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Nitrogénio

> E um dos nutrientes requeridos em maiores quantidades

Disponibilidade no solo ,
Aplicacido de N P

s* Até 70% do N aplicado = perdido

“Eficiéncia de Absorcao e Uso de N pelas Plantas”




N absorvido: organica ou inorganica

_ _ NAR21
ANT 1.1 4 :: Nﬁ;;j Principais formas absorvidas:
—] i | E + -
AMT 1.2 /) - ’,&E?é_‘l < NH4 e NO3
AMT 1.3 ( \ @= i b
AMT1.5 -
\ &= NRT12 p
 AMT21 7 -._ NAT11 !
Amino acids Uptake Urea Uptake
AAP1 =P )= DUR3 | B
AAP5 =)= )
LHT1 =)= ) IR
ProT2 —.- )
Uncharacter sedr? . —.- PIPS ~
peptide = = it D R
1'ansl;-_lu".5'3 : . NIPS

Peptideos
Aminoacidos
Uréia

HATS
|

T
HA

Passive

Nacry et al., 2013



Absorcao
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NH,
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+
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ADP + Pi

pH 7,2
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I
COO-
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COO™ + H*

NO,-
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P-H*-ATPases
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Ht H'
H* H* pH 7,2
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NO,-

NO,-
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H* H
H* H
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4
/ NO;-
3
e
Transportadores
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Transportadores
de NH,*

ATP

N ADP + Pi

H* pH 7,2

/ Citossol
+ 12
z:l)_{y NO;~
2H4’
No3—/
2|-|‘%v

N\
NO,-



pumoles NO, x g' x h!

mmoles P, x g' x h!

N Absor¢ao de NO;" x Atividade de P-H*-ATPase
Absor¢ao de NO;

35 -
30 H*

H*
25 -

204 -
15 g H* H'

ADP + Pi

pH7,2
10

Citossol

5 4

2H™ et
0 T T T T T ml HID _ H'DJ_
0 4 8 12 16 20 24 ? .
2H T

hours HO5=

Atividade das P-H*-ATPAse
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -

40
30 C %
20 5

10 -

0 T T .
0 4 8 12 16 20 o4 Santi et al. (2003)

hours




Expressao génica de isoformas de P-H*-ATPases (OsA2 e OsA7)
X
NRT2.1 e NRT2.2 em arroz

= 20 OsA2 OsA7 OSNRT2.1 OSNRT2.2
Q = 200 -
2 N mm  |AC-47 Q !
N 15 = 3 Piaui ﬁ
< ~ 150 -
2 © i
S 10 =
3 T 100
o * 2
!E 5 ‘ * I%
4 .ﬂ * @ 50
S o 'ﬁ
L o -I - . l.n u% 0 ; iﬂ *
3 5 | '
GO{\ Q@ {(\'@ {r_\@ GO{\ {)@ {q_\‘} 6\'@ o'(‘ Q@&, 6\\“ 6&“ 0{‘ 0@“‘ 6&“ 6&“
OV & oF &> © LIRS ¢ %
Q. Q" Q. Q. ng ng.q ng Q:g.q
*pP<0,05

Maior expressao em baixa dose de NO;-

Sperandio et al. (2014)



Silenciamento de P-H*-ATPase osa 7 por amiRNA

Atividade das P-H*-ATPases e influxo de NO;- em mutantes de arroz osa7

' . Atividade da PM H*-ATPase (umol Pi mg’ ' proteina h™)

120
IRS (vv)
— 100 osal.2
e\o/ osal.3
g 80 osa2.4 .
= x 1 * * 3 % -I-
© | 60 -l- s . i
P ' Lol
©
S| 40 *
S 4k
E rs
20
0 . . . .
Sem N 0,2 mM Cte 0,2 mM Ress 2,0 mM Cte
I Experlmento mutantes osa’
50 50 120
- - Bl IRS(wW) v-,<-= 100
' -] ' < !
e 40 - o 40 C osa’.1 o
% 'E ’ % ‘E B8 osa7.2 % 'E %0 ns NS ns
1 o
ZI .Th 30 Lo ZI ‘T"' 30 3 osa’.3 0 Tm _I_ I
Influxo g £ L o g = s 3 = 60
- = 20 e = 20 ns IS S oo
deNO; 2 2 Z 2 E g4
ERERT) T =10 = S
— g - £ = E 20
= = =
0 0 0
0,2 mM Ress 2,0 mM Cte

0,2 mM Cte
Sperandio MVL (em andamento)




Absorgao de NO;-



Transportadores ot CHH < {1 m > >LATS
de NO;- —

NRT2 NRT2.1
o iHATS > | NRT2.2
NRT2
[NO;']<1 mM NRT2.4
| NRT2 | —— | NRT2:5
/ cHATS NRT2.6
NRT2.7
NRT
NPF6.3 (NRT1.1/CHL1)
~ NPF4.6 (NRT1.2)
NPF6.4 (NRT1.3)
NI:II-_]AZI.I;PF NPF6.2 (NRT1.4)
o e > [NPF7.3 (NRTL.5)
NPF2.12 (NRT1.6)

NPF2.13 (NRT1.7)
NPF7.2 (NRT1.8)
NPF (NRT1/PTR FAMILY) NPF2.9 (NRT1.9)




Transportadores de NO;" de alta afinidade:

OsNRT2.1 e OsNRT2.2

> Expressao génica em baixo N
(0,2 mM NOy)

SN
o
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e

% 30 | RaIZ = Ressuprimentd
: 3 Deficiéncia
< 20 ; N *

& el

> N
=10 ) =z
% 45/ j/
&

=

2 27
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(SPERANDIO et al., 2011)



Proteina Regulatoria

NAR2.1 _ Proteina NAR 2.1
e Nitrate Uptake
NRT2.1 &””
NAR 2.1
A~ NRT 2.1 | ita afinidade
NAR 2.1
1-'— MAT 2.2 E
NAR 2.1 T

Nacry et al., 2013



Proteina Regulatdria N ]
NAR2.1 E a absorcao sob baixo N

e

NO;
H+

z
®
-

Alta afinidade  nNo; NOy

NO; )
Baixo N

Barbier-Brygoo et al., 2011



Expressao de OsNRT2.1, OsNRT2.2 e OsNAR2.1 em variedades de arroz X Absorc¢ao de NO;"

' O 2 mM NO3 -N (resupply)

OsNRT2.1 OsNRT2.2 _ OsNAR2.1
= 200 20
g =a k]
& —e— |AC-47 Q)
150 15
15 v : S
7 . 7
£ 100 * : £ 10
o N o
X % - <
L . L
g 50 : %" e 5
ks . 5
3 6 9 24 3 6 9 24 3 6 9 24
Time (h) Time (h) Time (h)

I Teor de NO;™ na planta

800
60
LL
S 600
- 40 OsNRT2.1 e OsNRT2.2 X OsNAR2.1
‘o TAC-47 variety
S 400 2 Genes OsNRT21 OsNRT22
z OsNRT2.2 004237
° OsNAR2.1 0.9030™ 0.8665"
€ 200 ———— : -
5 0 Piauni variety
e OsNRT2.2 09385
0 Loa=—"0 v OsNAR2.1 0.9358" 0.8727"
0 3 6 9 24 ** p< 0,01
Tempo (h) (Sperandio et al., 2014)




Silenciamento nar2.1 em Arabidopsis

Plantas NRT3.1 ~ ao NAR2.1
Plantas . )
mutantes Silenciadas nrt3.1
WT nrt3.1

> Baixo Suprimento de N-NO;-

> Alto Suprimento de N-NO3

(MILLER et al., 2007)



ZH““ﬂ#?;r'

™

NO5~
zﬂtf*ﬁﬁﬁff
Nﬂ;?””i:::###,

2H—
0,

Transportador de nitrato de dupla afinidade
CHL1 (NRT1.1)

Arabidopsis: NPF6.3
Arroz: NPF8.9

NPF (NRT1/PTR FAMILY)



Transportador de nitrato de dupla afinidade

CHL1 (NRT1.1)

Plasma
membrane

Ti01

membrane

Ti01

Alta afinidade

Baixa afinidade

Kinase 23)

Protein

gr

CBL-Interactin

CIPK23 (calcineurin-like protein

(Tsay et al., 2011)



O transceptor CHL1 (NRT1.1) e o desenvolvimento de raizes
laterais em resposta ao NO;

Baixo NO; Alto NO;-

Transporte
de Auxina NO;

Acumulo de Auxina
(desenvolvimento

raizes laterais)
l NO,

>1 NOy (mM)

GOJON et al., 2011



Silenciamento de chl1

WT plants chl1 mutants

Acumulo
de
Auxina

Acumulo

> | AA Flux

@ 14AAccumulation

—— LR growth

(Krouk et al., 2010)



Absorcao de NH,*



Transportadores
de NH,*

(AMT, Ammonium transporter)

AMT3.1

AMT.3.2

AMT3.3

= Alta Afinidade
(HATS)

- Baixa Afinidade
(LATS)

AMTA4.1




Variedade de arroz com maior eficiéncia de absor¢ao sob baixo suprimento de NH,".

7
— OsAMT1.1 OsAMT1.3
6 1 3 Revenda 600 -
E |IAC-47
g ?'C@ 5 | [ BicoGanga g ’g? >
=3 = =3
Q< - O < i
SE 3| FE
02 2
&g g,
HO 2 58 200
N b i
0 r T 0 ur— [—1' -
2h 4h 2h 4h
100 25
OsAMT1.2 Manteiga: Chnin
80 proteina do grao > 12% 20 -
ST I
§== o
S < 60 2 154 =
M A £ \
S = -
§§ 40 - ug 10
&%
1
20 - 3
0
0 mn =1 < & A &
CARES (4 °
2h 4h ?:Sb\\‘ Qg\“ O Q;\ceg‘b

C..i, para N-NH,* em variedades de arroz. Valores obtidos 24 horas
(Souza, VM. 2010) apos a adigdo de solugdo com 0,2 mM de N-NH,*.



Silenciamento do OsAMT1.3 por amiRNA em arroz (osamt1.3) Expressdo génica

OsAMTI.1
50 40
+
« Influxo deSNH4 s RS
- R ,
LEL 40 - L1 § 30 | wzzzzza #1.1
S L2 :g — #1.2
S C—L6 = — #L6
S 301 R~ 2 ‘1,
o =) i
+f 20 - 1 g %
- 210 - IV
% 10 - \ ¥ * ¥
g_ ’_I—‘ * 0 i - %II{—I ] II_]:—I I_X—I ] zza =] =3
0 . ﬁ Sem N 0,15 mM 2,0 mM
OsAMTI1.2
R
20 Teor de NH,* raiz 30
’ Raiz w—IRS
. mmmm RS #L.1
L 1.5 - wzzzzzi #1.1 T g 60 - — #1.2
= = #L2 = — #L6
o <% 2% [5)
+ —— #L6 % & ‘1,
* S 40 -
E. L0 | % 7 % lg *
. :
3 * =
= = 20
0,5 - ‘1,‘1'
: ; ]
%* %
% |_x_| 0 i_@, % > & *.* *
0,0 - ' ' ' Sem N 0,15 mM 2,0 mM
Sem N 0,15 mM 2,0 mM
+
Linhagens mutantes L1, L2 e L6: amiRNA-osamt1.3 Dose de N-NH,

Influxo de NH,* e teor do ion nas raizes de linhagens mutantes L1, L2 e L6 silenciando o gene
OsAMT1.3 (UBIL:amiRNA-osamt1.3) e plantas controle IRS154 (vetor vazio) ressupridas com 0,15

J ML. 2014
mM de N-NH,*e supridas com 2,0 mM de N-NH,*. acques,



Expressdo relativa (24°T)

-AACT:
)

Expressao relativa (Z'AACT) Expressao relativa (2

I
o o [N N w N

w
o

25 1

20
10

(6]

o

Superexpressao do OsAMT1.3 em arroz

L#8

iﬂ% acz 00

Expressao de AMT1

OsAMTI1.1 AMT1.1-2h || (b) AMT1.1 - 6h
1 oom \\/T
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el

| i
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o B N W~ o0
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%{i\v —o—- WT
\§ AN —v—- L#2
\5 v —o-- L#8
\\i §\
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N N
B! kN
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\\% N
N \\E %\
\
\\ \\ %\\
N, Be
5 \\E Sy
0 1 2 3 4 5 6
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Linhagem 8 apresentou
maior deplecao de NH,+
na solugao nutritiva

E

maior expressao
em baixa dose

(Ferreira, L. 2012)




Localizagao Tecido — especifica do transportador de amonio OsAMT1.3

Corte transversal evidenciando alta atividade do pOsAMT1.3 regiao do cortex

Posamr1.3:GFP:GUS

GUS — Azul
GFP — Verde

Locais de atuacao do
OsAMT1.3 em plantas
privadas de N.

- Absor¢ao
- Emissao raizes

Co.rFe transversal evidenciando ialta Corte longitudinal com detalhe
atl\/.ld&lde do p,OsAMT1.3. na regido de para a ponta da raiz lateral com
emissao de raizes laterais de plantas alta atividade do pOSAMT1.3.

de arroz. (Ferreira, L. 2012)



Reducao do Nitrato

“Assimilagdo do NO;”
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Nitrato Redutase

NAD{P)H

Molibdénio
Pterina

Citocromo
b557

)

NAD(P)" NO,"

elétrons elétrons

Transferéncia de elétrons na Nitrato Redutase.

Os elétrons doados pelo NAD(P)H sao transferidos pelo FAD, citocromo b557 e cofator
molibdénio-pterina até chegarem ao NO;™ que entdo é reduzido a NO,".



1600
Atividade da NR

— Parte Aérea 7 Raizes
T 1200 { . 7 1
"‘% 1
% IAC-47
2 800 T 2 T + 522 Piaui
g .
= n
Z 400 | 7 ‘
O %: :@ : : % m %II d d
0 0,1 1 10 0 0,1 1 10

mM de N-NO; na solug¢ao nutritiva

Variedades de arroz, IAC-47 (melhorada) e Piaui (tradicional) submetidas a 4 concentracdes de N-NO3- em solucdo
nutritiva (0; 0,1; 1 e 10 mM). (31 dias+48 hs sem N a seguir receberam os tratamentos com N) (santos, A.M. et al., 2007).
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Atividade da NR
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1200 +
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Piaui > eficiéncia acimulo NO;

mM N-NOg~

Variedades de arroz, IAC-47 (melhorada) e Piaui (tradicional) submetidas a 4 concentracdes de N-NO3- em solucdo
nutritiva (0; 0,1; 1 e 10 mM). (31 dias+48 hs sem N a seguir receberam os tratamentos com N)

(Santos, A.M. et al., 2007).



Silenciamento da Nitrato Redutase em Arabidopsis

WT

KNO,
Mutantes - Delecao
do gene da NR (nia)
WT

NH,-Suc

Mutantes - Delecao
do gene da NR (nia)

Wang et al. (2004)



Outros destinos do NO;°
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Remobilizado
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umoles de N-NO3~ gl MF

Apos retirada do NO;™ da solugao nutritiva (arroz):
V-H*-ATPases

Os teores de NO;" nas folhas, bainhas e raizes: 300 - 30
70 —— —&— Raiz
n — —o— Bainha 20
60 —e— Folha @ '= 250
—o— Bainha S s 10
50 alz <>F1T|m 200
40 | 48,50 o 3 0 24 48 72
, 8 & 150
30 - g5
T 8 100
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' ZE
10 1
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0 - - - — 0 ' | | |
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Tempo (h)
300 { o
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§ '7_(': 250 —o— Bainha
ATP O c
o
o o
Vocoolo H® H* +I 17' 200
H* p g
ADP + Pi v 5
e - o % 150
H PPi % ©
wos f £ & 100
NO5- H + = @)
NOs- ~ H*PPases & E
H® NO.- 2Pi < > 50
|

.—
o

l

0 24 48 72
Tempo (h)

Tempo apos retirada do NO;™ da solugdo nutritiva
Santos et al., 2011

HO5

Citossol



Assimilagcao do NH,*

GS, GOGAT
GDH
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Via Glutamina Sintetase-Glutamato sintase (GS-GOGAT)

COO c%YNHz

| ATP ATP + Pi |
CH,

| Q77 |
NH 4 CH, CH,

H—(|3—NH3+ Glutamina Sintetase H—(|3—NH3+
| |

COO GS COO
\ Glutamina
| Via
¥
coo coo GOGAT R NH, Coo-
| |
(|3H2 (|3H2 Glutamato Sintase (|3H2 N (|3H2
IR LR o N T
H=C-NH"  H—C—NH;' H—C—NH;’ C=0
COO- CO0- Fd ox Fd red | ) _
) ou NAD* ou NADH co0 c00
‘,' Glutamato a-cetoglutarato

Outras

;%X vias

Esquema representativo da Via Glutamina Sintetase-Glutamato sintase (GS-GOGAT) para a
assimilagao de amonio. (Fdox = ferredoxina oxidada e Fdred = Ferredoxina reduzida).

(Souza e Fernandes, 2006).



Knockout das isoformas de GS1:

gini-3 e gini-4 Gin 1-3
(Cels. do Mesofilo -
foliar) 4
, - (Young leaves)
- Numero graos - Ammonia
reassimilation

- Synthesis of GIn
\ for vegetative
. \growth

3 ".t'»?‘:
;:" ’ .:yc.’ >
= 5
R, -
S Gin 1-5
(Leaf epidermis)
= \- 2?22
. '»?_ J ‘\'_/
Gin 1-2
alnl-3 iInl-3/1-
glnl-; ginl-3/1-4 Gln 1-4 (Phioern)
(Cels. da bainha -Transport
of GIn?

vascular das folhas)
- Tamanho do grao

Gin 1-1

(Root cortex)

- Synthesis of Gin
for vegetative

growth

__WTi A'igln]‘-gt;r 1 glnl-3 gini-3/1-4 Phenotype of the Shoot in GS1-Deficient Mutants. (Martln et al" 2006)



Knockout da GS1
(gin1-3 e gin1-4)

G/n1.3 - Numero de graos

Superexpressao da GS1 (GIn1-3)

»Aumento do nimero de graos em 30%

Line 1 WT9 Line 9

(Martin et al., 2006)



Glutamato desidrogenase de plantas

(GDH)

Ky pelo NH,*: Glutamato
GDH = 10 - 80 mM COO"
GS = 50 yM Ch,

> (12H2

| Desaminag¢ao
Glutamate (NADP)* (NAD(P) Glutamate .
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Hydrolyses :
AMINO ACIDS
I.e. Glutamate 5C:1N -
Glutamate = | Transport
Dehydrogenase " Via
(GDH) Glutamine “ | Phloem
a-Ketoglutarate * NH," Synthetase ’ﬂ
(Carbon Skeletons) cytosolic .
(||3H2 (GS]-) .0’
T - . ?
e Catabolism Glutamine *
COO 5C:2N
Leaf Senescence o‘\<|:’”H2 Phloem
CH, —’
CH,
H—#—NH;

COO



Metabolismo de senescencia
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Figure 1. Glutamate synthase activity (pemol/g fresh weight/min) in carrot and clover
hairy roots, grown on minimum medium (MM} or Murashige and Skoog (MS) medium,
in the presence or absence of the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Harvests at 49/21,
84/56 and 132/111 days of root replating/fungal inoculation. For the same harvest, values
followed by the same letters did not differ significantly from one another (Tukey test,
p < 0.05).
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(Souza et al, 2007).



Superexpressao de GDH de fungo
(Cylindrocarpon ehrenbergii)
CeGDH em arroz
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Arroz superexpressando GDH de fungo (Cylindrocarpon ehrenbergii) CeGDH
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Arroz superexpressando GDH de fungo (Cylindrocarpon ehrenbergii) CeGDH

Aumento da producao de graos e n°. paniculas

sob baixo N

Table 1 Phenotypic and agronomic traits statistics of mature transgenic lines in nitfrogen gradient field

cultivation experiment

Nitrogen fertilizer
gradient in field

(kg N/ha)

Line 1.000-grain Panicle Filled grains rate Grain yield per

weight (g) number/hill (%)

plant ( g/hill )

37.5
37.5
37.5
112.5
112.5
112.5

WT 24509 153x3.2 87.1+1.9
Ubi::CeGDH-7 264 x£1.2%% 27.1 £5.3%% 86.8 4.0
Ubi::CeGDH-33 24.6=x0.7 26.5=10.8%* 84.3+6.4

WT 234038 31.0x11.3 88.0x1.7
Ubi::CeGDH-7 25.9 = 2.0%% 26.3x06.2 86.8 4.1
Ubi::CeGDH-33 23.0x0.9 20.9 £ 2.6%* 85.3+6.2

146+3.9
24 5+6.3%%
19.9 =5 4%
2881104
21.9+5.5%

275226

Data represent the average values SEM (n=20). P=0.05(*) and P=-0.01(**), student’s f test.

Cultivo em condicoes de campo
>eficiéncia uso N

Zhou et al., 2014



Superexpressao de
fator de transcricao



Superexpressao do Dof25 de arroz em Arabidopsis
(355:0sD0f25)

WT - planta \ Y J
nao ]
transformadas Maior

crescimento

terra:fibra de coco na proporgéo 2:1 (Santos et al.,, 2012)
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Expressao génica de transportadores de NH,* de alta (AtAMT1.1) e baixa afinidade
(AtAMT2.1) em linhagens de Arabidopsis superexpressando Osdof25e WT.

(Santos et al.,, 2012)



Arabidopsis Superexpressando Dof25 de arroz
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Atividade de Glutamato Desidrogenase (GDH) em gel nativo
de poliacrilamida, mostrando suas sete isoenzimas.

(Santos et al.,, 2012)
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Arabidopsis Superexpressando Dof25 de arroz
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Superexpressdo proteina regulatéria: LA™ g

*Absorcao e metabolismode N

*Metabolismo de acidos organicos (C) . &\
*Maior crescimento sob baixo N OsDof25

(Santos et al., 2012)



Eficiéncia de Absorcao e Uso de N

( .
Superexpressao e silenciamento de genes: *Gendmica

~ . *Transcriptémica
=sAbsorcao e metabolismodo N P

, , . < Metaboldmica
*Proteinas regulatdrias

.~ ProteOmica
sFatores de transcrigcao

*EpigenOmica #

=Proteinas relacionadas ao metabolismo de C

» ldentificacdao de variedades mais eficientes, em
agricultura de baixos insumos
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