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RESUMO

O arroz é umas das plantas cultiviveis de maior importancia para a espécie humana.
Um dos fatores limitantes para seu cultivo € a devida disponibilidade de nutrientes nas
lavouras. O nitrogénio (N) é o principal macronutriente essencial para o cultivo do
arroz, influenciando diversas caracteristicas do desenvolvimento da planta, em
especial a sua produtividade. Entretanto, a eficiéncia do uso do nitrogénio (EUN) nas
lavouras de arroz é muito baixa. Sendo assim, o desenvolvimento de pesquisas que
visem a producéo de plantas de arroz com melhor EUN é de grande importancia.
Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo do metabolismo
do N de plantas de arroz transgénicas superexpressando constitutivamente o gene de
uma aquaporina transportadora de amonio da bromélia epifita com tanque Vriesea
gigantea (VgPIP1;2). Foram obtidas 3 linhagens transgénicas superexpressando
VgPIP1;2, uma delas, a VgPIP1;2 3 se destacou dos demais genoétipos quanto a
expressdo do transgene, ao desenvolvimento inicial das plantulas e quanto ao
crescimento das plantas em casa de vegetacdo. Plantas dessa linhagem e as
selvagens (WT - controle) foram cultivadas em hidroponia com solucédo nutritiva de
Yoshida (1976). As raizes dessas plantas foram utilizadas para analises morfologicas,
de transcriptoma, por RNAseq e de metaboloma, por cromatografia a gas e
espectrometria de massa. As plantas transgénicas apresentaram um sistema radicular
mais ramificado do que o das WT. Além disso, as plantas transgénicas apresentaram
uma mudancga no perfil de expressdo génica de diversas vias metabdlicas, em
especial a do metabolismo do N, com uma regulacéo positiva de genes que participam
da absorc¢éo e assimilacdo do N, além da biossintese de aminoacidos. Também foram
observadas alterac6es no perfil dos metabdlitos, como um aumento dos niveis de
aminoacidos, em especial 0 aspartato, e aclicares, como a trealose e sacarose nas
raizes das plantas transgénicas. Com base nesses resultados fica claro que a
superexpressao de VgPIP1;2 modulou o metabolismo do N nas plantas de arroz,
causando altera¢des positivas no desenvolvimento das plantas transgénicas. Sendo
assim, o uso do gene da aquaporina PIP1;2 de V. gigantea apresenta grande potencial
para o desenvolvimento de cultivares de arroz que apresentem maior produtividade
usando menos fertilizantes nitrogenados.
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ABSTRACT

Rice is one of the most important crop plants for humankind. One of the limiting factors
for its cultivation is the proper availability of nutrients in the fields. Nitrogen (N) is the
primary essential macronutrient for rice cultivation, influencing various characteristics
of plant development, especially its productivity. However, the nitrogen use efficiency
(NUE) in rice fields is very low. Therefore, the development of researches aimed at
producing rice plants with better NUE is of great importance. Thus, the objective of this
study was to characterize the nitrogen metabolism of transgenic rice plants
constitutively overexpressing the gene for an ammonium-transporting aquaporin from
the epiphytic bromeliad Vriesea gigantea (VgPIP1;2). Three transgenic lines
overexpressing VgPIP1;2 were obtained, with one of them (VgPIP1;2 3) standing out
from the others in terms of transgene expression, initial seedling development, and
growth in greenhouse. Plants from this lineage and the wild type (WT - control) were
grown in hydroponics with Yoshida's (1976) nutrient solution. The roots of these plants
were used for morphological analysis, transcriptome analysis by RNAseq and
metabolome analysis by gas chromatography and mass spectrometry. The transgenic
plants exhibited a more branched root system than the WT. Besides, the transgenic
plants showed a change in the gene expression profile of various metabolic pathways,
especially nitrogen metabolism, with upregulation of genes involved in nitrogen uptake
and assimilation, as well as amino acid biosynthesis. Changes in the profile of
metabolites were also observed, such as an increase in the levels of amino acids,
especially aspartate, and sugars, such as trehalose and sucrose, in the roots of
transgenic plants. Based on these results, it is clear that the overexpression of
VgPIP1;2 modulated nitrogen metabolism in rice plants, causing positive alterations in
the development of transgenic plants. Thus, the use of the PIP1;2 aquaporin gene from
V. gigantea shows great potential for the development of rice cultivars that exhibit

higher productivity using fewer nitrogen fertilizers.
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INTRODUCAO
Metabolismo do Nitrogénio

O Nitrogénio (N) € um dos principais elementos minerais presentes nos
sistemas bioldgicos, sendo utilizado para sintese de diversas moléculas organicas,
tais como: aminoacidos, nucleotideos, clorofila, fito-horménios, vitaminas e alcaloides
(LAM et al., 2006). O ciclo biogeoquimico desse elemento envolve diversos niveis de
organizagéo e moléculas nitrogenadas diferentes, sendo a atmosfera terrestre o maior
reservatorio de N no planeta, compreendendo 78% de sua composi¢do, na forma de
N molecular (N2) (RAVEN; EICHHORN; EVERT, 2014).

A assimilacdo do N nos sistemas biolégicos se da, em grande parte, atraves
das plantas, a partir da absorcdo de formas inorganicas e posterior incorporagao
dessas em moléculas organicas (KERBAUY, 2019). Nos solos, o N é encontrado
principalmente na forma de nitrato (NO3) e amonio (NH4*), provenientes da fixacdo
atmosférica ou provenientes de descargas elétricas; da fixacdo bioldgica, pela acéo
de micro-organismos simbidticos ou de vida livre; bem como a partir da degradacao
de matéria organica animal e vegetal por fungos e bactérias (TAIZ et al., 2021).

O nitrato absorvido pela planta é convertido em moléculas mais energéticas,
primeiramente o nitrito (NO2’), pela enzima redutase do nitrato (RN), posteriormente o
NO:2 é reduzido a NH4* pela enzima redutase do nitrito (RNi). Devido a natureza tdxica
do amonio, as plantas rapidamente translocam o N dessas moléculas para a formacéao
de aminoacidos (KIRK; KRONZUCKER, 2005). Esse processo se da através da acdo
da enzima glutamina sintetase (GS), a qual cataboliza a reacédo entre o NH4* e o
glutamato formando o aminoacido glutamina (Gln) com gasto de energia na forma de
ATP (LEA; MIFLIN, 2018).

Em seguida a enzima glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT)
transfere o N presente na GIn para uma molécula de 2-oxoglutarato formando duas
moléculas de glutamato, as quais podem voltar novamente para a formacéao da Gin
ou formar outros aminoacidos, atraves de reacdes de transaminagado, 0s quais sao
transportados para os locais a serem utilizados na planta (LAM et al., 1996). As
principais formas aminadas de transporte de nitrogénio nas plantas sdo o0s
aminoacidos glutamina e asparagina, ambos advindos de reac¢des envolvendo o
glutamato (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).



A utilizacdo do N nos sitios de consumo compreende a transformacdo das
moléculas nitrogenadas de transporte em outros aminoacidos e a utilizagdo desses
na formacao de proteinas, esse processo se da principalmente pela via GS/IGOGAT
seguido por novo processo de transaminacdo catabolizado por aminotransferases
especificas para cada aminoacido. Essas enzimas estdo direta ou indiretamente
ligadas a formagdo do grupo 2-amino de todos os aminoacidos a partir da
incorporacao do N a esqueletos carbénicos advindos de outros processos metabolicos
(KERBAUY, 2019; LAM et al., 1996; LI; FAN; SHEN, 2008).

O N é o macronutriente essencial mais consumido pelas plantas, devido a
grande importancia desse elemento no desenvolvimento vegetal, sua concentracao
nos solos e disponibilidade de absorcdo sao fatores limitantes do crescimento das
plantas (ESCOBAR; GEISLER; RASMUSSON, 2006). Além disso, diversas
caracteristicas vegetais podem ser afetadas devido a variacdo na disponibilidade do
N, como desenvolvimento das folhas, floracdo, dorméncia de sementes, arquitetura
daraiz, tamanho da planta, entre outros (VIDAL; GUTIERREZ, 2008). O sintoma visual
principal de deficiéncia de N em plantas é a observacédo de clorose em folhas mais
velhas seguida de abscisdo das mesmas (BUZETTI et al., 2006).

Devido ao ciclo biogeoquimico e a influéncia que o N tem no metabolismo das
plantas, esse nutriente é de extrema importancia em sistemas agricolas de cultivo de
plantas alimenticias (LAM et al., 1996). A producdo de culturas de alto rendimento
esta diretamente relacionada a disponibilidade de concentracdes ideais de N para as
plantas, seja por processos naturais ou pela aplicacdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados nos solos, sendo estes Ultimos considerados um dos principais
responsaveis pelo aumento da producdo mundial de alimentos nos ultimos 50 anos,
aliado ao melhoramento genético das cultivares (Bl et al., 2009; XU; FAN; MILLER,
2012).

Importancia do N no cultivo do arroz

Dentre as plantas cultivadas, o arroz (Oryza sativa L.) € uma das mais
importantes para a espécie humana, sendo considerado alimento basico para quase
metade da populacéo e fornecedor de 19% do suprimento energético na forma de
calorias consumidos pelos humanos mundialmente (ELERT, 2014; FENG et al., 2002;
GOMES; MAGALHAES JR, 2004). E a terceira planta mais cultivada no mundo, com



producdo anual estimada nos udltimos anos de mais de 770 milhdes de toneladas
cultivadas em cerca de 160 milhdes de ha plantados. O Brasil se apresenta como
grande produtor mundial de arroz, o 9° no mundo, tendo a safra 2023/2024 estimada
em quase 2 milhdes de ha plantados e producédo de mais de 10,8 milhdes de toneladas
do grao (FAOSTAT, 2022)

Sao caracterizados trés ecossistemas de plantio de arroz, sendo eles o de
terras altas, varzeas umidas e irrigado por inundacao, este ultimo representando a
maior parte do arroz produzido no mundo (~80%) e no Brasil (~60%) (BARRIGOSSI;
LANNA; FERREIRA, 2004; MARRENJO et al., 2016). Nesse tipo de cultivo é realizada
a inundacéo das éareas cultivaveis antes ou depois da semeadura e o solo € mantido
alagado até a colheita (BURESH; HAEFELE, 2010). Esse tipo de manejo extrai
grandes quantidades de nutrientes do solo, principalmente devido a processos de
percolagdo profunda e drenagem superficial, que podem alterar significativamente a
ciclagem de nutrientes e produtividade da cultura (CHIEN; PROCHNOW,
CANTARELLA, 2009).

Dentre os nutrientes requeridos para o cultivo de arroz, o N é um dos mais
importantes devido ao fato de estar diretamente relacionado com a produtividade da
planta, estimulando o crescimento do sistema radicular, aumentando o niumero de
espiguetas e quantidade de proteina presente no grao (ARAUJO, 2011). Esse mineral
é requerido em grande quantidade durante o crescimento das plantas de arroz, cerca
de 16 kg de N s&o absorvidos do solo para a producédo de 1 tonelada de arroz néao
beneficiado (CHOUDHURY; KENNEDY, 2005). A alta absorcédo de N associada as
perdas de nutrientes do solo devido ao processo de alagamento ocasionam uma forte
diminuicdo das concentracfes desse mineral nos solos cultivados, necessitando a
aplicacao em larga escala de fertilizantes quimicos para possibilitar o cultivo (LADHA
et al., 2016).

O principal fertilizante nitrogenado utilizado nas plantacdes de arroz é a ureia,
devido ao seu custo de produgéo relativamente baixo em comparagcdo com outros
fertilizantes a base de N, o que facilita 0 acesso dos agricultores a esse produto
(ABALOS et al., 2014). No solo em contato com a agua, a ureia € hidrolisada, liberando
amonia (NHs), molécula bastante volatil, a qual & convertida no ion aménio. Este
possui uma maior estabilidade e é a principal molécula nitrogenada absorvida pelas
plantas de arroz (ABALOS et al., 2014). A eficiéncia do uso do N presente na ureia é

baixa, por volta de 30-40%, devido aos processos de volatilizacdo da amonia,



desnitrificagdo e as perdas do nutriente no solo por lixiviagdo e escoamento
(CHOUDHURY; KENNEDY, 2005). Uma das estratégias utilizadas para tentar
maximizar a absorcdo do N pelas plantas de arroz é a aplicacdo de elevadas
guantidades de fertilizante nos solos em concentracdes acima das necessarias para
o cultivo da planta (PENG et al., 2010). Dessa maneira, estimasse que sejam
utilizadas anualmente mais 100 milhdes de toneladas de fertilizantes a base de N no
cultivo de plantas, dos quais cerca de 15% é utilizado apenas no cultivo do arroz,
tornado esse um dos principais custos na producdo do grdo (FAOSTAT, 2022,
LUDEMANN et al., 2022)

O uso exacerbado de N em sistemas agricolas pode acarretar diversos
problemas ambientais, tais como: aumento da deposicdo de N, emisséo de gases do
efeito estufa, principalmente o metano e os 6xidos nitroso e nitrico, eutrofizacdo de
aguas superficiais, blooms de algas, alteracbes na estrutura de comunidades
ecolégicas, perda de biodiversidade, extincdo local de espécies, dentre outros
(CHOUDHURY; KENNEDY, 2005; HUANG et al., 2017; ROBERTSON; VITOUSEK,
2009). Esses fendmenos acontecem principalmente devido ao fato de que o N
utilizado na agricultura ndo ser absorvido em sua totalidade pelas plantas e por ser
um mineral altamente moével na biosfera e reativo com diversos outros compostos,
influenciando, direta ou indiretamente, diferentes habitats (ROBERTSON; VITOUSEK,
2009).

Em busca do aumento da eficiéncia do uso do Nitrogénio

Dessa maneira, a busca de estratégias que possam aumentar a eficiéncia do
uso do nitrogénio (EUN), definida geralmente como a producao vegetal em funcéo da
quantidade de N aplicado, é de extrema importdncia para diminuir os impactos
ambientais acarretados pelo uso de fertilizantes nitrogenados durante o cultivo
(GOOD; SHRAWAT; MUENCH, 2004). Dentre as principais abordagens utilizadas
com intuito de aumentar a EUN em sistemas agricolas estdo: disponibilidade de
informac&o aos agricultores para melhorar as tomadas de decisdo, o emprego de
sistema de rotacédo de espécies cultivadas, melhoramento dos métodos de aplicacao
dos fertilizantes e o desenvolvimento de estratégias de recuperacdo do N perdido no
campo (CHERRY et al., 2008).



Além das ferramentas utilizadas in situ para melhorar a préatica agricola, existe
um grande interesse no estudo em nivel molecular da absorcdo do N e as possiveis
aplicacoes biotecnoldgicas a ela associadas (Bl et al., 2009). Dessa maneira, diversas
pesquisas tém sido realizadas com o intuito de alterar o metabolismo do N em plantas
agricolas, como o arroz, sejam elas em nivel de absorcdo, assimilacdo e/ou
translocacdo desse nutriente na planta (LEE, 2021). A maior parte dessas estratégias
envolve a utilizacdo de plantas transgénicas e/ou mutantes visando a sobre-
expressao ou ao silenciamento (knockout) de genes especificos, os quais propiciam
um aumento da EUN dessas plantas (XU; FAN; MILLER, 2012).

Dentre as ferramentas de transgenia referentes ao metabolismo do N ja
utilizadas em plantas de arroz, vale destacar aquelas relacionas aos transportadores
de nitrogénio. Plantas de arroz transgénicas para um gene de transportador de aménio
(AMT1;1) com maior permeabilidade ao NH4* apresentaram um maior crescimento e
aumento na produtividade quando cultivadas em condi¢des 6timas e sub-6timas de N
(RANATHUNGE et al., 2014). Estudo anteriores também mostraram que a sobre-
expressao do gene transportador OsAMT1-1, isolado de cultivar indica, em linhagens
transgénicas de arroz das cultivares Taipei e Jarrah, possibilitou um aumento da
absorcdo de NH4* em altas e baixas concentragdes em cultivo hidroponico (HOQUE
et al., 2006; KUMAR et al., 2006). Mais recentemente, foi relatado que que a ativacao
concomitante dos genes do transportador de amonio 1;2 (OsAMT1;2) e da glutamato
sintase 1 (OsGOGAT1) em arroz ocasionou um aumento da tolerancia a limitagéo de
nitrogénio e a uma melhor absorgcdo de amonio e remobilizacdo de N em toda planta
(LEE et al., 2020)..

As permeases de aminoacidos (AAPs) sdo proteinas de membranas que estédo
envolvidas no transporte de AAs para dentro das células. Em arroz, foram
identificados cerca de 19 genes dessa familia, os quais tem sido recentemente vistos
como novos alvos moleculares para o aumento da EUN (LEE, 2021). Peng et. al.
(2020a) mostraram que o transportador de aminoacidos OsAAP6 funciona como um
regulador positivo dos niveis de proteina presentes nos gréos e modula a absorgéo e
translocacdo de uma série de aminoéacidos. Linhagens que superexpressaram o gene
de APP (OsAAP1) apresentaram um maior perfilhamento, que culminou num maior
namero de grados cheios. Além disso, as plantas apresentaram uma maior
concentracdo de aminoacidos quando comparadas com as selvagens (JI et al.,

2020a). A sobre-expressao de duas variantes de OsAAP4 também resultou num



aumento de perfilhamento e produtividade através do aumento da absorcdo de
aminoacidos neutros, como valina e prolina (FANG; WU; JI, 2021).

A assimilacdo de N através da via metabolica GS/GOGAT também foi alvo de
estudos de transgenia em arroz, os quais focaram em sua maioria na enzima GS. O
knockout do gene que codifica a forma citosolica de GS causou uma severa reducao
de crescimento e enchimento dos graos, mostrando a grande importancia dessa
enzima no desenvolvimento das plantas de arroz (TABUCHI et al., 2005). Plantas
transgénicas sobre-expressando constitutivamente diferentes formas dessa enzima
proveniente de arroz, propiciaram aumento no conteddo total de nitrogénio, produgéo
de espiguetas e EUN (BRAUER et al., 2011; CAI et al., 2009). Plantas silenciadas
para OsGS1;1 apresentaram um desbalan¢o nos niveis de aglcares e aminoacidos e
um grande acumulo de metabdlitos secundarios, o que corrobora a importancia dessa
enzima na modulacao de diferentes vias metabdlicas vegetais (KUSANO et al., 2020).
Também foram realizados estudos com a forma cloroplastidica de GS (GS2). Em um
deles (HOSHIDA et al., 2000), observou-se que a sobre-expressao de GS2 ocasionou
um aumento da capacidade de fotorrespiracao e resisténcia a salinidade.

O papel da GOGAT como agente de aumento da EUN tem sido investigado.
Plantas de arroz com knockout para OsNADH-OsGOAT1 apresentaram uma
diminuicdo no numero de grdos ocasionada pela reducdo no nimero de perfilhos
(TAMURA et al., 2010a). A sobre-expressao conjunta de OsAMT1;2 e OsGOGAT1
propiciou uma melhor assimilacdo de amonio e remobilizacdo de N na planta sob
cultivo em condicdes limitantes de N (LEE et al., 2020b). Em plantas mutantes para
OsNADH-GOGAT 2 foi observado um grande decréscimo no numero de espiguetas
por panicula em adicdo a uma diminuicdo de biomassa e produtividade, evidenciando
o papel importante que essa enzima desempenha no desenvolvimento vegetal
(YAMAYA, 2011). A isoforma de GOGAT dependente de ferredoxina também foi alvo
de estudos. Observou-se que a mutacdo de OsFd-GOGAT levou a senescéncia
prematura das folhas e desbalanco do equilibrio C/N (YANG et al., 2016; ZENG et al.,
2017).

Além dos estudos envolvendo transportadores e enzimas diretamente
relacionados a EUN em arroz, nos ultimos anos, grande atencdo vem sendo dada a
grupos de genes regulatérios que possam estar relacionados com a modulagédo do
metabolismo do N (LEE, 2021). A producdo de plantas transgénicas sobre-

expressando diferentes fatores de transcricdo tem mostrado resultados interessantes,



tais como: o aumento da absorcao, assimilagéo e translocagédo de N na planta, bem
como aumento da produtividade de gréos, crescimento vegetal e da EUN (ALFATIH
etal., 2020; CHEN et al., 2018; IWAMOTO; TAGIRI, 2016; KURAI et al., 2011; WANG;
LI; LIAN, 2020; WU et al., 2021b; YU et al., 2015).

Fica evidente que o maior foco das pesquisas em nivel molecular visando ao
aumento da EUN em arroz estdo direcionadas a manipulacdo de genes
intraespecificos através da producéo de plantas chamadas de cisgénicas (HUANG et
al., 2018; STICKLEN, 2015). Poucos séo os trabalhos que visam identificar e avaliar
possiveis alvos moleculares em organismos de outras espécies que possam conferir
um melhoramento no uso do N em plantas de arroz.

Apesar de escassos, alguns resultados interessantes foram obtidos em
trabalhos que utilizaram genes de outras espécies na transformacao do arroz, como
o aumento de produtividade de plantas de arroz transgénicas superexpressando
TaGS1 de trigo (WU et al., 2021a), bem como 0 aumento da biomassa da parte aérea
em plantas de arroz que superexpressavam o0 gene HvVAIaAT, que codifica uma
aminotransferase de cevada (TIONG et al.,, 2021a). De modo similar, a sobre-
expressdo do gene homodlogo de pepino (CsAlaAT2) (SISHARMINI et al., 2019)
também aumentou a biomassa das plantas e elevou o numero de perfilhos. Além
disso, foi observado aumentos consideraveis na altura e massa fresca de plantas
sobre-expressando o gene de um transportador de aménio de cana de acucar
(SCAMT1.1) (GAO et al., 2023).

Observa-se que, mesmo os trabalhos que utilizam genes de outras espécies
vegetais para transferéncia em arroz, ainda sao muito restritos a busca de genes-
candidatos em espécies cultivaveis, deixando quase totalmente de lado o grande
potencial biotecnolégico que plantas nativas podem apresentar. Sendo assim, a
elucidacado do metabolismo do N e suas vias moleculares relacionadas, bem como a
identificacdo de variacdes fisiologicas observadas em espécies vegetais que
apresentam caracteristicas Unicas relacionadas ao EUN, compreendem um
importante passo para a descoberta de potenciais alvos moleculares para aplicagbes
biotecnolégicas, visando ao aumento da EUN em plantas de interesse econémico,
como o arroz (ROBERTSON; VITOUSEK, 2009).

Metabolismo do N em Vriesea gigantea e seu potencial biotecnolégico

para o melhoramento do arroz



Dentre as plantas nativas que apresentam caracteristicas peculiares quanto ao
metabolismo do N e suas formas preferenciais de absorcao, pode-se destacar Vriesea
gigantea Gaudichaud, uma bromélia epifita formadora de tanque, endémica do Brasil
e nativa da Mata Atlantica(SAMPAIO et al., 2012). Bromélias epifitas tém pouco ou
nenhum acesso a obtencdo de 4gua e nutrientes do solo atraves das raizes e sédo
fortemente limitadas pela deficiéncia de N (BENZING, 2000). No estagio de vida
adulta, plantas de V. gigantea formam uma estrutura chamada de tanque, através da
sobreposicao das folhas de maneira imbricada, a qual permite a retencdo de agua
vinda da precipitagdo e o acumulo de matéria organica proveniente do forofito
(ROMERQO et al., 2006).

Espécies desse género apresentam uma variacao funcional das raizes durante
0 seu desenvolvimento, sendo que na fase atmosférica sdo importantes na absor¢éo
de &gua, enquanto em bromélias com tanque ja formado, elas séo responséaveis pela
fixacdo da planta no foréfito (VANHOUTTE et al., 2017). Também s&o observadas
diferencas estruturais e fisiologicas entre as porcdes apicais e basais de folhas de
plantas adultas, o limbo foliar de V. gigantea é coberto por um tipo especial de tricomas
que promovem uma rapida absorcdo de 4gua e nutrientes da solugcéo aquosa presente
nos tanques (INSELSBACHER et al., 2007), substituindo a fung&o absortiva atribuida
as raizes (TAKAHASHI; COUTINHO NETO; MERCIER, 2022). Particularmente, a
porcdo basal das folhas apresentam uma maior densidade desses tricomas
(TAKAHASHI; CECCANTINI; MERCIER, 2007).

Nos tanques das bromélias podem ser encontrados pequenos animais
vertebrados e invertebrados, sendo suas excretas importantes fontes de N organico
na forma de ureia (Q. ROMERO et al., 2010; ROMERO et al., 2006). Vriesea gigantea
apresenta uma alta capacidade de absorcdo desse composto pelas folhas sem
observacdo de saturacdo de transportadores mesmo em altas concentracdes
(ENDRES; MERCIER, 2001a). Aléem disso, essas plantas produzem a enzima urease,
a qual é secretada para o interior do tanque, possibilitando a utilizacdo da ureia
disponivel através da reacdo de hidrolise, resultando em amoénio e carbamato, os
quais sdo absorvidos pela planta (AGUETONI CAMBUI; GASPAR; MERCIER, 2009).

Na natureza, NH4* e ureia sdo as fontes de N mais comuns encontradas nos
tanques de V. gigantea, as quais sdo também as formas preferenciais de absorcéo
das plantas (INSELSBACHER et al., 2007). O aménio, por exemplo, é rapidamente

absorvido pelos tricomas mais densamente localizados na porcao basal das folhas, e



evidéncias sugerem que o NH4* € entdo transportado para o apice foliar, onde é
observada uma maior atividade das enzimas GS e GOGAT, que realizam a
assimilacdo dessa molécula (TAKAHASHI; MERCIER, 2011a).

Em um trabalho mais recente (MATIZ et al., 2017), foi realizada a identificacéao
e isolamento de genes de aquaporinas (AQP) de V. gigantea (VgTIP 2;1 e VgPIP1;2),
os quais foram caracterizados funcionalmente através de expresséo heteréloga em
o6citos de Xenopus e em leveduras. As proteinas transcritas a partir desses genes
foram relacionadas ao transporte de N através da membrana plasmatica, sendo que,
além de agua, VgTIP2;1 também foi capaz de transportar ureia, enquanto VgPIP1;2
facilitou a absorcao diferencial de NH4*. Esses resultados sugerem que algumas AQPs
foliares de V. gigantea podem maximizar a absorcdo de N em ambientes com
deficiéncia desse mineral.

Tendo em vista o grande aumento da populacdo humana nas ultimas décadas
bem como a tendéncia de continuacdo desse quadro para as préximas, com
estimativas de que a espécie humana alcance 9,2 bilhdes de individuos em 2050, a
devida atencéo deve ser dada para o desafio de alimentar esse crescente niumero de
pessoas, bem como os impactos ambientais relacionados a esse processo
(BONGAARTS, 2009; PENG et al., 2010). O N é um dos principais fatores limitantes
na producdo agricola na maior parte do mundo e corresponde a um dos principais
custos de producdo (ELERT, 2014).

Sendo o arroz uma das plantas alimenticias mais importantes para a espécie
humana, tanto do ponto de vista nutricional, por ser consumida por mais de metade
da populacdo mundial, bem como do econdémico, devido ao fato de seu cultivo
compreender um mercado multibilionario, € importante fomentar a realizacdo de
pesquisas que visem ao desenvolvimento de plantas que apresentem uma maior
eficiéncia na utilizacdo desse recurso (Bl et al., 2009; CHAUHAN; JABRAN;
MAHAJAN, 2017; ELERT, 2014; HU et al., 2023; LADHA et al., 2016).

Vriesea gigantea apresenta dinamica de uso do N semelhante a observada no
arroz, no sentido de que também tem preferéncia pelas formas amoniacal e ureidica,
em detrimento da nitrica. Ha evidéncias de que a ureia pode também ser absorvida
diretamente, sendo metabolizada no interior da planta (ENDRES; MERCIER, 2001b;
INSELSBACHER et al., 2007; TAKAHASHI; CECCANTINI; MERCIER, 2007).

Similarmente, o arroz cultivado em plantio alagado possui preferéncia por

amonio em detrimento do nitrato e nas lavouras o principal fertilizante nitrogenado



utilizado é a ureia, a qual € hidrolisada nos solos por microrganismos e disponibilizada
para as plantas na forma de aménio (SHRAWAT et al., 2008). Além disso, foi
identificado e caracterizado uma permease em arroz (DUR3) que possibilita o
transporte de alta afinidade de ureia do meio externo para o interior da planta onde é
hidrolisada e o aménio liberado € absorvido pela planta (BEIER et al., 2019; WANG et
al., 2012).

Devido as semelhancas em relacdo ao metabolismo do N observadas entre V.
gigantea e O. sativa, foi imaginado que uma possivel insercdo do gene PIP1;2 de
Vriesea gigantea pudesse trazer beneficios a captura do NHs4* pelo arroz,
principalmente quando este estivesse em baixas concentra¢cdes no ambiente.

Espera-se que a insercao e sobre-expressao do gene da aquaporina de V.
gigantea (VgPIP1;2) em arroz possa promover um aumento na absorgéo, assimilacao
e/lou armazenamento de moléculas nitrogenadas nessas plantas, bem como a
alteracdo dos padrbes de expressao de genes diretamente ligados ao metabolismo
do N ou outras vias metabdlicas correlatas, o que poderia promover alteracdes
positivas em relacdo a parametros morfolégicos ao longo do desenvolvimento das

plantas.



CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste trabalho € possivel indicar algumas conclusdes
sobre a caraterizacdo das plantas transgénicas de arroz a respeito do metabolismo
do N:

- Foram obtidas trés linhagens transgénicas de arroz superexpressando
constitutivamente o gene da aquaporina transportadora de 4gua e amoénio de Vrisea
gigantea (VgPIP1;2);

- A superexpressao de VgPIP1;2 nas plantas de arroz causou diferentes

alteracdes na morfologia, fisiologia e desenvolvimento das plantas;

- As linhagens transgénicas expressando VgPIP1;2 apresentaram um melhor

desenvolvimento inicial qguando germinadas em placas de Petri com agua;

- O cultivo das plantas em vasos em casa de vegetagcdo resultou em um
crescimento diferencial entre os genoétipos, com a linhagem VgPIP1;2 3 apresentando

maior numero de perfilhos e folhas;

- A superexpressdo de VgPIP1;2 na linhagem VgPIP1;2 3 causou uma
mudanca na arquitetura das raizes das plantas quando cultivadas em sistema de

hidroponia com solu¢éo nutritiva contendo nitrato e aménio;

- A superexpressdao de VgPIP1;2 causou um aumento nos niveis de
aminodcidos livres totais presentes nas raizes das plantas da linhagem VgPIP1;2 3

cultivadas em sistema hidropénico com nitrato e amdnio como fontes nitrogenadas;

- As raizes das plantas da linhagem VgPIP1;2 3 apresentaram um perfil de
expressdo génica diferente quando comparadas com as plantas selvagem, com
alteracbes na expressdo de genes de diferentes vias metabdlicas, como o
metabolismo do N, sinalizacdo hormonal, biossintese de aminoacidos, metabolismo

do C, dentre outros;

- O perfil dos metabdlitos das raizes das plantas da linhagem VgPIP1;2 3 e das
selvagens cultivadas em hidroponia com aménio e nitrato como fontes nitrogenadas
apresentou diferencas entre si, em especial quanto aos niveis de acucares e

aminoacidos.
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