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RESUMO:Grande parte da Eficiéncia de Uso de
Nitrogénio (EUN) ¢é ligada a Eficiéncia de
remobilizacdo de N (ERN) dos cultivos no periodo
reprodutivo da cultura, levando o estudo de genes
gue codificam para proteinas envolvidas na
remobilizagdo de N durante o periodo de
enchimento dos gréos, em especial o0s
transportadores de aminoacidos, que séo a principal
forma de remobilizacdo de N orgénico nas plantas
no periodo de enchimento de grdos, a ser de
extrema relevancia. Foi instalado um experimento
em casa de vegetacdo para caracterizacdo
fenotipica e Eficiéncia de Remobilizacdo de
Nitrogénio (ERN) das plantas mutantes 3A-00581,
mutante por T-DNA para o gene OsAAP18
(LOC_0s06¢g36210), e 4A-00262, mutante por T-
DNA para o gene OsAAP1 (LOC_0s07g04180).

Foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 2 linhagens mutantes
(Osaapl e Osaapl8) e uma tipo selvagem,com 4
repeticoes.

Ao final do ciclo foi realizada a caracterizacdo
fenotipica e a ERN das plantas cultivadas.

Os resultados obtidos sugerem a provavel
participacdo de OsAAP18 no transporte de
aminoacidos para os grdos em desenvolvimento,
uma vez que plantas mutantes para esse gene
apresentaram menor producdo de grdos e
remobilizacdo de N para os gréos.

N&do foi possivel afirmar a participacdo de
OsAAP1 no processo de remobilizacdo de N para
0s grdos em arroz com os dados observados, sendo
necessarias mais analises.

Termos de
Oryza sativa.
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INTRODUCAO

Em arroz ha uma auséncia de estudos sobre
genes relacionados a remobilizacdo de nitrogénio,
tornando importante o estudo desses genes.

Em analises prévias foi verificado que o gene de
arroz  0s06936210 (OsAAP18) pode estar
associado a fun¢des de transporte de aminoacidos
para os grdos em plantas de arroz durante o
periodo reprodutivo. A caracterizagdo fenotipica de
plantas mutantes para esse gene (Osaapl8) pode
ajudar a entender os mecanismos envolvidos na
remobilizagdo de N na forma de aminoacidos em
plantas de arroz e contribuir para futuros estudos
visando o aumento da EUN por plantas e producdo
de grdos com maiores teores de proteina. Além
disso, a determinacdo da ERN em plantas mutantes
de arroz para 0s genes de transportadores de
aminoacidos pode ajudar a desvendar a influéncia
desses genes sobre a EUN.

O objetivo desse trabalho foi fazer a
caracterizagdo fenotipica de mutantes de arroz
silenciando os genes OsAAP18 (LOC_0s06936210)
e OsAAP1 (LOC 0s079g04180)e determinar a ERN
nesses mutantes de arroz.

MATERIAL E METODOS

Plantas das linhagens 4A-00262, 3A-00581 e
tipo silvestre foram germinadas em agua em camara
de crescimento. Apds germinacao as plantas foram
transferidas para potes (com capacidade de 700ml)
com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon
modificada contendo 2mM de N a % de Fl e apds
trés dias para a solugdo na mesma concentracdo a
% Fl. As plantas permaneceram nos potes por
guatro semanas para a realizacdo do teste de
higromicina para confirmar da mutacdo e separagéo
das plantas a serem utilizadas no experimento.
ApoOs confirmacao pelo teste de higromicina foram
separadas plantas das linhagens mutantes e tipo
silvestre para implantacdo do experimento.

As plantas foram transferidas para vasos com
capacidade de 10 litros contendo solugdo nutritiva
de Hoagland & Arnon modificada com 2mM de 15N
em excesso (1mM de nitrato e 1mM de amonio). As
plantas permaneceram nessa solucao até o periodo
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da antese. O pH da solucéo foi corrigido a cada 3
dias e trocada a cada 7 dias.

Foi utilizado Sulfato de aménio com 15N em
excesso (1% de excesso) para marcacao para
posterior analise de alocac&do de N nos tecidos das
plantas. O enriquecimento com 15N foi mantido até
a antese. Ap6és a antese as plantas foram
transferidas para solucdo de Hoagland & Arnon
modificada com 0,2mM (0,1mM de nitrato e 0,1mM
de amonio) sem marcagédo, onde permaneceram até
o final do ciclo.

Caracterizacédo fenotipica

Para a caracterizacdo fenotipica das plantas
mutantes e tipo silvestre foram analisados os
seguintes paradmetros agronémicos: producdo de
massa, comprimento do ciclo, época de
florescimento, comprimento do colmo, comprimento
da panicula, numero de paniculas por perfilho,
namero de espiguetas por panicula, taxa de
enchimento de gréos (%), nUmero de gréos cheios e
chochos, peso total do gréo (g) e peso de 100 grédos

(9).

Analise de N total, 15N e determina¢cao da ERN

Foi determinada a alocagcdo de 15N em excesso
nas diferentes partes das plantas na antese e final
do ciclo e estes resultados foram utilizados como
parametro para determinar a ERN.

Foram coletadas amostras de folhas, bainhas,
paniculas e raizes das plantas de arroz em duas
coletas. Na antese, apo6s a troca da solucao de 2M
de N contendo 15N em excesso pela solugdo de
0,2M de N sem marcacédo, e ao final do ciclo. As
amostras de plantas retiradas na antese serviram de
referéncia para o excesso de 15N na planta apés a
retirada da solu¢do com marcacéao.

Foram estimadas a produtividade de colmos,
folhas, paniculas e raizes e a massa de massa seca
total da parte aérea. Amostras das diferentes partes
das plantas foram secadas em estufa de circulagédo
forcada de ar a 65 C° até atingirem massa
constante. As amostras foram inicialmente
passadas em moinho tipo Wiley (2 mm) para,
depois, serem finamente moidas em um sistema
similar ao de Arnold & Schepers (2004). Em
seguida, foram realizadas as determinagfes de N
total segundo método semimicro-Kjeldahl (Nogueira
& Souza, 2005). ApoOs a analise do teor de N total
nos tecidos foram determinados 0s pesos para
andlise de 15N.

Apos a andlise do teor de N total o total de 15N
nas amostras das plantas foi determinado em
espectrometro de massas (Finnigan MAT, Bremen,
Alemanha). A analise de 15N em excesso avaliada

na antese foi utiizada como padrdo para
comparacdo com o0s valores encontrados nas
diferentes partes da planta no final do ciclo e calculo
do N remobilizado para os gréos.

Como o N mineral absorvido até a antese foi
absorvido a partir de solugdo marcada com 15N a
absorcdo acumulada e posterior translocacdo a
partir de diferentes partes da planta foi calculada a
partir do 15N em excesso em cada tecido.
Consequentemente, 0 padrdo de translocacao
liguida de N enddégeno ndo marcado (14N néao
marcado absorvido antes do inicio de experimento)
pode ser utilizado para calcular a remobilizagéo de
N dentro da planta.

O N nos graos no final do ciclo e em folhas mais
novas derivado da mobilizacdo de N endégeno néo
marcado foi calculado por subtracéo do N total (14N
+ 15N) primeiramente do 15N derivado da absor¢ao
de NH4+ marcado e posteriormente do conteddo
inicial de 14N encontrado nos tecidos antes da
marcacao.

Analise estatistica

Os resultados das linhagens independentes
foram analisados separadamente e comparados
com suas respectivas plantas controle (wild type)
por analise de varidncia utilizando o programa
Assistat . Os efeitos das varidveis foram verificados
pelo teste F (5% de probabilidade). Quando houve
diferencas significativas reveladas pela ANOVA, as
médias dos tratamentos foram separadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferengcas no nimero de altura de perfilhos
verificadas entre as plantas néo influenciaram a
producdo de massa seca (Figura 1), uma vez que
ndo foram verificadas diferencas significativas entre
as linhagens e plantas tipo silvestre para esse
parametro.

Tabelal - Producdo de massa fresca (M.F),
paniculas (Pan.), perfilhos (Perf.) e altura das
plantas (A.P)

Parametros WT 4A-00262 3A-00581
M.F (g/vaso) 188 a 161 a 159 a
A.P (cm) 54 ab 55 ab 35a
Pan.(un) 16a 1l4a 22ab
Perf.(un) 17a 15a 3lab

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de tukey ao nivel
de 5 % de probabilidade.
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As plantas tipo selvagem apresentaram maior
altura quando comparadas com as plantas mutantes
3A-00581, porém um menor nimero de perfilhos e
de paniculas (Tabela 1). Este maior nimero de
perfilhos e paniculas apresentado pelas plantas
mutantes 3A-00581 n&o refletiu em maior
produtividade, uma vez que apesar da grande
producdo em numeros totais de grédos dessas
plantas cerca de 86% deste apresentaram-se
chochos (Figura 1), indicando problemas no
enchimento dos graos, o que pode ser resultado de
problemas no transporte de aminoacidos tanto no
periodo de formacdo do endosperma quando no
periodo de forma¢édo do embrido, 0 que nesse caso
levaria a formacdo de gréos estéreis. O menor
namero de gréos das plantas 3A-00581 também foi
acompanhado de menor producdo em termos de
massa de graos (Figura 2).

A menor producdo apresentada pelas plantas
3A00581 estd de acordo com os resultados
observados por Schmidt et al. (2007), que
verificaram que linhagens ataap8 apresentaram um
menor tamanho total das siliculas que plantas tipo
silvestre e que o total de possiveis sementes
(sementes contaveis + sementes abortadas) foi
reduzido em cerca de 50%, sendo esse fendtipo
visiveis nas duas diferentes linhagens mutantes
utilizadas no experimento.

N&o foram observadas modificacbes fenotipicas
marcantes ou reducdo da producdo para as plantas
LOC_4A00581.

Os resultados evidenciam que 0 gene
LOC_0s069g36210 esta envolvido no processo de
remobilizacdo de N para os grdos e 0 seu
silenciamento afeta a produtividade.

N&o foram observadas diferengas significativas
para os parametros de % de N remobilizado na
panicula, e residual no colmo e nas folhas (tabela
2).

Tabela 2 - Porcentagem de N remobilizado e de N
presente no final do ciclo

N para os graos, reduzindo suas taxas. Como foram
fornecidos 2 mM de N durante toda a fase
vegetativa das plantas e posteriormente 0,2mM na
fase reprodutiva isso pode ter afetado a
remobilizagdo. Devido a condi¢cbes do experimento
ndo é possivel afirmar que a mutacédo de OsAAP1 e
OsAAP18 nédo afetou a ERN, para isso, seria
necessario repetir o experimento com doses
menores de N.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem a provavel
participacdo de Osaapl8 no transporte de
aminoacidos para os graos em desenvolvimento, e
gue esse gene afeta a producdo de grdos e a
remobiliza¢do de N para os graos.

Ndo foi possivel afirmar a participacdo de
Osaapl no processo de remobilizacdo de N para os
gréos em arroz com os dados observados, sendo
necessdrias mais andlises.
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Figura 1. Total de gréos, graos cheios e chochos das plantas mutantes 3A-00581, 4A-00262 e das plantas selvagens.
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Figura 2. Massa total dos grédos, masssa dos gréos cheios e de 100 graos, das plantas mutantes 3A-00581 (Osaap 18), 4A-00262
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