utilizadas nas avaliagGes. Todas as
plantas foram cultivadas em meio de sais MS sem N, contendo 2 mM de KNOs. Apoés 14 d,
plantas foram transferidas para meios de cultivo contendo diferentes condigdes de
disponibilidade e fonte de N.

Para o0s experimentos envolvendo a caracterizacdo fenotipica de linhas
35S:ScAMTS3;3, as condicdes de tratamento foram: baixa concentracdo de N (0,5 mM KNOs3
ou 0,5 mM NH4Cl) e alta concentracdo de N (2 mM NH4Cl). Apo6s 14 d de cultivo nessas
condicdes, a biomassa da parte aérea das plantas foi avaliada, com intuito de relacionar o
acumulo de biomassa com a maior capacidade de transporte de N. Quando submetidas
a 0,5 mM KNOs, sendo o nitrato a Unica fonte de N, notou-se pouca variagdo de acumulo de
biomassa fresca da parte aérea entre as linhas testadas e seus respectivos controles néo
transgénicos (‘Col-0' e gko) (Figura 24A). N&do foram observadas diferencas significativas de
acamulo de biomassa fresca da parte aérea das linhas “35S:SCAMT3;3#1 e #3” quando
comparado ao gko sob tratamento de nitrato (Figura 24A).

Em contrapartida, quando os mesmos gendtipos foram cultivados em 0,5 mM NH4Cl,
sendo o0 amodnio a Unica fonte de N, as diferencas entre os genétipos foram mais pronunciadas
em termos de acumulo de biomassa da parte aérea (Figura 24B). Nessa situacdo, linhas
transgénicas acumularam mais massa fresca em pelo menos 21% a 38% em relagdo ao
controle gko (Figura 24B). Por ultimo, quando plantas foram cultivadas em 2 mM NH4Cl, o
padrdo de acimulo na biomassa fresca da parte aérea de todos os genoétipos foi semelhante a
condicdo de 0,5 mM NH4CI (Figura 24C). Neste caso, as linhas transgénicas expressando
35S:ScAMT3;3 acumularam de 19% a 30% a mais em biomassa fresca da parte aérea em
relagcdo ao gendtipo controle gko (Figura 24C). Estes resultados indicam que a superexpressao
de SCAMT3;3 leva a complementacéo de transporte de amdnio em gko, resultando em maior
acumulo de biomassa na parte aérea. A expressao ectdpica de SCAMT3;3 foi capaz de gerar
efeito aditivo de absorcdo de amdnio em raizes e o possivel transporte dessa fonte inorgénica

de N quando o mutante gko é complementado, gerando a maior acimulo de biomassa.
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Figura 24. Fenotipo de plantas ‘Col-0’, gko e gko expressando 35S:ScAMT3;3 em diferentes fontes e
disponibilidade de N. Biomassa da parte aérea (mg MF planta™) das plantas depois de 14 d em meio
sélido contendo 0,5 mM KNOs (A), 0,5 mM NH4CI (B), ou 2 mM NH4CI (C). Barras indicam médias
+ erro padrdo, n = 33. Letras mindsculas representam médias estatisticamente diferentes entre si,
segundo teste de Tukey (p < 0,05)

Para verificar se a atividade de SCAMT3;3 dirigido pelo promotor enddgeno de cana-
de-aclcar pode complementar o mutante de Arabidopsis, a caracterizacdo fenotipica das
linhas proSCAMT3;3:ScAMT3; 3 foi realizada nas condicGes de auséncia de (-N) e presenca de
N (2 mM NH4CIl ou 10 mM NH4CI). Apos 14 d de cultivo nessas condigdes, a biomassa
fresca da parte aérea foi avaliada em cada planta. Em condigdes de meio de cultivo sem a
adicdo de N, praticamente ndo foram observadas diferengas de biomassa da parte aérea entre
0s gendtipos, exceto pela linha transgénica “gko + proSCAMT3;3:SCAMT3;3#2”, a qual
apresentou comportamento similar ao do controle 'Col-0' (Figura 25A). Quando os gendtipos
foram cultivados em 2 mM de amdnio como a Unica fonte de N, as linhas transgénicas gko
complementadas apresentaram um maior acimulo de biomassa fresca de pelo menos 32% e
maximo de 52% em relacdo ao seu respectivo controle gko (Figura 25B). Além disso, também
foi verificado um aumento de 18% no acimulo de biomassa fresca da parte aérea entre
“Col-0 + proScCAMT3;3:SCAMT3;3#1” e seu respectivo controle 'Col-0' (Figura 25B).
Em condicdo de 10 mM de aménio, observou-se um padrdo semelhante de acumulo de

biomassa da parte aérea em relacdo a condicdo de 0,2 mM de ambnio, porém as
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linhas transgénicas #1 e #2 de “gko + proSCAMT3;3:ScCAMT3;3” tiveram variagdo na reducgéo
de 5% a 12% na biomassa fresca, indicando que houve um efeito tdxico de amdnio sob
tratamento de 10 mM. Contudo, ainda assim as linhas “gko + proSCAMT3;3:SCAMT3;3” #2 e
#3 apresentam maior acumulo de biomassa em relacdo a gko (32% e 37%, respectivamente),
indicando que a complementacdo de gko com promotor enddgeno e regido codificante de
ScAMT3; 3 foi eficiente para levar a maior capacidade de transporte de amonio (Figura 25C).
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Figura 25. Fenotipo de plantas ‘Col-0’, gko e gko expressando proSCAMT3;3:SCAMT3;3 em
diferentes fontes e disponibilidade de N. Biomassa da parte aérea (mg MF planta™) das plantas depois
de 14 d em meio sélido deficiente em N (A), contendo 2 mM NH4CI (B) ou 10 mM NH4CI (C).
Barras indicam médias + erro padrdo, n = 108. Letras minGsculas representam médias estatisticamente
diferentes entre si, segundo teste de Tukey (p <0,05)

Em resumo, os resultados de complementacdo com superexpressdo de SCAMT3;3
mostraram que a aquisi¢do de aménio em raizes ocorreu de forma aditiva tanto em plantas gko
quanto em ‘Col-0’ transgénicas, resultando em maior acimulo de biomassa da parte aérea,
guando amdnio é a unica fonte de N, o que demonstra que SCAMT3;3 expresso de forma
heter6loga em Arabidopsis pode efetivamente atuar no transporte de aménio em planta.
Ja a complementacdo com promotor e gene enddgenos de cana-de-acucar SCAMT3;3 revela a

possivel funcao fisiolégica desse gene em cana-de-agucar. Plantas transgénicas expressando
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essa construgcdo também apresentaram maior acimulo de biomassa, indicando que a atividade
de SCAMT3;3 na regido vascular, primordialmente em folhas, pode levar a melhor capacidade
de transporte de amonio nesse Orgdo, sugerindo que SCAMT3;3 efetivamente regula a

homeostase de ambnio em cana-de-acUcar.

5.7.2 Experimentos in vivo

Para compreender a funcdo de SCAMT3;3 quanto a capacidade de transporte de
amonio em planta, as plantas gko complementadas por superexpressédo do gene transportador
de amodnio de cana-de-agUcar foram submetidas a experimentos in vivo analisadas para o
influxo rapido de *>N-aménio em raizes (LOQUE et al., 2006). Plantas do mutante gko e suas
trés respectivas linhas transgénicas independentes complementadas com 35S:SCAMT3;3
foram cultivadas por 45 d em solugdo nutritiva contendo 4 mM KNOs e em seguida foram
transferidas para solugdo sem N adicionado (-N) ou com 2 mM NH4Cl, sendo o0 amdnio como
Unica fonte de N (NH4"). Ap6s 3 d em tratamento, plantas foram submetidas aos ensaios de
influxo rapido de aménio marcado com *N (**N-amonio) na faixa de concentragdo de alta
afinidade (high affinity transport system) com 0,1 mM (**NH4)2SOs externo, ou seja,
0,2 mM de *N-amoénio.

Foi observado que tanto em condicdo deficiéncia de N (-N) quanto sob nutricdo
exodgena de amonio, gko superexpressando SCAMT3;3 de modo constitutivo apresentou
diferencas significativas no influxo de ®N-aménio em raizes quando comparado a gko
(Figura 26A e 26B), exceto para a linha transgénica #1 no tratamento sob auséncia de N
(Figura 26A). Em -N, plantas superexpressando SCAMT3;3 apresentaram maior influxo de
1®N-aménio nas raizes, com variacio entre 12% a 31% em relagdo ao controle gko
(Figura 26A). Quando as plantas foram expostas a presenca de N exdgeno, na condi¢cdo de
amoénio como Unica fonte de N (NH4"), todos os genétipos apresentaram reducao do influxo
1®N-amonio em raizes relativo a condicdo de deficiéncia de N (-N); contudo, as plantas com
expressdo ectopica apresentaram de 36% a 38% mais absorcgdo de °N-aménio em suas raizes
guando comparado ao gendtipo gko (Figura 26B). Isto indica que quando SCAMT3;3 é
expresso de modo ectdpico em raizes, a proteina pode auxiliar no processo de absorgdo em
raizes, caracterizando sua funcdo tal como uma proteina transportadora de amonio. Estudos
adicionais envolvendo SCAMT3;3 para definir as propriedades bioquimicas de capacidade de
transporte precisam ser realizados para definir a cinética de absor¢do de aménio visando a

compreensdo de Km e Vmax.
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Figura 26. Influxo de ®N-amdnio em raizes de plantas de Arabidopsis mutante gko e de linhas
superexpressando SCAMT3;3 sob controle do promotor CaMV35S. Influxo de **N-aménio foi feito a
partir de 0,2 mM *(NH,),SO, nas raizes em condicio de deficiéncia (A) e suficiéncia de amonio (B)
apos 3 d de tratamento. Barras indicam médias + erro padrdo, n = 4. Asterisco (*) representa diferenca
estatistica entre médias em relagcdo ao controle gko, segundo teste t de Student (p < 0,05). Sigla ns

indica auséncia de diferenca estatistica entre médias em rela¢&o ao controle gko

Com base nos resultados de expressdo génica de SCAMT3;3 obtidos em cana-de-
acucar, a funcdo de SCAMT3;3 estaria relacionada principalmente & homeostase de amonio
em folhas (Figuras 20, 21 e 22). Nesse sentido, experimentos visando a caracterizagdo da
funcdo de SCAMT3;3 na parte aérea foram realizados de modo a identificar o papel da
proteina transportadora no processo de remobilizacdo de N e translocacdo de N em plantas de
Arabidopsis mutantes gko complementadas com SCAMT3;3 de cana-de-agucar.

Durante o processo de remobilizacdo, proteinas da folha, tais como plastidios
fotossintéticos, sdo degradados ao longo da senescéncia, suprindo a nutricdo de 6rgdos em
crescimento como, por exemplo, folhas jovens e sementes (MASCLAUX-DAUBRESSE et
al., 2010). A remobilizacdo de N pode ocorrer mais fortemente quando as plantas s&o
submetidas a condi¢bes de limitacdo de N (VOUILLOT; DEVIENNE-BARRET, 1999;
LEMAITRE et al., 2008). A fim de verificar se a proteina SCAMT3;3 atua no mecanismo de
remobilizacdo de N entre tecidos foliares maduros e jovens, plantas de Arabidopsis dos
genotipos selvagem ‘Col-0’, mutante gko e suas linhas complementadas com construcdes

contendo promotor e regido codificante enddgenos da cana-de-acucar SCAMT3;3 foram
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cultivadas por 45 d em solucdo nutritiva contendo 4 mM KNOs como Unica fonte de N e
entdo transferidas para solucdo sem N (-N) ou com 2 mM NH4Cl (NH4%). Apds 5 d de
tratamento, °N-amonio foi aplicado em uma folha madura ndo senescente de cada planta e,
apos 24 h, folhas maduras e folhas novas foram coletadas e conduzidas as analises de
enriquecimento de *N em folhas.

Quando as plantas de Arabidopsis foram cultivadas por 5 dias sob auséncia de N (-N),
houve maior acimulo de '°N-aménio em folhas maduras de gko em relagdo aos outros
gendtipos devido a auséncia de transportadores de membrana responsaveis pela realocacédo
dessa forma inorganica de N (Figura 27A). No entanto, as linhas expressando a construgéo
com promotor e regido codificante de ScCAMT3;3 end6genos de cana-de-acUcar ndo
apresentaram maior actimulo de *N-derivado de am6nio em folhas novas, indicando auséncia
de fluxo de ®N de folhas fonte para dreno (Figura 27A). Contrariamente, em plantas
submetidas & pré-tratamento de 2 mM NHs", as linhas transgénicas expressando
proSCAMT3;3:ScAMT3;3 apresentaram 15% a 20% menor actmulo de *N-aménio nas folhas
velhas em relacdo a gko (Figura 27B), e o fluxo de ®N-derivado de amonio marcado é
evidente em linhas transgénicas apresentando cerca de 74% a 86% mais acimulo de **N em
folhas jovens do que plantas gko (Figura 27B). Estes resultados revelam que o envolvimento
de SCAMT3;3 durante o processo de translocacdo de amonio pode ocorrer quando em
condicdo de suficiéncia de amoénio, mas ndo durante a deficiéncia de N, sugerindo que a
funcdo de SCAMT3;3 possivelmente ndo esteja relacionada ao processo de remobilizagéo de
amonio de folha fonte para dreno em condicGes de deficiéncia de N (-N). Esses resultados
corroboram a auséncia de regulacdo de SCAMT3;3 pelo status de N em folhas maduras e

jovens de cana-de-agicar mesmo apo6s 5 dias de limitacdo de N (Figura 27A).
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Figura 27. Acimulo de **N-aménio em folhas maduras e folhas novas, representando a remobilizagio
em plantas de Arabidopsis ‘Col-0’, mutante gko e linhas transgénicas para a construgao
proSCAMT3;3:ScAMT3;3. Actimulo de *N-amdnio em folhas maduras e jovens 5 d ap6s tratamento
das plantas em deficiéncia de N (A) e em suficiéncia de amonio (B). Foram aplicados 10 pL
de 50 mM **N-aménio em folhas maduras e, apds 24 h, folha madura ndo senescente e pool de folhas
novas foi coletado para analise de **N. Barras indicam médias + erro padrdo, n = 4. Letras minGsculas

representam diferenca estatistica entre médias entre si, segundo teste de Tukey (p <0,10)
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Considerando que ScAMT3;3 é expresso em células do floema em folhas
(Figuras 21G, 21H e 21l), os resultados do experimento de aplicacdo de *N-amonio em
folhas demonstram que a funcdo de SCAMT3;3 esta possivelmente relacionada ao processo de
translocacdo de amdnio entre tecidos da parte aérea. Recentemente, a funcdo de proteina de
membrana AtAMT2;1, um membro da subfamilia AMT2 de Arabidopsis, foi descrita como
um transportador relacionado ao transporte longitudinal de aménio da raiz para a parte aérea
realizando carregamento do xilema (GIEHL et al., 2017). Em Arabidopsis, a expressao de
AtAMT2;1 é alterada na raiz na presenca de aménio, sendo expresso em células do periciclo
da raiz atuando como facilitador do transporte simpléstico para o carregamento do xilema, o
que corrobora ao aumento das concentragfes de amonio no xilema em condicdes de alta
disponibilidade exdgena de N (GIEHL et al., 2017).

Os resultados apresentados aqui, indicam que SCAMT3;3 tem funcdo minoritaria em
raizes, porém sua atividade pode estar relacionada ao transporte de aménio no via floema,
sendo pouco regulado pelo status de N. Funcdo similar foi descrita para AtNRT1;11 e
AtNRT1;12 de Arabidopsis, dois transportadores de nitrato do sistema de transporte de baixa
afinidade, necessarios para a transferéncia de nitrato proveniente do Xxilema da raiz e
carregamento do floema em veias maduras de folhas expandidas para redistribuicdo do
nutriente em tecidos mais jovens (HSU; TSAY, 2013). Cabe destacar que ainda permanece
desconhecida a funcéo de genes AMT2 na parte aérea de plantas. Portanto, essas informacdes
déo suporte ao fato de que a agdo combinada de multiplos transportadores de amonio regula a
translocacio dessa forma inorganica de N em diversas partes da planta (LOQUE; VON
WIREN, 2004). Visto que monocotiledéneas possuem maior nimero de membros AMT2
qguando comparado as dicotiledéneas (COUTURIER et al., 2007; KOEGEL et al., 2013), €
possivel especular que SCAMT3;3 tenha funcgdo fisiologica distinta de SCAMT2;1 no
transporte de amonio no sistema vascular.

Visto que a funcdo de SCAMT3;3 esta associada ao transporte de aménio via floema
em condi¢cdes de disponibilidade exdgena de amoénio (Figura 27B), foram conduzidos
experimentos de translocacdo de amdnio conforme proposto por Hsu e Tsay (2013), com
modificagOes, com a finalidade de testar o envolvimento de SCAMT3;3 na redistribuigdo de N
entre tecidos fonte e dreno. Plantas de Arabidopsis dos genotipos gko e suas linhas
complementadas com constru¢es contendo promotor e regido codificante enddgenos da
cana-de-agucar SCAMT3;3 foram cultivadas por 45 d em solucdo nutritiva contendo 4 mM
KNOs como unica fonte de N e entdo transferidas para 2 mM NH4CI. Ap6s 3 d de tratamento,

plantas foram transferidas para solugdo nutritiva contendo ®N-amdnio por 1 h e devolvidas
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para solugdo com 2 mM NH4Cl. Foram coletadas raizes, folhas maduras e folhas jovens de
plantas ap6és 1 h e 24 h de tratamento em *N-aménio, e amostras foram conduzidas as
analises de enriquecimento de *°N.

A partir do ensaio de influxo de N-aménio realizado em plantas gko e transgénicos
expressando proSCAMT3;3:ScAMT3;3, foi calculada a taxa de influxo de ®N-aménio por
hora. Os resultados demonstram que o influxo de ®N-amonio entre as linhas transgénicas e
gko ndo diferem estatisticamente entre si (Figura 28). Com isso, ha indicativos de que, quando
expresso sob a regulacdo do promotor enddgeno de cana-de-agucar, SCAMT3;3 ndo € capaz de
causar efeito na absorcdo de NH4" quando em condicdo de suficiéncia de N, indicando que a
principal funcdo de SCAMT3;3 ocorre na parte aérea de cana-de-agucar.

Influxo de 15N em raiz
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Figura 28. Influxo de *N-aménio em raizes de plantas de Arabidopsis mutante gko e de linhas
transgénicas expressando ScAMT3;3 sob controle do promotor enddgeno de cana-de-agUcar
proScAMT3;3. Influxo de °N-aménio foi realizado por 1 h com solugdo nutritiva contendo
5 mM *3(NH,),SO.. Barras indicam médias + erro padréo, n = 6

Os resultados de translocacdo em parte aérea demonstram que ap6s 1 h de influxo,
folhas maduras tendem a acumular quantidade *N-aménio (Figura 29A), sendo que a maior
parte do isdtopo ¢ translocado para folhas novas (Figura 29B). O acumulo de *N-aménio nas
folhas novas de plantas transgénicas foi de 28,8 a 71,9% maior em relacdo ao mutante ndo
transgénico gko, indicando que a funcdo de SCAMT3;3 pode estar auxiliando no processo de
translocacdo de NH4" para estes tecidos. Ap6s 24 h do influxo, foi observado que o acimulo

de ®*N-amonio foi maior tanto em folhas maduras como folhas novas (Figuras 29C e 29D),
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com maior acumulo em plantas transgénicas em relagdo ao genétipo gko. O maior acimulo do
isdtopo observado em plantas com 24 h ap6s influxo pode ser decorrente ou da assimilacdo de
1®N-amonio em aminoéacidos pelas diferentes isoformas de Glutamina Sintetase nas células do
floema, ou até mesmo decorrente da redistribuicdo de NH4" via floema entre os tecidos fonte

e dreno.
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Figura 29. Acumulo de **N-amdnio em folhas maduras e folhas novas com 1 h e 24 h apds influxo em
raizes, representando a translocacdo de amdnio em plantas gko e linhas transgénicas para a construcdo
ProSCAMT3;3:ScAMT3;3. Actimulo de *N-aménio em folhas maduras (A) e novas (B) 1 h apds
influxo. Actimulo de **N-aménio em folhas maduras (C) e novas (D) 24 h ap6s influxo.
Barras indicam médias + erro padrdo, n = 6. Asterisco (*) representa diferenca estatistica entre médias

em relacdo ao controle gko, segundo teste t de Student (p <0,10)
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Para melhor visualizacio e interpretacdo dos resultados obtidos para aciimulo de N
em raizes e parte aérea apresentando anteriormente (Figuras 28 e 29), também foram
calculadas as razdes entre as quantidades de **N-amonio acumulado em folhas novas e folhas
maduras (FN/FM) ap6s 1 h e 24 h de tratamento visando entender se o fluxo de N-marcado
ocorre para folhas novas ou folhas maduras devido atividade de SCAMT3;3. Apds 1 h de
exposicdo ao '°N, observou-se uma razdo FN/FM de 20,1 a 30,5% maior em plantas
transgénicas expressando proSCAMT3;3:ScCAMT3;3 em relacdo ao mutante gko, sugerindo que
0 is6topo N-amonio estd sendo direcionado para folhas novas (Figura 30A).
Apos 24 h da realizacdo do tratamento, a razdo foi maior em gko e de 20,3 a 22,5% menor em
plantas transgénicas, indicando que SCAMT3;3 tende a redirecionar **N-derivado de aménio
para tecidos maduros possivelmente através de translocacgéo via floema (Figura 30B).

Com o intuito de verificar o transporte de amonio da parte aérea para as raizes, foram
calculadas as razdes do actiimulo de *°®N-amdnio entre parte aérea e raiz (PA/R) paralhe 24 h
apos tratamento com N-marcado. Apds 1 h de exposicdo a °N, foi observado que plantas
transgénicas expressando proSCAMT3;3:ScAMT3;3 apresentaram PA/R de 20 a 84% maior
que o mutante gko (Figura 30C), indicando uma funcdo de SCAMT3;3 no redirecionamento
de N-amonio para a parte aérea em detrimento a raiz destas plantas na primeira hora de
exposicdo ao isotopo de N marcado em relacdo ao mutante gko. Apos 24 h de exposigdo ao
5N-amonio, os valores de PA/R sdo maiores que o0s observados com 1 h para todos os
gendtipos avaliados, contudo as razfes entre gko e transgénicos nao diferem estatisticamente
entre si (Figura 30D), sugerindo que n&o existe diferenca de fluxo de °N derivado de amonio
significativo para a raiz devido a atividade de SCAMT3;3, 0 que pode indicar que a raiz
possivelmente ndo ¢ um forte dreno nessas condicdes de cultivo, ou que o fluxo de N
medido é devido ao transporte de N metabolizado na forma de aminoacidos e nio *N na

forma de amonio ap6s 24 h do tratamento.
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Figura 30. Razdes entre acimulo de **N-aménio em folhas novas e folhas maduras com 1 h (A) e 24 h
(B) apds influxo em raizes e razdes entre acimulo de *N-am6nio em parte aérea e raiz com 1 h (C) e
24 h (D) apo6s influxo em plantas gko e linhas transgénicas para a construgdo
proSCAMT3;3:ScAMT3;3. Barras indicam medias + erro padrdo, n = 6. Asterisco (*) representa
diferenca estatistica entre médias em relacéo ao controle gko, segundo teste t de Student (p <0,10)

Em muitas espécies vegetais, todo N que é originalmente absorvido pelas raizes e
translocado via xilema para a parte aérea pode ser retranslocado novamente para drenos, tais
como raizes, via floema (SIMPSON, 1986). O transporte de N no floema ¢

predominantemente na forma de N organico, isto é, aminoacidos como glutamina, glutamato,
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aspartato e asparagina, sendo glutamina e asparagina as formas organicas de N predominantes
presente no floema (PATE et al., 1975; MENGEL; HAEDER, 1977; ALLEN; RAVEN, 1987,
SHELP, 1987; SCHOBERT; KOMOR, 1989, BERNARD; HABASH, 2009; MOISON et al.,
2018; TEGEDER; MASCLAUX-DAUBRESSE, 2018). Em plantas, Glutamina Sintetase
(GS) catalisa a biossintese de glutamina realizando a assimilacdo de aménio tanto no floema
quanto no xilema. Dentre as duas isoformas (GS1 e GS2), GS1 citossélica em Arabidopsis é
induzida durante o processo de senescéncia das folhas, no qual aménio é gerado devido ao
catabolismo de aminoacidos (HILDEBRANDT et al., 2015) e GS2 localizado em cloroplastos
é reprimida (DIAZ et al., 2008; ORSEL et al., 2014; AVILA-OSPINA et al., 2015). Dentre as
cinco isoformas citossélicas de GS1 (GLNZ1;1-GLN1;5), trés genes GLN1;1, GLN1;2 e
GLN1;4 sdo expressos no floema na regido de maior ramificacdo, enquanto que, GLN1;3 é
expresso no floema da nervura principal, realizando a sintese de glutamina para ser
transportado via floema (MOISON et al., 2018). A enzima Asparagina Sintetase (AS) catalisa
a transaminacdo de glutamina para aspartato para formar asparagina e glutamato
(GAUFICHON et al., 2010). No entanto, asparagina também é sintetizada pela atividade de
AS direta na condensacdo de amonio em aspartato (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2006).
Anélise de mutante Unicos, duplos e triplos para genes GLN1s de Arabidopsis demonstra que
apenas em mutante triplo gln1;1 gln1;2 gIn1;3 ndo ocorre a re-assimilagdo de ®N-aménio de
origem do catabolismo durante a senescéncia, demonstrando a redundancia desses genes
atuando no floema (MOISON et al., 2018). Nesse mutante triplo gin1;1 gin1;2 ginl;3, altos
niveis de amdnio sdo encontrados no floema quando comparado a mutantes Gnicos ou a planta
controle. Além disso, altos niveis de expressao do gene ASN2 que codifica para isoforma AS2
atuante no floema sdo encontrados no mutante triplo relativo a planta controle, indicando que,
na auséncia de atividade de GS1, uma grande propor¢do do amonio no floema esta sendo
catalisado em asparagina pela atividade de AS2 para ser transportado durante a remobilizacéo
(MOISON et al., 2018). Esses dados confirmam que os niveis de glutamina e asparagina
aumentam no floema durante o processo de remobilizacdo de N em plantas (MASCLAUX-
DAUBRESSE et al.,, 2006). Com base nesse conhecimento, € possivel inferir nos
experimentos de translocacdo de N realizados com plantas transgénicas expressando
ProSCAMT3;3:ScAMT3;3 a maior parte do ®N detectado apds 24 h do tratamento é °N
assimilado em aminoacidos como glutamina e asparagina, mesmo 0s experimentos sendo
realizados em condicdo de suficiéncia de N (Figura 29D), o que explica os similares niveis de
fluxo de N em plantas expressando SCAMT3;3 em mutante gko. Contudo, em relagdo aos

resultados de maior fluxo de N-am6nio em plantas com atividade do transportador de cana-
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de-aclcar SCAMT3;3 ap6s 1 h em relacdo ao gko (Figura 29C) ndo é possivel atribuir a
possivel atividade de GS1 ou AS2 no floema devido ao periodo curto (1 h) de realizacdo do
experimento, indicando que **N-amonio possivelmente esta presente na raiz.

Além de N estar presente na forma organica, N inorganico (NHs" ou NO3’) também é
encontrado na seiva do floema (JESCHKE et al., 1991; SCHOBERT; KOMOR, 1992;
PEUKE et al., 1996). Em experimentos de determinagdo de amoénio a concentra¢do de amonio
em seiva de floema foi em média de 12,8 mM em plantas de arroz (FUKUMORITA et al.,
1983), 2,5 mM em trigo (HAYASHI; CHINO, 1986), 1,6 mM em Ricinus (HALL; BAKER,
1972), 2,5 mM em tabaco (HOCKING, 1980; TERCE-LAFORGUE et al., 2004), de 6,8 a
75,5 mM em brdcolis (SHELP, 1987), 6 mM em alface (VAN HELDEN et al., 1994), 85,3
mM em milho (OHSHIMA et al., 1990), e diferentes estudos apresentam evidéncias de que a
concentracdo interna de amonio na seiva do floema sofra variacdo pelo status de N da planta
de acordo com a disponibilidade no solo. Em tabaco, a concentracdo de amonio em plantas
cultivadas em deficiéncia de N reduz cerca de 16 vezes quando comparado a presenca externa
de aménio (TERCE-LAFORGUE et al., 2004). Em Arabidopsis, plantas cultivadas na
presenca de alto N apresentam o dobro de aménio livre no floema comparado a plantas
cultivadas sob baixa disponibilidade de N (MOISON et al., 2018). De maneira similar, nitrato
também ¢é encontrado no floema, apresentando reduzidas concentracdes, sendo na razdo de
1:100 a 1:10 em relacdo a aminoacidos (KIBA et al., 2012). Logo, tanto aménio como nitrato
sdo transportados a longa distancia no floema.

Dois principais mecanismos sdo responsaveis pelo transporte a longa distancia de N
dentro das plantas, sendo o fluxo de massa atraves do xilema da raiz para a parte aérea em
regibes fotossinteticamente ativas comandado pela transpiracao, e a translocacao através do
floema da parte aérea para drenos onde ha crescimento ou armazenamento (PATE, 1980).
Em gramineas, a distribuicdo preferencial de nutrientes minerais ocorre majoritariamente
através dos nos, cuja regido e formada por um sistema vascular complexo, muito organizado e
provavelmente conservado em nestas espécies (KAWAHARA, et al., 1974; 1975;
HOSHIKAWA, 1989; NELSON, et al., 2000; YAMAJI; MA, 2014). N pode ser transferido
do xilema para o floema para suplemento rapido para atender a demanda de drenos de
crescimento rapido (PATE et al., 1975, VAN BEL, 1984). Esse processo de transferéncia de
N requer a recuperacdo de N de células do xilema do parénquima e subsequente
descarregamento no apoplasto em direcdo ao floema, para posterior carregamento do floema
(TEGEDER; MASCLAUX-DAUBRESSE, 2018). O carregamento de nitrato no floema é

mediado por diferentes transportadores. NPF2;13/NRT1;7 ¢ localizado em nervuras menores
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das folhas sendo expresso em celulas do elemento do tubo crivado e células companheiras
realizando o carregamento de folhas maduras (FAN et al., 2009). NRT2;4 e NRT2;5 sdo
transportadores de alta-afinidade induzidos na deficiéncia de N e expressos no floema em
nervuras principais e nervuras secundarias, respectivamente, atuando no transporte
apoplastico de nitrato durante o processo de remobilizacdo (KIBA et al., 2012; LEZHNEVA
et al., 2014). NPF1;2/NRT1;11 e NPF1;1/NRT1;12 sdo localizados em células companheiras
do floema nas nervuras principais das folhas, realizando o carregamento do nitrato derivado
do xilema para o floema (HSU; TSAY, 2013). Assim como 0 nitrato, outros elementos
minerais também podem ser distribuidos através do floema como, por exemplo, zinco e
cadmio em arroz, cujo transporte € realizado por proteinas especializadas OsHMA2 e
OsLCT1 localizadas na regido de feixes vasculares do floema (URAGUCHI et al., 2011;
YAMAJI et al., 2013). Similar a proteina OsHMA2, o transportador OsYSL16 é expresso
especificamente em regido nodal de arroz em floema e tecido vascular foliar, sendo
responsavel pela remobilizacdo de cobre de folhas maduras para folhas novas e panicula
(ZHENG et al., 2012). Apesar da caracterizacdo de transportadores de nitrato realizando o
carregamento do floema, bem como o transporte de outros elementos minerais nesse tecido
vascular, ndo existe descricdo na literatura de transportadores de amoénio envolvidos nesse
processo.

Com base nas informacgdes aqui apresentadas, os resultados de expressao génica de
SCAMT3;3 em cana-de-agucar e a localizacdo da atividade promotora a partir de genes
reporteres, aliados a experimentos de transporte de ®N-amoénio em plantas transgénicas
expressando SCAMT3;3 sob regulacdo do promotor enddgeno de cana-de-agucar € possivel
inferir que a proteina SCAMT3;3 exerca papel importante no carregamento de aménio para as
células do floema em condic¢do de suficiéncia de aménio (Figuras 21, 23 e 29). Apesar de
SCAMT3;3 ser expresso em folhas maduras durante a deficiéncia de N (Figuras 17, 20 e 21),
plantas transgénicas com atividade promotora de SCAMT3;3 néo apresentam maior fluxo de
amonio para tecidos dreno como folhas novas (Figura 27), sugerindo que SCAMT3;3
transloca amonio principalmente quando essa forma inorganica de N esta disponivel em altas
concentracdes. Considerando que durante a deficiéncia de N a remobilizagdo de N ocorre
principalmente via aminoacidos, como glutamina e asparagina (MOISON et al., 2018), ¢
possivel especular que SCAMT3;3 também atue no carregamento de amonio no floema
suplementando N inorganico para atividade de GS1 no floema, e subsequente transporte para

drenos.
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6 CONCLUSOES

Para caracterizacdo funcional do membro da subfamilia AMT2 de cana-de-acUcar,
dois clones de biblioteca BAC do de cana-de-agucar contendo sequéncias para SCAMT3;3
(BAC_023_013 e BAC_178 C24), foram identificadas e analises in silico para identificacéo
das ORFs demonstram que a proteinas AMT1 e AMT2 de cana-de-agUcar apresentaram o
motivo de assinatura conservado para a superfamilia MEP/AMT/Rh, sendo também
identificados aminoacidos conservados no N-terminal e C-terminal previamente
demonstrados como essenciais para regulagdo no transporte de aménio e/ou estabilidade da
proteina na formacdo de trimeros. Contudo, em SCAMT3;3, bem como outros membros da
subfamilia AMT2, a auséncia de cisteinas conservadas na regido N-terminal da proteina nédo
parece ser essencial para formacdo de trimeros na membrana plasmatica.

Andlises filogenéticas utilizando bancos de dados gendmicos de cana-de-agucar
mostraram que as sequéncias génicas de SCAMT3;3 identificadas nos clones BACs possuem
alta similaridade com as da espécie selvagem. Os alinhamentos das sequéncias codificantes e
regulatérias de SCAMT3;3 entre clones BACs mostraram a existéncia de polimorfismos de
nucleotideos em clones BACs, refletindo em alteragdes na sequéncia de aminoacidos, além de
alta heterogeneidade em promotores, sugerindo que os BACs identificados possam ser alelos
distintos para 0 AMT em estudo.

Em cana-de-acUcar, a expressdo génica de SCAMT3;3 é fracamente regulada por status
e fonte de N. Apesar disso, 0 maior acimulo de transcritos ocorre em folhas, indicando o
papel da proteina no transporte de amoénio neste 6rgdo. Ensaios de localizacdo por meio do
uso de genes reporteres GUS e GFP expressos de forma heter6loga em Arabidopsis
confirmaram a sinalizagdo da atividade promotora de ScAMT3;3 em tecido foliar,
principalmente em células vasculares do floema.

A analise para a capacidade de transporte de amonio utilizando a complementacao de
levedura mutante demonstrou que proteinas de cana-de-agucar SCAMT3;3 sdo funcionais no
transporte de aménio. Experimentos com concentragdes crescentes exdgenas de amonio e
metilaménio indicam possiveis diferencas na afinidade ao substrato na comparacdo de
AtAMT1;1 com SCAMTS3;3. Os resultados evidenciam distintas capacidades de transporte de
amonio entre membros da subfamilia AMT1 e AMT2, o que denota diferencas nas

propriedades bioquimicas para recrutamento de NH4" ou co-transporte de NHs/H™.
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A expressao ectopica de SCAMT3;3 em raizes do mutante gko restaurou a capacidade
de transporte de N-am6nio em raizes e o crescimento da planta em condices especificas de
disponibilidade de N, indicando que ScAMTS3;3 pode transportar amoénio in planta.
A expressdo do gene SCAMT3;3 regulado pelo promotor enddgeno de cana-de-agUcar permitiu
um aumento significativo no acimulo de biomassa da parte aérea de Arabidopsis,
confirmando a funcéo desse gene no transporte de amonio.

Os experimentos de transporte de °N-derivado de amonio na parte aérea de plantas
transgénicas do mutante gko expressando o promotor enddgeno de cana-de-agucar e regido
codificante de SCAMT3;3 sugerem que a fungdo de ScAMT3;3 possivelmente ndo estd
associada a remobilizacdo de amonio entre folha fonte e folha dreno em condigdes de
deficiéncia de N; porém, possui funcdo primordial na redistribuicao/translocacdo de aménio
no ajuste fino da homeostase dessa forma inorganica de N por meio do carregamento de

amonio em vasos de floema durante condicGes de alta disponibilidade exdgena de aménio.
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