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CARACTERIZAGAO IN SILICO DO GENE TRANSPORTADOR DE AMONIO EM NICOTIANA TABACUM L.
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RESUMO

Nas plantas, o transporte de nutrientes, dgua e metabdlitos é muitas vezes mediado por uma série de
familias génicas de proteinas transportadoras inseridas em membranas da célula, dentre eles destaca-se o
transportador de amonio (AMT). As informagdes sobre os genes AMT em Nicotiana tabacum L. até o
presente momento sao limitadas. Objetivo desse estudo foi identificar e analisar o gene AMT utilizando as
ferramentas de bioinformdtica com base nas informagées do genoma de N. tabacum L. Mediante a analise
das sequéncias gendmicas foram identificados um total de 18 genes AMT. Adicionalmente, realizou-se uma
andlise detalhada incluindo as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas, estrutura génica, predicdo das
estruturas tercidrias (3D) e transmembranares e relagdes filogenéticas.

Palavras chave: bioinformatica; expressdo génica; tabaco; transportador AMT.

IN SILICO CHARACTERIZATION OF THE AMMONIUM TRANSPORTER GENE IN NICOTIANA TABACUM L.

ABSTRACT

In plants, the transport of nutrients, water and metabolites is often mediated by a series of gene families of
transporters proteins inserted in cell membranes, among them the ammonium transporter (AMT) stands
out. Information on the AMT genes in Nicotiana tabacum L. to date is limited. The objective of this study
was to identify and analyze the AMT gene using the bioinformatics tools based on information from the
genome of N. tabacum L. Through the analysis of the genomic sequences, a total of 18 AMT genes were
identified. In addition, a detailed analysis was carried out including the physicochemical characteristics of
proteins, gene structure, prediction of tertiary (3D) and transmembrane structures and phylogenetic
relationships.

Keywords: bioinformatic; gene expression; tobacco; transporter AMT.

INTRODUGAO

O nitrogénio (N) é um dos macronutrientes essenciais para o desenvolvimento, crescimento e
reproducdo das plantas (KONISHI; YANAGISAWA, 2014), além de ser um importante constituinte primario
de nucleotideos e proteinas, os quais sdo compostos essenciais para a vida (CASTRO-RODRIGUES et al.,
2017). Na natureza as plantas sdo capazes de absorver diversas formas organicas e inorganicas de N do
solo, entretanto, o nitrato (NO5 ), a ureia e o aménio (NH,") s3o as principais fontes de N disponiveis.
Quando o NO;~ e NH," sdo oferecidos as plantas em quantidades equivalentes, o aménio é geralmente
absorvido mais rapidamente do que o nitrato (HAO et al., 2020). A primeira etapa da assimilagdo do N
envolve a redugdo do nitrato em amonio, seguida pela assimilagdo do aménio em aminodacidos
(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Transportadores especificos na membrana plasmatica funcionam de
modo que capturam esses ions pelas células da raiz, dentre eles esta o transportador de amonio (AMT).

Genes da familia AMT ja foram identificados em varios organismos procariotos e eucariotos
(revisado por McDONALD; WARD, 2016). Sabe-se que nas plantas, as familias AMT podem ser subdivididas
em duas subfamilias (LOQUE; VON WIREN, 2004): AMT1 — alta afinidade (SALVEMINI et al., 2001) e AMT2 —
baixa afinidade (SUENAGA et al., 2003). De acordo com von Wittgenstein et al. (2014) a familia AMT1 é
formada de 1 a 7 membros e a familia AMT2 é composta por 1 a 10 membros. Os genes de ambas as
familias AMTs ja foram caracterizados em vdrias espécies de plantas, tais como: Citrus (CAMARNES et al.,
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2007), Puccinellia tenuiflora (BU et al.,, 2013), Medicago truncatula (STRAUB et al., 2014), Vigna
subterrdnea (ADETUNJI et al., 2015), Sorghum bicolor (KOEGEL et al., 2013), Zea mays L. (GU et al., 2013),
Oriza sativa L. (FERREIRA et al., 2015), Triticum aestivum L. (LI et al., 2017), Coffea canephora (DOS SANTOS
et al.,, 2017) e C. arabica L. (DOS SANTOS et al., 2019), Camelia sinensis (ZHANG et al., 2018), Solanum
lycopersicum L. (FILIZ; AKBUDAK, 2020). Diante do exposto, este estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar os genes envolvidos no transporte amonio através das ferramentas de bioinformatica,
utilizando dados disponiveis no genoma de Nicotiana tabacum L.

MATERIAL E METODOS

Como ponto de partida foi feita uma pesquisa visando identificar in silico os genes codificadores
correspondentes aos transportadores envolvidos em influxo de amonio (AMT — ammonium transporter),
em N. tabacum L, e foram utilizadas as ferramentas (https://www.genome.jp/kegg-
bin/show_organism?org=nta; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?org=nicotiana-
tabacum&group=solanales). As sequéncias genémicas, de codificagdo (CDS - Coding DNA Sequence) e de
proteinas dos membros AMT foram obtidas e armazenadas em arquivo FASTA para analises de
bioinformatica adicionais. Em seguida, cada sequéncia foi individualmente confrontada com outras
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information/
ALTSHUL et al., 1997), utilizando os algoritmos BlastP e BlastX, para a confirmagdo de sua identidade.
Adicionalmente, foi realizado uma abrangente analise fisico-quimica com as sequéncias de todas as
proteinas AMT identificadas. Para as informagdes sobre nimero de aminodcidos, peso molecular (kDa) e
ponto  tedrico isoelétrico  (pl), foram  preditas através da ferramenta  ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/ GASTEIGER et al., 2005). O programa GRAVY calculator verificou o
indice de propriedade hidrofilica/hidrofdbica (hydropathy index - Grand average of hydropathy) das
proteinas. A ferramenta de previsdo Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/) foi
utilizada para analisar a localizagdo subcelular das proteinas AMT. Todos os genes AMT tiveram sua
estrutura génica (éxon/intron) analisada utilizando o programa Gene Structure Display Server 2.0 (GSDS;
http://gsds.cbi.pku.edu.cn/ HU et al., 2015). A andlise de predigdo das estruturas tercidrias (3D) e
transmembranares das proteinas AMT foram realizadas pelo servidor Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index/ KELLEY; STERNBERG, 2009). Alinhamentos
multiplos foram realizados utilizando-se o algoritmo ClustalW. A partir desses alinhamentos,
posteriormente, foi utilizado o programa MEGA v. 7 (KUMAR et al., 2016) para a geragcdo de arvores
filogenéticas. O método utilizado para a filogenia foi o de Neighbour-Joining, modelo de substitui¢cdo p-
distance, pairwise deletion. Todos os ramos das arvores filogenéticas foram devidamente testados via
bootstrap com 1000 réplicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os transportadores AMTs sdao um grupo onipresente de proteinas integrais de transporte de
membrana que transportam e distribuem aménio aos cloroplastos, mitocondrias e vactolos para regular o
metabolismo do N da planta (LUDEWIG et al., 2007) e manter a homeostase do amdnio pela atividade do
sistema de transporte de amonio de alta afinidade (HATS) e sistema de transporte de amonio de baixa
afinidade (LATS) (GLASS et al., 2002). As proteinas AMT em plantas sdo codificadas pela familia multigénica
AMT (HAO et al., 2020). A primeira familia de genes dos transportadores de aménio identificada, AMT1, era
composta por transportadores NH," de alta afinidade em Arabidopsis (NINNEMANN; JAUNIAUX, 1994).

Identificou-se neste estudo 18 genes NtAMT candidatos de tabaco. A nomenclatura para os genes
NtAMT (NtAMT1-1 a NtAMT2-12) foi baseada nos ortélogos AtAMT correspondentes (Tabela 1). Liu et al.
(2018) relataram a identificagdo de nove genes AMTs através do banco de dados de N. tabacum L. cv. K326
(SOL Genomics Network: http://solgenomics.net/). Contudo, é importante reportar que o género
Nicotiana, ao qual o tabaco pertence, consiste em cerca de 78 espécies nativas da América do Norte e do
Sul, sudoeste da Africa, Australia e Pacifico sul. Entre eles, espécies dipldides e tetrapldides sdo
encontradas com tamanhos de genoma grandes variando de cerca de 2 a 5 Gb (revisado por Ivanov et al.,
2020). Nicotiana tabacum L. é uma espécie alotetrapldide recente (2n = 4x = 48) resultante da hibridizagcdo
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das espécies ancestrais diploides (2n = 12) N. sylvestris e N. tomentosiformis ha cerca de 200.000 anos
(Ilvanov et al., 2020). Diante do exposto, acreditamos que a classificagdo realizada anteriormente por Liu et
al. (2018) foi erroneamente descrita e ndo foi baseado na espécie N. tabacum L., pois ao reanalisar as
sequéncias proteicas obtidas pelos mesmos (confrontada com outras sequéncias depositadas no banco de
dados do NCBI utilizando o algoritmo BlastP), foi observado que os genes pertencem na verdade a espécie
N. sylvestris. Adicionalmente, Liu et al. (2018) identificaram menos genes do que o relatado no presente
estudo.

Cabe mencionar que o numero dos genes identificados e relatados na literatura para as diferentes
espécies de planta é variavel. Este transportador foi identificado por diferentes grupos de pesquisa: em A.
thaliana, seis genes da familia dos transportadores de aménio AMT (AMT1.1-1.5 e AMT2.1) (GAZZARRINI et
al., 1999; YUAN et al., 2007), 10 AMTs em arroz (SONODA et al., 2003), 16 em soja (KOBAE et al., 2010), oito
em café (DOS SANTOS et al., 2017), trés em tomate (FILIZ; AKBUDAK, 2020).

As caracteristicas fisico-quimicas de todas as 18 proteinas NtAMT de tabaco foram analisadas
(Tabela 1). O peso molecular e o tamanho dos aminoacidos dos 18 genes NtAMT variou de 40.78 (NtAMT2-
2) a 65.42 kDa (NtAMT1-1); e de 376 aa (NtAMT2-2) a 603 aa (NtAMT1-1). AMTs sdo geralmente proteinas
de 45-50 kDa (cerca de 400-450 aminodcidos), no entanto, o tamanho da proteina pode ser aumentado em
até 600 aminoacidos devido a um C terminal estendido (NINNEMANN et al., 1994; BLAKEY et al., 2002).
Essas informagdes corroboram com o identificado e descrito no presente estudo. Outras caracteristicas
fisicas e quimicas adicionais, como pl e indice de propriedade hidrofilica/hidrofébica, estdo listadas na
Tabela 1.

Geralmente, os AMTs estdo localizados nas membranas celulares, consistentemente com os
resultados preditos e apresentados na Tabela 1. Em contrapartida, todas as proteinas AMT1 de tomate
foram preditas no cloroplasto (FILIZ; AKBUDAK, 2020). Dos Santos et al. (2017) por sua vez descreveram
que quase todos os transportadores AMT1 foram previstos no reticulo endoplasmatico (Cc01_g14140,
Cc01_g17670, Cc09_g03020), e apenas um AMT1 (Cc03_g06810) foi indicado com localizagdo subcelular no
aparelho de Golgi.
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Gene |D Kegg Nicotiana tabacum ® ID NCBI Nicotiana tabacum® éxon® (aa)® kDa® pl’  GRAVY® Gene Ortélogo” Localizagdo Subcelular
NtAMTI1-1 107776942 XP_016452382 2 603 65.42 6.56 0.355 AT4G13510.1 - AtAMT1.1 Membrana celular
NtAMT1-2 107794756 XP_016472765 1 464  50.01 5.33 0.498 AT4G13510.1- AtAMT1.1 Membrana celular
NtAMT1-3 107824732 XP_016507020 1 490 52.67 6.66 0.395 AT4G13510.1- AtAMT1.1 Membrana celular
NtAMT1-4 107793077 NP_001312486 1 464  50.07 5.23 0.479 AT4G13510.1- AtAMT1.1 Membrana celular

NtAMT1.2a 107802452 XP_016481446 2 513 55.12 7.16 0.387 AT1G64780.1 - AtAMT1.2 Membrana celular
NtAMT1.2b 107783531 XP_016459996 2 512 55.08 7.14 0.405 AT1G64780.1 - AtAMT1.2 Membrana celular
NtAMT2-1 107805306 XP_016484801 4 489 52.66 8.52 0.535 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-2 107805776 XP_016485344 4 376 40.78 6.69 0.565 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-3 107814184 XP_016495029 3 495 54.09 6.17 0.513 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-4 107817048 XP_016498307 3 476  52.08 5.77 0.517 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-5 107820270 XP_016502016 4 489 52,71 8.52 0.525 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-6 107825695 ®P_016508073 3 494 54.00 6.17 0.500 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-7 107760982 XP_016434618 4 476 52.44 6.70 0.390 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-8 107765389 XP_016439513 3 470 51.77 7.21 0.389 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-9 107782009 XP_016458328 3 476 5192 5091 0.538 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-10 107783925 XP_016460437 3 470 5198 7.21 0.353 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-11 107793124 XP_016470892 4 473 51.93 7.07 0.526 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular
NtAMT2-12 107794537 XP_ 016472521 5 486 52.73 6.78 0.493 AT2G38290.1 - AtAMT2 Membrana celular

*NUmero de acesso ao banco de dados Kegg; "Numero de acesso ao banco de dados National Center for Biotechnology Information; “Nimero de éxons de cada
gene; “Tamanho da proteina; *Peso molecular; fPonto isoelétrico; Eindice de propriedade hidrofilica/hidrofébica; PSimilaridade com A. thaliana.
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Conforme observado na Figura 1, a andlise da estrutura génica revelou uma variagdo com relagdo a
presenga de éxon/intron em todas as sequéncias de codificacdo dos genes NtAMT. A exemplo disso, a
presencga de éxon variou de um (NtAMT1-2) a cinco éxons (NtAMT2-12), respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Estrutura dos genes NtAMT de N. tabacum L. As caixas amarelas indicam os éxons; linhas pretas
indicam os introns; caixas azuis regides upstream/downstream. A barra de escala representa 1.0 kb.

NIAMTI-1 —
NIAMTI-2 _— —

NIAMTI-3 _

NIAMTI-4 [— —

NIAMT!.2a - = —

NIAMTI.2b -

NIAMT2-1 -

NIAMT2-2 -

NIAMT2-3 -
NIAMT2-4 — p— -

NIAMT2-5 . —
NIAMT2-6
NIAMT2-7 Em— -
NIAMT2-8 —

NIAMT2-9 EEEE— .

NIAMT2-10 —

NIAMT2-11 E— I —

NIAMT2-12 . -

L L L L s . L L
Okb Ikb kb 3kb 4kb 5kb 6kb 7kb

Estruturalmente, um transportador AMT consiste em 11-12 regides transmembranares, com
sequéncias que apresentam as seguintes caracteristicas: "D (F YW S) AG (GSC) X2 (LIV) (EH) X2 (GAS) (GA)
X2 (GAS) (LF)" localizadas em sua regido transmembrana 5 e "DDX (LIVMFC) (EDGA) (LIV AC) X3 H (GALIV)
X2 (GS) X (LIVAW) G" na regido transmembrana 10 (VON WIREN; MERRICK, 2004; revisado por HAO et al.,
2020). Notavelmente, o nimero de hélices transmembrana (TMHs) mostrou variagdes entre 9 a 11,
indicando a complexidade da homeostase de amonio em tabaco (Figura 2), corroborando com outros
estudos (DOS SANTOS et al., 2017; LIU et al., 2018; HAO et al., 2020).

Com a finalidade de compreender as propriedades estruturais dos genes identificados no presente
estudo, as predi¢des da estrutura 3D para os genes NtAMT foram geradas usando o servidor Phyre2 (Figura
2). Os modelos de proteinas 3D foram construidos com 100% de confianga e a cobertura de residuos entre
os genes NtAMT variou de 73% a 93%.
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Figura 2. Predi¢do das estruturas 3D e transmenbranares das proteinas NtAMT de N. tabacum L. geradas

pelo servidor Phyre2.
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NtAMT2-11 NtAMT2-12

O melhor template (c5aexB) utilizado para a predicagdo das estruturas 3D pertence a familia
transportador de aménio mep2. Em diversos organismos, o transporte de aménio (NH,’) através de
membranas é mediado por proteinas da familia AMT/MEP/Rh (ammonium transporter/methylammonium
permease/rhesus). Os membros desta familia em plantas pertencem a subfamilia AMT, que permeiam
amdnio via uniporte de NH," ou co-transporte de NH;/H", ou pertencem a subfamilia MEP, que inclui AmtB
da bactéria Escherichia coli (LUDEWIG et al., 2007).
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Figura 3. Anadlise filogenética das proteinas AMT de N. tabacum L. e Arabidopsis. A arvore foi gerada no
software MEGA 7.0 pelo método Neighbor-Joining com bootstrap de 1000 repetigdes.
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De acordo com o resultado apresentado na Figura 3, a analise filogenética indica uma ramificagao
principal agrupando os transportadores da familia AMT2, enquanto que o segundo ramo agrupou os
membros das familias AMT1. No genoma das plantas superiores sdo descritos a presenga de duas familias
distintas de transportador amonio, AMT1 e AMT2, respectivamente (revisado por HAO et al., 2020). A
separagdo em duas subfamilias previamente caracterizadas neste estudo, estd em concordancia com
outros estudos (BAJGAIN et al., 2018; SUN et al., 2019).

CONCLUSAO

O presente estudo fornece novas informagdes sobre as sequéncias dos genes transportadores de
amonio em um planta modelo (tabaco). Acreditamos que os resultados deste estudo serdo Uteis em futuras
pesquisas, destacando a necessidade de investigar molecularmente os mecanismos de modulagdo desses
genes candidatos envolvidos no transporte e metabolismo de nutrientes minerais.
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O milho é uma cultura de grande importancia para o agronegécio no Brasil, o qual ocupa a terceira
posicdo em produgdo mundial. S3o necessarios métodos de detecgdo rapida do potencial
fisiolégico de sementes recém-colhidas para conhecermos o efeito do beneficiamento em um lote
de sementes. O objetivo deste estudo foi determinar a qualidade fisiolégica das sementes de
milho Umidas, por meio da relagdo com o teor de d6leo ou outro espectro conhecido de
infravermelho. O experimento foi realizado na Bayer do Brasil em Uberlandia. Foram utilizados
dois hibridos de milho Umidos com qualidades iniciais conhecidas (A e B). As amostras foram
passadas no NIR XDS, enviadas ao SENAI para a determinagdo do teor de éleo e processadas na
planta experimental para andlises de germinacgdo e vigor. Para a fase de deterioragdo controlada
foram montadas 230 caixas tipo Gerbox® com tela, com 3 repeti¢Ges. Foram realizadas analises de
germinagdo e vigor, peso e umidade inicial. Foram entdo levadas para cdmaras de envelhecimento
acelerado com umidade saturada e temperatura de 42?C por 96h. Foi feita analise dos principais
componentes para Oleo, germinagdo e vigor e analise de cluster hierarquica nos dados de
germinagdo, vigor e absorbancia e razdo de bandas por programa estatistico Spotfire e R. Pela
andlise da fase de calibragdo 31% do modelo explicam uma forte relagdo entre o teor de d6leo e a
germinagdo. Outros 30% do modelo explicam uma forte relagdo entre a germinagdo e o vigor. Pela
curva de deterioragdo controlada o hibrido A iniciou com a germinagao de 90% e reduziu para 41%
com 96h. Para o teste de vigor este hibrido iniciou com 95% e reduziu até 21% com 96h. A
germinagdo para o hibrido B passou de 99% para 67% e o vigor passou de 98% para 53%. Os
indices de razdo de bandas do dleo variaram entre 0,5 no tempo zero e 0,31 com 96h. Houve
relagdo entre as razdes de bandas dos picos e dos vales onde se encontra o éleo e os resultados de
germinagdo e vigor da deterioragdo controlada. Quando a razdo de bandas foi maior, ou seja, a
amplitude de absorbancia do pico e do vale foram maiores, os resultados de germinagdo e vigor
também foram maiores. Quando a razdo de bandas foi menor, os resultados de germinacdo e
vigor também foram menores. Foi possivel separar os hibridos por grupos de razdo de bandas, por
meio da absorbancia nos comprimentos de onda de déleo e por consequéncia por germinagdo e o
vigor das sementes de milho do teste de deteriora¢do controlada.

19223 de outubro de 2020

wmeseere . (JNOCSEE
ISSN 1677-6321 =



