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Resumo. O nitrato (NO3’) é a forma predominante de nitrogénio
em solos bem aerados. Estudos recentes apontam a importancia Recebido
do gene OsNPF7.4 na eficiéncia de uso de N em arroz, atuando 11/01/2021
diretamente na multiplicacdo dos perfilhos. Entretanto, estudos

de expressdo desse gene sob variacdo no fornecimento de nitrato 07/06?;81;;)
ainda sdo escassos. O objetivo do presente trabalho foi a

caracterizagdo da resposta deste gene frente a um periodo de Disponivel on line
supressao de nitrato (N-NOs) de 72 h. Plantas de arroz da 27/06/2021
variedade manteiga foram cultivadas em solug¢do nutritiva por 30

dias e entdo submetidas a um periodo de supressao de N por 72 h, Publicado
seguido pelo reestabelecimento do nutriente. Foram realizadas 31/08/2021

coletas do tecido da bainha a cada 24 h no periodo de supressao e
nos tempos 4, 8, 24 e 72 h apds o ressuprimento e realizou-se
andlise da expressdo relativa por PCR em tempo real. O gene Acesso aberto
OsNPF7.4 apresenta duas isoformas, derivadas de splicing
alternativo. Com a analise da expressao relativa foi observado um
decréscimo dos niveis de resposta das duas isoformas do gene no
periodo de supressdo de N e um pico de expressao logo apds o
ressuprimento. Estes resultados confirmam a alta dependéncia
deste gene quanto a presenca de NO3z na solucdo e indicam sua
possivel atuagdo no influxo de nitrato.
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Abstract. Relative expression of OsNPF7.4 gene is stimulated
by nitrate supply. Nitrate (NOs3-) is the predominant form of
nitrogen in well-aerated soils. Recent studies show the
importance of OsNPF7.4 gene on N use efficiency in rice, acting
directly in the tillering. However, the characterization of this gene
expression under different conditions of nitrate supply is still
scarce. The aim of this study was to characterize the response of
OsNPF7.4 to a nitrate (N-NOz) suppression period. Rice plants,
“manteiga” variety was cultivated in nutrient solution subjecting
them a N suppression for 72 h, followed by the reestablishment.
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The sheaths were collected every 24 h during the suppression
period and 4, 8, 24 and 72 h after resupply. Then real time PCR
analysis was used to study its relative expression. The gene
OsNPF7.4 has two isoforms originated by alternative splicing.
Relative expression reveals that both of them show a decrease in
the response of transcription after suppression of N (succeeding)
followed by an increase after resupply. These results confirm the
high dependence of this gene (regarding) on the presence of NOs-
in solution and indicate its possible performance in nitrate influx.
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Introducgao

0 arroz Oryza sativa L. é um grao de elevado potencial agricola por todo o mundo,
sendo essencial para a alimentacdo humana. O Brasil se destaca como o Unico pais nao-
asiatico entre os 10 maiores produtores do mundo (FAO, 2019). Por ser uma cultura tao
importante economicamente, estudos de melhoramento genético sdo necessarios
buscando elevar cada vez mais sua produtividade agricola.

Um dos fatores que afetam diretamente esta produtividade é a nutricio mineral,
onde se destaca o nitrogénio (N). O N é um macronutriente essencial para o pleno
desenvolvimento e crescimento vegetal. Tal caracteristica é proveniente da sua
participacdo na constituicdo de acidos nucleicos e proteinas, além de sua presenca em
ciclos como o do carbono (C) e até mesmo na fotossintese. Em razio disso a eficiéncia de
uso de nitrogénio (EUN) é uma das caracteristicas mais importantes utilizadas na
avaliacdo da produtividade das plantas. A EUN pode ser dividida em eficiéncia de
absorcao, assimilacdo e utilizacdo (Han et al, 2015). A eficiéncia de absorcdo é a
capacidade das plantas em transportar o nutriente do solo para dentro das células, ou seja,
de absorver o nutriente. Compreender a funcionalidade dos transportadores é uma
estratégia importante para melhorar essa caracteristica nas plantas e consequentemente
reduzir a permanéncia dos nutrientes no solo, reduzindo as perdas para o ambiente.

O N é encontrado na solugdo do solo em diversas formas, sendo uma delas o nitrato
(NO3’) que é predominante em solos aerados (Williams e Miller, 2001). O NOs- é absorvido
contra o gradiente de potencial eletroquimico da célula necessitando de uma proteina
transportadora do tipo simporte que o transloca juntamente com dois prétons para dentro
da célula. Apés a absorcdo o NOs pode ser assimilado em esqueletos de carbono no citosol
ou enviado ao vacuolo celular para armazenamento e posterior assimilacdo, passando por
duas etapas de reducao, o que ocorre de acordo com a necessidade e disponibilidade
energética da planta (Souza e Fernandes, 2018).

A absorcio e movimentacdo do nitrato nas células depende de proteinas
transportadoras altamente especificas que sdo divididas em alta afinidade (HATS - High
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afinity transporter system) que realizam o transporte em concentracdes abaixo de 1 mM,
denominadas NRT2 e baixa afinidade (LATS - Low affinity transporter system) que atuam
em concentracdes maiores que 1 mM pertencentes a familia NPF - Nitrate Transporter
1/Peptide Transporter (Léran et al., 2014).

A familia NPF em arroz é extensa compreendendo um conjunto de 93 genes,
entretanto apenas 11 destes foram funcionalmente caracterizados até o momento (Huang
et al, 2019). Dentre eles, sete apresentam splices alternativos OsNPF2.4, OsNPF6.3,
OsNPF7.1, OsNPF7.4, OsNPF7.7, OsNPF8.9 e OsNPF8.20 e todos mostraram-se envolvidos na
eficiéncia de absorcdo de nitrogénio e determinacdo da produtividade de grdos (Lin et al,,
2000; Fang et al.,, 2013; Xia et al., 2014; Wang et al., 2018; Huang et al., 2018; 2019).

O gene OsNPF7.4 (antigo OsPTR5) foi caracterizado recentemente e apontado como
regulador antagdnico ao OsNPF7.1 (antigo OsPTR4), atuando como bloqueador na
formacao ou alongamento das gemas axilares e no controle do nimero de perfilhos em
arroz. Além disso, apresenta papel importante participando na aloca¢do de N das raizes
para as folhas, influenciando o crescimento e desenvolvimento de plantas de arroz (Huang
et al,, 2019). Todavia, poucas informagdes foram disponibilizadas quanto a expressdo das
diferentes isoformas desse gene, suas respostas frente ao fornecimento de nitrato e sua
localizagdo subcelular, caracteristicas essas que determinam sua atua¢do na planta.

O estudo da expressdo do gene frente a periodos de flush de nitrato nos permite
esclarecer a funcionalidade do gene no metabolismo de N e levantar hipéteses quanto a
sua atuacao no transporte do ion. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi
identificar os niveis de resposta do gene OsNPF7.4 em plantas de arroz submetidas a
supressao de 72 h e posterior ressuprimento do fornecimento de nitrogénio na forma de
nitrato (N-NO3z).

Material e métodos

Foi realizada uma busca da sequéncia do gene no banco de dados de arroz, a
plataforma Rice Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/). Foram
encontradas duas isoformas do gene OsNPF7.4, disponiveis, a sequéncia CDS das duas
isoformas foram entao, utilizadas para desenho dos primers e realizacdo da PCR em tempo
real.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados na analise da expressado relativa por PCR em tempo
real das isoformas do gene OsNPF7.4.

Gene Foward Reverse Acession number
OsNPF7.4sp1 | TTCTTCTGGGTCATGTCGGC GACACGACCGTCTTCACCTT | LOC 0s04950940.1
OsNPF7.4sp2 | CCCAAACTTTGAACTTGATCTGC | GCACTCGAATCCTAGCACCA | LOC 0s04g50940.2
OsUBQ5 ACCACTTCGACCGCCACTACT ACGCCTAAGCCTGCTGGTT | LOC 0s019g22490.1

0 experimento foi realizado em camara de crescimento com plantas de arroz (var.
manteiga). As sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% e
transferidas para potes com gaze contendo somente agua destilada. Seis dias apds a
germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos de 0,7 L, dispostos em
delineamento inteiramente ao acaso, contendo quatro plantas por vaso que receberam
solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) modificada com 1/2 forca ionica,
utilizando 5 mM de CaNO3z e pH 5,5. Esta solucgao foi trocada a cada trés dias.

Aos 30 dias ap6s a germinacdo foi realizada a primeira coleta, denominada tempo
zero e utilizada como controle. Em seguida a solu¢do nutritiva foi substituida por uma
solucdo sem fornecimento de nitrogénio, para caracterizar o periodo de supressdo de N.



http://rice.plantbiology.msu.edu/

806 Fernandes et al.

Esta foi mantida por trés dias realizando-se uma coleta por dia, sempre as 9:00 h. No
terceiro dia a solucdo nutritiva foi substituida reestabelecendo o fornecimento de
nitrogénio com 5 mM de NO3- e entdo foram coletadas amostras nos tempos 4, 8, 24 e 72 h
apds o ressuprimento.

As plantas coletadas foram separadas em folha, bainha e raiz, pesadas para obtencao
da massa fresca, retirada uma amostra e armazenada em freezer -80 °C para posterior
extracao do RNA total, que foi realizada de acordo com Gao et al. (2001). Apéds extragio, as
amostras foram tratadas com DNAse utilizando o kit “Amplification Grade DNAse I" da
Sigma®. Em seguida foi realizada a construgdo da fita de DNA complementar (cDNA) com o
kit “High Capacity RNA-to-cDNA” da Life Technologies®, seguindo as recomendagdes do
fabricante.

As reagdes de PCR em tempo real foram feitas utilizando o kit “5x HOT FIREPol
EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne) de acordo com as recomendagdes do
fabricante no equipamento “StepOne Plus Real-Time PCR System” (Applied Biosystems). Os
calculos de expressao relativa foram realizados de acordo com Livak e Schmittgen (2001)
a partir dos valores de CT (Cicle Thereshold, ciclo limite) obtidos na reacdo de PCR em
tempo real, utilizando a ubiquitina 5 (OsUBQ5) como gene de referéncia e o tratamento do
tempo zero como controle. A construcdo dos graficos foi realizada utilizando o programa
Sigmaplot 12.5.

Resultados e discussao

O gene OsNPF7.4 apresenta duas isoformas nos bancos de dados disponiveis para
arroz, decorrentes de splicing alternativo. A analise de expressdo das duas isoformas
possibilita elucidar a resposta do gene a disponibilidade de NO3- em solucao. A isoforma 1
(OsNPF7.4 spl, Figura 1A), apresentou baixa expressdo durante todo o periodo de
supressao de N que perdura até as 4 h ap6s o ressuprimento (76 h). Entretanto, 8 h apds o

ressuprimento (80 h) ha um aumento acentuado na transcri¢do que se reduz apoés 24 h
(96 h).

A NPF7.4 spl - B NPF7.4 sp2

Expresséo relativa [11] CT
(2]

Expresséo relativa [/ CT
S

j—Ressuprimento j—Ressuprimento

0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Horas Horas

Figura 1. Expressdo relativa das isoformas do gene OsNPF7.4 em plantas de arroz (var. Manteiga),
submetidas a um periodo de supressao e ressuprimento de N-NO3- de 72 horas.

Por outro lado, a isoforma 2 (OsNPF7.4 sp2, Figura 1B) apresentou uma leve
resposta de transcricio ap6s 48 h de supressdo de N caindo as 72 h. Mas, com o
ressuprimento ha uma resposta rapida de transcri¢do, logo as 4 h (76 h) e que continua
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aumentando até as 80 h formando um pico de expressdo. Esta rapida elevacdo de
transcritos demonstra uma alta regulacdo deste gene pela a presenca do ion nitrato na
solucado, sendo OsNPF7.4 sp2 de resposta rapida.

A rapida elevagdo nos transcritos logo apoés o fornecimento de nitrato em solucdo
corrobora com os resultados encontrados por Huang et al. (2019), apontando que ambas
as variantes deste gene sdo reguladas pela concentracdo de fontes externas de N. E levanta
a possibilidade de atuacdo da proteina no influxo de nitrato, visto que a superexpressao
das duas isoformas do gene OsNPF7.4 em arroz promoveu o influxo de NOz e reduziu a
concentracdo do ion nas folhas, enquanto o nocaute do gene demonstrou resultado
inverso (Huang et al., 2019). Entretanto estudos de localizagdo subcelular sdo necessarios
para confirmar esta hipdtese.

Quanto aos niveis de expressdao podemos observar que OsNPF7.4 spl apresenta
niveis ligeiramente mais elevados quando comparado ao OsNPF7.4 sp2. Esta variacdo
corrobora com a encontrada em trabalho recente que identificou OsNPF7.4 sp1 como mais
expresso que OsNPF7.4 sp2 durante o periodo de desenvolvimento vegetativo de arroz sob
diferentes concentra¢des de NO3 (Huang et al., 2019). Variagdes nos niveis de expressdo
entre splices do mesmo gene também foram encontrados para o gene OsNPF7.7 indicando
diferentes fungdes de atuacdo do gene o que foi comprovado pela localizacdo subcelular
(Huang et al., 2018).

O splicing alternativo é um dos eventos que mais contribuem para a diversidade
genética dos eucariotos e é uma das formas de enriquecer as fun¢des dos genes (Graveley,
2001). Estudos recentes apontam que este fendmeno é muito comum em plantas,
ocorrendo principalmente em resposta a mudancas climaticas (Cheng e Tu, 2018). O
conhecimento das variacdes alternativas de um gene bem como diferencas na expressio
permite explorar suas funcdes e identificar as potencialidades de suas isoformas no
metabolismo vegetal. Particularmente, no metabolismo de N, genes com splicing
alternativo tém demonstrado papel indispensavel no transporte de nutrientes e na
produtividade de plantas (Huang et al., 2018).

Conclusoes

0 periodo de supressao de 72 h foi suficiente para identificar variacdes dos niveis de
resposta da expressdo das duas isoformas do gene OsNPF7.4.

Foi constatada uma alta dependéncia do gene quanto a preseng¢a do fon NOs para
sua expressdo e a rapida resposta de transcricdo dada pela sua presenga o que relaciona
este gene como um dos responsaveis pelo influxo de nitrato no vactiolo em arroz.
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