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PROBLEMATICA

Indiscutivelmente, o nitrogénio (N) € um macronutriente essencial para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Esforcos tém sido realizados com o
objetivo de caracterizar transportadores de diferentes formas de N as quais podem
ser absorvidas pelas plantas: transportadores de amonio (AMT), nitrato (NRT) e de
ureia (DUR3). Transportadores estes que estdo intimamente envolvidos na eficiéncia
de absorcdo de N pelas plantas. Gracas as ferramentas disponibilizadas pela
bioinformética, inUmeras familias génicas tém sido caracterizadas e utilizadas em
programas de melhoramento. Aqui abordaremos algumas analises sobre a
caracterizacdo dos genes AMT em Phaseolus vulgaris L. Estas informacgdes fornecem
subsidios para selecionar alguns genes candidatos para futuras analises funcionais,
possibilitando a compreensdo sobre os determinantes genéticos relacionados
principalmente a supressao de N em uma planta de grande interesse no agronegacio,
o feijoeiro.

CONHECIMENTO PREVIO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) membro da familia Fabaceae (leguminosa ou
familia do feijdo) é uma cultura de leguminosas autopolinizada (diploide: 2n = 2x = 22)
com genoma de tamanho aproximado de 473 Mb (Priya e Manickavasagan, 2020).
Destaca-se por ser uma cultura de ciclo curto, com retorno econdémico relativamente
rapido e ha possibilidade de ser produzida em até trés safras, tornando-a uma
excelente opcédo para rotacdo e sucessao de culturas. Adicionalmente, considerado
uma das leguminosas de graos mais importantes para 0 consumo humano,
principalmente para os paises em desenvolvimento como Africa e das Américas
Central e do Sul (Gioia et al., 2019), o feijoeiro enfrenta muitos desafios como cultura,
entre as varias adversidades destaca-se a limitacao de nitrogénio (N).

O N é um macronutriente essencial para as funcgbes vitais das plantas
(crescimento, desenvolvimento), pois é um importante componente dos aminoacidos,
0s quais séo as unidades elementares das proteinas e enzimas (Tegeder e Masclaux-
Daubresse, 2018; revisado por The; Snyder; Tegeder, 2021), além de ser considerado
um dos elementos mais requerido pelo feijoeiro. As fontes primarias de N para a
maioria das plantas superiores séo via aménio (NH4*), nitrato (NO3’) e aminoécidos,
que existem no solo como complexos e compostos organicos e inorganicos.
Particularmente, os transportadores de amonio (AMTS) séo proteinas da membrana
plasmatica responsaveis pelo transporte de amonio/amoénia de fora para dentro da
célula. Nas plantas, uma vez que o aménio € absorvido pelas células da raiz pelos
AMTs, ele é eventualmente transformado em glutamina por meio da glutamina sintase
(GS) (Tegeder e Masclaux-Daubresse, 2018).

Unoeste i




BOLETIM DE PESQUISA

®O®® /unoeste

Vérios genes AMTs foram descobertos em inUmeras espécies de plantas. Por
exemplo, seis AMTs foram identificados em Arabidopsis thaliana, trés dos quais
(AtAMTL; 1, AtAMT1; 2 e AtAMT1; 3) estdo envolvidos na captacdo de
aproximadamente 90% do amoénio (Yuan et al., 2007). Em Oriza sativa, 10 genes
AMTs foram catalogados, dos quais OsAMT1.1l, OsAMT1.2 e OsAMTL1.3
desempenham um papel significativo na absor¢cdo de amdnio pelas raizes (Li et al.,
2016). Diante o exposto, a importancia funcional dos transportadores de N foi
caracterizada principalmente em plantas-modelo como Arabidopsis e arroz, mas seus
papéis na absorcao de N sob fornecimento limitado de N ainda sdo bem indefinidos
em outras plantas, incluindo o feijoeiro. Com efeito, os genes transportadores AMTs
sdo genes em potencial a serem estudos e explorados em culturas agricolas exigentes
em N, como o feijoeiro. Neste sentido, as ferramentas da bioinformatica séo
indispensaveis na caracterizacdo in silico de genes AMTs em P. vulgaris L.,
possibilitando futuramente a validacdo de genes candidatos que tenham potencial
para a utilizacdo em programas de melhoramento.

DESCRICAO DA PESQUISA

CARACTERIZACAO IN SILICO DOS GENES AMTs

A palavra-chave AMT foi utilizada como isca no genoma P. vulgaris L.
depositado banco de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html),
afim de identificar os possiveis genes. Em seguida, foram recuperadas e
armazenadas em arquivo FASTA todas as sequéncias putativas: gendmica, proteica
e de sequéncia codificadora (CDS), para posteriores analises. De modo a confirmar a
identidade das sequéncias, as mesmas foram analisadas individualmente no banco
de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI), através das
ferramentas online BlastX e BlastP (Altshul et al., 1997). Realizou-se a caracteriza¢ao
das propriedades fisico-quimicas das proteinas AMT, sendo elas: peso molecular
(kDa), ponto isoelétrico  (pl), utiizando a plataforma  ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/). Verificou-se também o indice de propriedade
hidrofilica/hidrofobica das proteinas AMTs via programa GRAVY calculator. O
algoritmo Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/) foi utilizado
com a finalidade de predizer a localizacdo subcelular. Adicionalmente os perfis de
expressao tecido-especifico in silico dos genes AMTs foram obtidos, através dos
valores de FPKM (Fragmentos por Kilobase por MilhGes de Leituras Mapeadas) das
bibliotecas de: botao floral, flor, vagem verde madura, folhas, ndédulos, raiz 10 (10 dias
apos o plantio), raiz 19 (19 dias ap6és o plantio), caule 10 (10 dias ap6s o plantio),
caule 19 (19 dias apds o plantio), vagem jovem e trifolio jovem, os quais estao
depositados no banco de dados Phytozome
(http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#linfo?alias=0rg_Pvulgaris). O programa
CIMMiner (http://discover.nci.nih.gov/cimminer) foi utilizado para gerar o perfil
transcricional dos respectivos genes.
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EXPERIMENTO: FEIJOEIRO CULTIVADO SOB SUPRESSAO DE N

Foram germinadas em caixas contendo substrato vegetal na casa de vegetagao
climatizada no Campus Il da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), sementes
de duas cultivares de feijao (IPR Colibri-ciclo precoce) e (IPR Tangara-ciclo médio).
Estas sementes foram obtidas no banco de germoplasma do Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana (IDR — Parana). Uma semana apés a semeadura
todas as plantas tiveram suas raizes lavadas com agua destilada para retirada de
qualquer resquicio de substrato, e entdo foram transferidas e mantidas por uma
semana em um sistema hidropénico. O sistema hidropénico foi constituido de vasos
de 1,8 L com solugcdo nutritiva e aeracdo constante contendo 0s seguintes
componentes em pM: 800 K2SO4, 250 MgS0O4, 200 KH2PO4, 500 CaClz, 4000 NH4NOs3,
100 NaFeEDTA, 5 H3BO3, 3 MnSO4, 2,5 ZnS04, 0,1 CuSO4, 0,7 NaMoOa. Na figura 1
estd uma breve representacdo do respectivo experimento. ApGs aclimatacdo em
solucdo nutritiva, transferiu-se as plantas para uma nova solugdo sem quaisquer
fontes de N durante o periodo de 3, 5 dias. Foi utilizado como controle experimental
plantas que ndo foram expostas a supresséo de N. Ao final de cada tratamento foram
coletadas os tecidos foliares (um trifolio expandido de cada vaso) e também as raizes
laterais. Neste contexto, cada replicata biolégica neste experimento foi representada
por pools de cada tecido (folhas ou raizes) sob as mesmas condi¢cbes. Com o término
de cada tratamento os materiais vegetais foram imediatamente imersos em N liquido
e armazenados em freezer -80°C, para futuras anélises moleculares.

Figura 1. Experimento hidropdnico do feijoeiro sob supressdo de N. (Fonte proérpio
autor).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Como elemento mineral quantitativamente mais importante e requerido pelas
plantas, o N € absorvido através das raizes em formas inorganicas (nitrato e amoénio)
e organicas (por exemplo, ureia, aminoacidos, peptideos) (Tegeder e Masclaux-
Daubresse, 2018). Na maioria dos ecossistemas agricolas, o amobnio € uma
importante fonte de N inorganico para as plantas. Os transportadores AMT facilitam a
absorcdo de amonio e séo incorporados a glutamina pela glutamina sintetase (GS; EC
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6.3.1.2) (revisado por Liu; von Wirén, 2017). No presente estudo, através das
ferramentas de bioinformatica foram identificados 13 genes responsivos ao transporte
de amoénio no genoma do feijoeiro, o qual foram nomeados de acordo com a
localizacdo do cromossomo (PVAMT1 — PvAMT12; Tabela 1). O gene PVAM13 por
sua vez é descrito como scaffold, ou seja, ndo foi mapeado em nenhum cromossomo.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos transportadores de aménio identificados
no genoma de P. vulgaris L.
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Gene 1D Phaseulos vulgaris L.  Localizagdo cromossomo  Proteina (aa) Peso Molecular (kDa) pl  GRAVY Localizagdo Subcelular
PVAMT1 Phvul.001G166900.1 Chr01:42211002..42212468 488 52.21 6.05 0.498 Membrana celular
PVAMT2 Phvul.002G277000.1 Chr02:44662849..44667112 485 52.25 6.50 0.585 Membrana celular
PVAMT3 Phvul.003G006300.1 Chr03:755186..757942 480 52.65 7.14 0.476 Membrana celular
PVAMT4 Phwul.003G080400.1 Chr03:13119615..13122603 407 44.23 8.79 -0.212 Citoplasma/Mitocondria
PVAMT5 Phwul.003G267400.1 Chr03:50548312..50550492 484 52.69 7.15 0.466 Membrana celular
PVAMT6 Phvul.006G067500.1 Chr06:17899875..17901278 460 49.44 5.41 0.65 Membrana celular
PVAMT7 Phvul.006G101400.1 Chr06:21152857..21154510 477 51.74 6.44 0.648 Membrana celular
PVAMT8 Phwul.006G148700.1  Chr06:25375394..25378478 407 44.36 8.52 -0.233  Citoplasma/Mitocondria
PVAMT9 Phwul.007G175600.1 Chr07:29452900..29454578 480 52.46 6.14  0.502 Membrana celular

PVAMT10 Phvul.007G231700.1 Chr07:35511199..35513325 500 53.69 6.26  0.356 Membrana celular
PVAMT11 Phvul.008G094900.1 Chr08:9699876..9704363 486 52.54 8.18 0.514 Membrana celular
PVAMT12 Phwul.010G073700.1 Chr10:16053371..16060521 486 52.25 7.66 0515 Membrana celular
PvAMT13 Phwul.L002132.1 scaffold_12:486028..488014 510 54.46 6.85 0.403 Membrana celular

O numero de genes AMTs pode ser variavel entre as espécies de plantas, por
exemplo, em Arabidopsis foram identificados seis genes AMT (Yuan et al., 2007),
enquanto que em Coffea canpehora foram descritos oito genes (dos Santos et al.,
2017). O comprimento das proteinas PVAMTs variou de 407 a 510 aminoacidos
(Tabela 1). Peso molecular das proteinas variou de 44.23 a 54.46 kDa, enquanto o pl
variou de 5.41 a 8.79 (Tabela 1). Os valores de propriedade GRAVY das proteinas
PVAMTs foram para a maioria positivos (sugerindo que elas s&o hidrofébicas),
enquanto que as proteinas PvAMT4 e PVAMTS8 foram preditas com propriedades
hidrofilicas. A predicao de localizacdo subcelular revelou que a maioria das proteinas
faz parte da membrana celular, enquanto que PvAMT4 e PvAMTS8 estéo localizadas
no citoplasma e mitocondria (Tabela 1). As proteinas AMT transportam e distribuem
amonio aos cloroplastos, mitocéndrias e vacuolos para regular o metabolismo do N
das plantas (Ludewig et al., 2007).

De acordo com o nivel de expressédo os resultados representados na Figura 2,
nos permite selecionar alguns genes candidatos promissores para uma futura
caracterizacado molecular, tais como, PvAMT4, PvAMT7, PvAMT11 e PvAMT13.
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Figura 2. Padréo de expressao in silico dos genes PVAMTs em diferentes tecidos e
estagios de desenvolvimento do feijoeiro (vagem jovem, caule 10, caule 19, botédo
floral, flor, raiz 10, nddulos, raiz 19, vagem verde madura, folha e trifélio jovem), a
partir dos dados de RNAseq (FPKM). A escala de expresséo esta representada no
esquema de cores verde-vermelho de 0-680.237. As caixas vermelhas e verdes
indicam niveis de expressao alta e baixa de genes, respectivamente.

Cabe mencionar que todo material vegetal obtido através do experimento citado
na metodologia deste estudo, comecaram a ser analisados em alguns procedimentos
de laboratorio (extragdo de RNA total), visando caracterizar posteriormente pelas
técnicas moleculares alguns dos genes aqui identificados.

APLICACAO PRATICA
Este estudo empregando ferramentas de bioinforméatica, aliada a experimentos
funcionais, nos permitra selecionar genes importantes que possam ser introgredidos
em programas de melhoramento do feijoeiro, almejando maior eficiéncia da planta
guanto a absorcao de nutrientes, tendo como consequéncia uma maior produtividade
da cultura.
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