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RESUMO: O N ¢ o nutriente mineral requerido pelas plantas em maior quantidade e frequentemente limita o crescimento e
produtividade. A partir de uma analise in silico foram identificados 26 genes envolvidos na assimila¢do do nitrogénio: quatro
genes que codificam a enzima nitrato redutase (ZmNR), oito nitrato redutase de transporte (ZmNRT), uma nitrito redutase
(ZmNRi), uma nitrito de transporte (ZmNRiT), seis glutamina sintetase (ZmGS), quatro glutamato sintase (ZmGOGAT) e duas
glutamato desidrogenase (ZmGDH). A arvore filogenética foi construida onde foi possivel observar a formagao de cinco
grupos distintos de acordo com as fungdes. A andlise da estrutura dos genes mostrou que o niimero de introns variou de 0 a
32. A analise dos dominios conservados mostrou que a maioria dos genes identificados possuem o dominios especificos a
fun¢do que desempenham na rota de assimilacdo do N em milho. Além disso, esses genes apresentaram padroes de expressao
diferenciais em tecidos e 6rgdos. Os dados gerados neste trabalho forneceram subsidios para selecionar genes-candidatos para
futuras andlises funcionais a serem utilizados nos programas de melhoramento de milho.

PALAVRAS-CHAVE: Assimilacao de N. Eficiente uso do Nitrogénio. Filogenia.

IN SILICO CHARACTERIZATION OF GENES INVOLVED IN NITROGEN METABOLISM IN MAIZE
(Zea mays)

ABSTRACT: Nitrogen is a mineral highly requested by plants and often limits both growth and productivity. From an in-
-silico analysis, a total of 26 genes were identified as being involved in nitrogen assimilation: four genes encoding nitrate
reductase enzyme (ZmNR), eight encoding nitrate reductase transporters (ZmNRT), one encoding nitrite reductase (ZmNRi),
one encoding nitrite transporter (ZmNRiT), six encoding glutamine synthesis (ZmGOGAT) and two encoding glutamate
dehydrogenase (ZmGDH). A phylogenetic tree was generated where the formation of five distinct clusters could be observed
according to gene function. Structural genes analysis showed that introns varied from 0 to 32. The analysis of conserved
domains showed that most of the identified genes play a domain-specific function in the N assimilation pathway in maize.
Moreover, these genes present a differential expression pattern in tissues and organs. Data from this study will provide sub-
sidies to select candidate genes for further functional analyses in maize breeding programs.
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CARACTERIZACION IN SILICO DE GENES IMPLICADOS EN EL METABOLISMO DE NITROGENO EN
MAIZ (Zea mays)

RESUMEN: N es el nutriente mineral requerido por las plantas en mayor cantidad y a menudo limita el crecimiento y la
productividad. Desde un analisis in silico se ha identificado 26 genes implicados en la asimilacion de nitrogeno: cuatro ge-
nes que codifican la enzima nitrato reductasa (ZmNR), ocho nitrato reductasa de transporte (ZmNRT), un nitrito reductasa
(ZmNRi), un nitrito de transporte (ZmNRiT), seis glutamina sintetasa (ZmGS), cuatro sintasa de glutamato (ZmGOGAT) y
dos glutamato deshidrogenasa (ZmGDH). El arbol filogenético se ha construido donde ha sido posible observar la formacion
de cinco grupos distintos de acuerdo con sus funciones. El analisis de la estructura de los genes ha mostrado que el nimero de
intrones ha variado de 0 a 32. El analisis de los dominios conservados mostré que la mayoria de los genes identificados pose-
en dominios especificos a la funcidén que desempefian en la ruta de asimilacién de N en maiz. Ademas, esos genes mostraron
patrones de expresion diferenciales en tejidos y 6rganos. Los datos generados en este estudio proporcionan subvenciones para
la seleccion de genes candidatos para posterior analisis funcional, para ser utilizados en programas de mejoramiento de maiz.
PALABRAS CLAVE: Asimilacion de N. Filogenia. Uso eficiente del nitrogeno.
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Introducao

O milho (Zea mays) é o principal cereal produzido
no Brasil. Na safra 2015/2016, a area plantada dessa cultura
foi de 15,7 milhdes de hectares com uma produgéo total de
76,2 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2016). A sua
importancia economica esta diretamente relacionada as dife-
rentes formas de utilizagdo, seu amplo consumo na alimen-
tagdo, além de ser empregado nas industrias de tecnologia
como matéria prima de filmes, embalagens biodegradaveis e
bicombustiveis.

A cultura do milho requer a interagdo de um conjun-
to de fatores edafoclimaticos adequados para o seu desenvol-
vimento, e entre eles estd o nitrogénio (N), nutriente mineral
requerido em maior quantidade pelas plantas que pode limi-
tar o crescimento e a produtividade agricola. Esse composto
¢ um nutriente essencial e regulador do desenvolvimento ra-
dicular, da expansao foliar e expressdo de genes de enzimas
envolvidas no metabolismo do carbono e nitrogénio (WANG;
VINOCUR; ALTMAN, 2003). O nitrogénio ¢ utilizado para
formar a glutamina, considerada iniciadora da sintese de di-
versos aminoacidos, acidos nucléicos, enzimas e proteinas,
bem como metabolitos secundarios (HUANG et al., 2015).
Apesar da grande quantidade de N na atmosfera terrestre, a
maioria dos seres vivos ndo possui a capacidade de absorver
esse elemento na forma gasosa, por isso as plantas utilizam
nitrato e amodnia como fonte inorganica de nitrogénio que ¢
absorvida pelas raizes (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

A assimilagdo do nitrogénio ¢ um processo dispen-
dioso energeticamente as plantas, razdo porque ocorre predo-
minantemente nas folhas, centro de sintese de ATP e agentes
redutores - fornecedores de elétrons (ANDRADE NETTO,
2005). O processo de incorporagdo do nitrogénio compete
com a fotossintese por massa ¢ energia, consumindo 12 ATPs
para cada N assimilado pela planta (EPSTEIN; BLOOM,
2006). A taxa e a quantidade de nitrogénio assimilada pe-
las plantas durante o seu ciclo dependem da atividade das
enzimas envolvidas ¢ da disponibilidade de energia neces-
saria para os processos de assimilagdo (EPSTEIN; BLOOM,
2006).

O ciclo do N compreende os processos de reducdo
do nitrato a amonio e a incorporacdo do amdnio em amino-
acidos, no qual a quantidade de nitrogénio assimilado pelas
plantas durante o ciclo depende da atividade das enzimas
envolvidas no ciclo do nitrogénio e da disponibilidade de
energia (LEA, 1997). A via envolve a participa¢do de cinco
enzimas, onde existem dois sistemas de absor¢do de nitrato
nas raizes, a alta e baixa absorc¢do e sdo conhecidos como
transportadores de nitrato (NRT) (BREDEMEIER; MUN-
DSTOCK, 2000). A nitrato redutase (NR, EC 1.6.6.1) sob o
ponto de vista metabolico, ¢ a enzima mais importante para
catalisar a reagdo “etapa limitante” até a transformagao de N
inorganico em proteina no qual o nitrato ¢ transformado em
nitrito (DEBOUBA; DGUIMI; GHORBEL, 2013). A enzima
nitrito de transporte (NRiT) participa do transporte de nitrito
através do citoplasma do estroma no cloroplasto (LISERON-
-MONFILS et al., 2013). Bastante ativa nas células, a nitrito
redutase (NRi, EC 1.7.2.1) ¢ a ¢ enzima que transforma o ni-
trito em amonia. Ela é encontrada principalmente nas folhas,
dentro dos cloroplastos e tilacoides, enquanto que nas raizes
esta localizada dentro dos plastideos (HUANG et al., 2015).
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A glutamina sintetase (GS, EC 6.3.1.2) catalisa a entrada da
amonia em aminoacido por meio da conversdo de ATP do
glutamato em glutamina. A glutamato sintase (GOGAT, EC
1.4.1.14) é responsavel pela substitui¢ao do grupo amida da
glutamina para o 2-cetoglutarato utilizado para transformar
duas moléculas de glutamato, e finalizando o ciclo a enzima
glutamato desidrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) esta relacio-
nada com a assimila¢do secundaria da amonia e catalisa de
forma reversivel a aminagdo do a-cetoglutarato (atividade
aminante) e a desaminagdo do glutamato (atividade desa-
minante), envolvendo a oxidacdo e a redugdo de NAD(P)H/
NAD(P)" (SILVEIRA et al., 1999).

Em Arabidopsis thaliana, a nitrato redutase ¢ co-
dificada por dois genes NIA! ¢ NIA2 (DEBOUBA; DGUI-
MI; GHORBEL, 2013). O nitrato induz genes responsaveis
pelo seu transporte (NRT1.1 e NRT2.1) e assimilagdo (NIA1,
NIA2 e NII), mas acredita-se que o nitrato provoque mudan-
cas na expressao de 1000 genes em A. thaliana (DEBOU-
BA; DGUIMI; GHORBEL, et al., 2013). Estudos tem sido
realizados com mutantes de nitrato redutase (WANG et al.,
2004), para verificar respostas moleculares ao nitrato, suge-
rindo uma rota de sinalizagdo que ajusta a expressao de gran-
de conjunto de genes responsaveis por fungdes fundamentais
como: metabolismo celular e crescimento do organismo. A
glutamina sintetase (GS) possui duas isoformas GS2 chama-
da glutamina sintetase plastidica e codifica um gene (GLN2)
¢ a glutamina sintetase citocilica (GS1) que codifica cinco
genes (GLNI.1 a 5 GLNI1.5) (LISERON-MONFILS et al.,
2013). Em A. thaliana foram identificados trés genes GDH:
GDHI, GDH2 e GDH3, que codificam as subunidades beta,
alfa ¢ gama da enzima, respectivamente (MARCHI et al.,
2014). Entretanto, existem poucas informagao dos genes que
codificam as enzimas envolvidas na assimila¢do do nitrogé-
nio em milho. Desta forma, com o auxilio de ferramentas
computacionais e informagdes disponiveis nos bancos de da-
dos esta ¢ a primeira caracterizagdo in silico dos genes que
fazem parte do metabolismo de nitrogénio em milho.

Material e Métodos

Identificacdo dos genes NRT, NR, NRiT, NRi, GS, GO-
GAT ¢ GDH

Sequéncias protéicas das enzimas NRTe NRiT, NR,
NRi, GS, GOGAT e GDH foram identificados na planta mo-
delo arabidopsis (4. thaliana) provenientes do Banco de da-
dos TAIR database (http://www.arabidopsis.org/). Essas se-
quéncias foram utilizadas para pesquisas no Banco de dados
de Arroz (http://rice.plantbiology.msu.edu/) e no Banco de
dados de Milho (http://http://www.phytozome.net/) usando
a ferramenta BlastP. As sequéncias foram confrontadas com
outras sequéncias depositadas no banco de dados do Gen-
Bank, utilizando os programas BlastP e BlastX (National
Center for Biotechnology Information - NCBI - http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), para confirmar a identi-
dade das mesmas. As sequéncias deduzidas de aminoacidos
foram obtidas por meio do programa ORF Finder (Open Re-
ading Frame Finder - NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gorf/gorf.html).
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Analise filogenética

A analise filogenética foi realizada alinhando as se-
quéncias protéicas de arabidopsis (4. taliana - 33 sequén-
cias), arroz (Oriza sativa - 23 sequéncias) e milho (Z. mays -
26 sequéncias). A arvore filogenética foi gerada utilizando-se
o método Neighbor-Joining (NJ) usando a op¢ao pair-wise
deletion com o auxilio do programa MEGA versao 6.0. Para
testar a confiabilidade das analises foram utilizadas 1.000 ré-
plicas de bootstrap.

Estrutura genomica

Para a identificagdo da posi¢do de introns e a orga-
nizagdo de éxon/intron nos genes foram utilizadas as sequ-
éncias completas do DNA gendmico e da transcrita corres-
pondente de cada gene utilizando a ferramenta on line Gene
Structure Display Server (GSDS) (http://gsds.cbi.pku.edu.
cn/).

Identificacao dos motivos conservados

A identificacdo dos motivos conservados foram rea-
lizadas nas sequéncias protéicas de Z. mays com o algoritmo
MEME Suite versdao 4.0.0 (http://meme.sdsc.edu/meme4/
cgi-bin/meme.cgi), com os seguintes parametros: tamanho
ideal: 6-300 aminoacidos; qualquer nimero de repeti¢des
dos motivos e niimero maximo de 25 motivos. Os motivos
resultantes foram verificados na base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) ExPaSy - Ex-
pert Protein Analysis System (http://ca.expasy.org/) para ve-
rificar sua significancia.

Identificacao dos perfis de expressao dos genes do ciclo
do N

O perfil de expressdo in silico dos genes NRT,
NRiT, NR, NRi, GS, GOGAT ¢ GDH de Z. mays foram ana-
lisados em bibliotecas de tecidos especificos de diferentes fa-
ses de desenvolvimento utilizando os dados de microarranjo
do banco de dados Banco de dados MaizePLEX (http:/www.
plexdb.org/plex.php?database=corn). Os dados de expressdo
foram transformados log2 ¢ o heatmap foi gerado com o al-
goritmo CIMMiner (http://discover.nci.nih.gov/cimminer).

Resultados e Discussio
Identificacdo dos genes no metabolismo do N em milho

Para identificar os possiveis genes envolvidos na as-
simila¢do do N em milho foram realizadas buscas por meio
do BLAST no Banco de Dados do Genoma de Milho uti-
lizando sequéncias ja identificadas das enzimas NRT, NR,
NRiT, NRi, GS, GOGAT ¢ GDH identificados nas plantas
modelo 4. thaliana e O. sativa. Foram identificados 26 pu-
tativos genes que possivelmente participam da assimilagdo
do nitrogénio (Tabela 1). Destes, 12 codificam as enzimas
NR (quatro genes) e NRT (oito genes) que participam da
primeira etapa da assimila¢do do nitrogénio transformando
NO," em NO, realizada pela enzima nitrato redutase, e pela
nitrato redutase transporte que participa do transporte de ni-
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trato do solo ao citossol da raiz ou folha. Foi identificado um
gene que participa da transformag@o do nitrito em amonia e
um gene que participa do transporte do nitrito, codificados
pelas enzimas NRi e NRiT, respectivamente. Foram identifi-
cados seis genes GS responsaveis pela assimilagdo do nitrato
gerado no metabolismo da alontoina e da aspargina, quatro
genes GOGAT que utilizam a glutamina para sintetizar ami-
noacidos e dois genes da enzima GDH que operam quando a
concentragdo de NH4" esta acima de 1,5 mM entretanto se a
concentragdo de NH4" for abaixo desse valor, uma rota meta-
bolica alternativa GOGAT ¢ ativada (CEREZO et al., 2001).

O numero de genes envolvidos na assimilagdo do
N em milho (26) foi menor quando comparado com arabi-
dopsis (77) e maior que arroz (23). A distribuicdo desses
genes em diferentes espécies do reino vegetal indica que
esses genes sdo bastante conservados e apresentam fungdes
importantes ligados ao desenvolvimento e a nutricdo mineral
em plantas. De modo geral, o nimero de genes das espécies
monocotiledoneas (arroz e milho) ndo diferiram muito uma
da outra, apesar do genoma do milho ser muito maior (2500
Mpb) comparado com arroz (430 Mbp) e arabidopsis (145
Mbp). As diferengas encontradas em milho, em comparagéo
ao arroz ¢ arabidopsis podem ser parcialmente explicadas por
eventos de duplicacdo de genes e¢/ou perda de genes durante
o processo de evolugdo do genoma de milho, que pode ter
contribuido para a diminui¢do ou o aumento no niimero de
genes envolvidos na assimila¢@o do nitrogénio (BUCHNER;
HAWKESFORD, 2014). Além do mais, os genomas diferem
quanto ao nivel de ploidia e nimero de cromossomos entre
as espécies.

Tabela 1: Comparagdo do numero de sequéncias encontra-
das de cada enzima relacionadas a assimilagdo do nitrogénio
em arabidopsis (Arabidopsis thaliana), arroz (Oryza sativa)
e milho (Zea mays).

Enzima Arabifiopsis Or).fza Zea
thaliana sativa mays

Nitrato Redutase (NR) 2 4 4
Nitrato de Transporte
(NRT) P 60 7 8
Nitrito Redutase (NRi) 1 1 1
Nitri'to de transporte | | |
(NRIT)
Glutamina Sintetase (GS) 7 4 6
((ggzénr;()) Sintase 3 3 4
Glutamato Desidrogenase 3 3 )
(GDH)
Total 77 23 26

Os genes que codificam as diferentes enzimas en-
volvidos na assimilagdo de nitrogénio estdo divididas em
cinco grupos principais, uma vez que possuem fungdes e ca-
racteristicas distintas (Figura 1). A analise mostrou similari-
dades dentre as relagdes filogenéticas e fungao das diferentes
enzimas envolvidas na assimilag¢@o do nitrogénio. As sequén-
cias dos genes que codificam as enzimas de transporte (NRT
e NRiT) encontram-se agrupadas em um mesmo grupo (Fi-
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gura 1), o que pode ser atribuido ao fato de que esses genes
possuem fungdes semelhantes. Essas enzimas sdo responsa-
veis pela absor¢@o do nitrato pelas raizes ou sua translocago
na planta (TSAY et al., 2007). Em arabidopsis, os genes que
codificam as NRT ¢ constituida por duas familias, NRT/ e
NRT?2 que possuem 53 e sete membros, respectivamente. As
NRTI.1, NRT1.2, NRT2.1, NRT2.2 ¢ NRT 2.4 participam di-
retamente da absor¢ao de nitrato em arabidopsis, utilizando o
gradiente de elétrons para o transporte do solo para o interior
das células vegetais (KROUK et al., 2010).

Para lidar com concentragdes variadas de nitrato
nos solos, as raizes das plantas desenvolveram, pelo menos,
trés sistemas de absorc¢do de nitrato, dois sistemas de trans-
porte de alta afinidade (HATS) e um sistema de baixa afi-
nidade de transporte (LATS), responsavel pela aquisi¢do de
nitrato (CRAWFORD; GLASS, 1998). Os genes da familia
NRTI codificam um transportador de baixa afinidade, exceto
NRTI.1 que codifica um transportador tanto de baixa e como
de alta afinidade. Ja os genes que da familia NRT2 codifi-
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cam transportadores de alta afinidade (LIU; HUANG; TSAY,
1999). Para Crawford e Glass (1998) a estruturagdo dessas
duas familias NRTI e NRT?2, alta e baixa afinidade, respecti-
vamente, deve-se a replicacdo dos genes e sua posterior di-
vergéncia. Entretanto, em milho, ndo foi encontrado nenhum
gene que codifica a familia NRT2. Isso pode ter ocorrido du-
rante o processo evolutivo, onde o ganho dessa familia pode
ter sido posterior ao processo de diversificagdo entre mono ¢
dicotiledoneas. No mesmo grupo, encontram-se os genes que
codificam a enzima de transporte de nitrito em arabidopsis,
milho e arroz. O gene que codifica NRiT foi descrita inicial-
mente em cloroplastos das algas verdes (Chlamydomonas).
Liseron-Monfins et al. (2013) identificaram pela primeira vez
em milho um tUnico gene que codifica a NRiT. Em pepino
(Cucumis sativus. L.) a NRiT identificada esta localizada na
membrana interna do cloroplasto, cuja fung¢do é carregar o
nitrito a partir do citoplasma para dentro do estroma do clo-
roplasto durante a assimila¢@o do nitrato (SUGIURA; GE-
ORGESCU; TAKAHASHI, 2007).

Figura 1: Analise filogenética das 81 sequéncias protéicas das enzimas envolvidas no ciclo do nitrogénio obtidas a par-
tir de A. thaliana, O. sativa (ORZNR - gi|27527625|, ORZNRi - gi|573920733|, ORZGS - gi|22748337|, ORZGOGAT
- gil4008156|, ORZGDH - gi|33242905|) e Z mays (ZmNRTI.1-GRMZM2G327050, ZmNRT1.2-GRMZM2G085411,
ZmNRT1.3-GRMZM2G137421,  ZmNRTI1.4-GRMZM2G347457,  ZmNRTI1.5-GRMZM5G821252,  ZmNRTI.6-GR-
MZM2G043926, ZmNRT1.7-GRMZM2G104542, ZmNRT1.8-GRMZM2G085411, ZmNR.1-GRMZM2G568636, ZmNR.2-
-GRMZM2G428027,  ZmNR.3-GRMZMS5G878558,  ZmNR.4-GRMZM2G076723,  ZmNRi.I-GRMZM2G090338),
ZmNRIT. 1(GRMZM5G827496, ZmGS.1-GRMZM5G872068, ZmGS.2-GRMZM2G046601, ZmGS.3-GRMZM2G098290,
ZmGS.4-GRMZM2G024104,ZmGS.5-GRMZM2G036464, ZmGS.6-GRMZM2G050514, ZmGOGAT. I-GRMZM2G077054,
ZmGOGAT. 2-GRMZM2G085078, ZmGOGAT.3-GRMZM2G375064, ZmGOGAT.4-GRMZM2G036609, ZmGDH.I1-GR-
MZM2G159544, ZmGDH.2-GRMZM?2G427097). A arvore filogenética foi construida com o programa MEGA 6.0 utilizan-

do o método NJ.

ZmGOGAT.1

100

AT1G27040
At1g69850

199

NRT/NRIiT
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Em outro grupo, encontram-se as enzimas NR e
NRi. Os genes que codificam as enzimas NRs sdo respon-
saveis por transformar o nitrato em nitrito. As NRs de Ara-
bidopsis, milho e arroz se encontram-se no mesmo clado. O
mesmo ¢ observado para as NRis, no qual as NRis de mono-
cotileddneas se agruparam no mesmo clado. A fungdo dessa
enzima ¢ transformar o nitrito em amonio. Por apresentarem
fungdes e caracteristicas semelhantes elas encontram-se no
mesmo grupo (Figura 1). Em grupos distintos encontram-se
os genes que codificam as enzimas GS ¢ GOGAT, que sdo
encontradas dentro do cloroplasto ¢ assimilam o amdnio ¢ o
transforma em aminoacidos, glutamina e glutamato que ser-
vem de substrato para a producdo de todos os outros aminoa-
cidos necessarios para a sintese de proteinas (CAMARGOS;
AGUIAR; AZEVEDO, 2006). Segundo Unno et al. (2006) a
baixa atividade dessas enzimas impede que as plantas atin-
jam seu maximo em potencial produtivo, pois é considera-
da processo chave na incorporagao de N. Em outro grupo
encontram-se os genes que codificam a enzima GDH, cuja
fungdo € incorporar os ions de amonio em glutamato na pre-
senga de NADP (H) como cofator (TERCE-LAFORGUE et
al., 2004). Entretanto o papel fisiolégico dessa enzima ainda
¢ controverso. De acordo com Skopelitis et al. (2006) sob
estresse salino quem assimila o amonio ¢ a GDH, ¢ ndo mais
a GS/GOGAT principal via de assimilagdo. A sua expressao
aumenta devido aos altos niveis de amonio, o que faz com
ela exerga um papel de desintoxicagdo na planta (ZHOU et
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al., 2015). O numero de genes de cada enzima variou entre
as diferentes espécies. Essas diferengas podem ser atribuidas
as adaptagdes evolutivas ¢ as mudangas ambientais ao lon-
go dos anos, o que pode ter levado a perdas e/ou ganhos de
genes que podem ter fungdes especificas no metabolismo do
nitrogénio entre as diferentes espécies vegetais.

A diversidade estrutural fornece evidéncias adicio-
nais aos agrupamentos filogenéticos, além de informagdes
evolutivas das familias multigénicas, no qual o ganho ou per-
da de um exon/intron pode ser causada por rearranjos ¢/ou fu-
soes de diferentes por¢des dos cromossomos (WANG et al.,
2014). O padrio de distribui¢do dos introns/exons dos genes
que fazem parte da assimilagdo de N em milho ¢ mostrado na
Figura 2. O tamanho e a posi¢@o dos introns e exons mostram
uma distribuicdo variavel entre os diferentes grupos de genes
das enzimas. Das 26 sequéncias de milho, trés sequéncias
(ZmNRTI.1, ZmNRTI1.4 e ZmNRTI.5) ndo apresentaram in-
trons. Nas demais sequéncias o numero de introns dos genes
variou de um (ZmNRT1.2) a 32 (ZmGOGAT.4) introns (Fi-
gura 2). Foi observado que os membros mais estreitamente
relacionados de um mesmo grupo de genes, de modo geral,
mostraram o mesmo padrdo na estrutura exon/intron, como
nimero, posi¢ao ¢ tamanho do intron (Figura 2). Esse pa-
dro de similaridade pode ser consequéncia de uma série de
eventos de duplicag¢@o, mostrando conservacdo evolutiva dos
genes que codificam as diferentes enzimas da assimilagdo de
N em Z. mays.

Figura 2: Estrutura dos genes ZmNRT, ZmNRi, ZmNRiT, ZmGS, ZmGOGAT ¢ ZmGDH em Z. mays. Os Introns estdo repre-

sentados pelas linhas em cinza e os exons em amarelo.
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Dominios conservados

De modo geral os dominios funcionais sdo frequen-
temente conservados entre os genes de um mesmo grupo,
compartilham as mesmas fungdes e provavelmente possuem
um descendente em comum. Foi observado nas sequéncias
que codificam a enzima nitrato redutase, ZmNR.! a 3, a pre-
senga de trés dominios (Figura 3). O dominio molibdopterina
(Molybdopterin EUK)) possui 35 aminoacidos, cuja caracte-
ristica comum entre todos os membros que possuem esse
dominio de ligagdo é possuir um co-fator pterina ¢ parte da
coordenagdo do metal molibdénio (Mo) ¢ ligado a proteina
cisteina que catalisa a transferéncia de um atomo de oxigé-
nio (CAMPBELL, 1999). O molibdénio realiza papel funda-
mental como centro ativo da enzima, onde atua em processos
como: desintoxicagdo de enxofre, assimilagdo do nitrato e
a sintese de fito-hormdnios em plantas (MENDEL, 2013).
O molibdénio ¢ um elemento essencial para os organismos
em pequenas quantidades, no entanto, se indisponivel ¢ le-
tal para a planta (MENDEL, 2013). O segundo dominio ¢é
a ferrodoxina redutase (FAD_FR-ferrodoxin reductase) com
112 aminoacidos. Essa proteina de ligagao catalisa a transfe-
réncia de elétrons da ferrodoxina reduzida a proteina ferro-
-enxofre para NADP* como a etapa final do mecanismo de
transporte de elétrons do fotossistema I da fotossintese. O
terceiro dominio o citocromo b5 (Cytochrome B5 2) catali-
sa a reducdo de duas moléculas do citocromo b5, utilizando
NADH como um doador de elétrons. O gene que codifica a
enzima ZmRN2, além dos trés dominios mencionados, possui
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o dominio RNA polimerase II (RNA POL II Repeat) com
seis aminoacidos, cuja fungdo principal ¢ transcrever genes
codificantes de proteinas. O dominio encontrado na sequén-
cia ZmNRi.1 ¢ o nitrito/sulfito (NIR_SIR) com 16 aminoaci-
dos, o sulfito e nitrito redutase sdo vitais para a assimilagdo
da biossintese de enxofre e nitrogénio.

As sequéncias que codificam a enzima GS compos-
tas por ZmGS1, 3, 4, 5 ¢ 6 contém dois motivos conserva-
dos: a glutamina sintetase (GLNA 1) com 17 aminoacidos
e glutamina sintetase (GLNA_ATP) com 16 aminoacidos, a
fungdo de ambas ¢ catalisar a hidrélise de glutamina em 4ci-
do glutamico e amoénia. A sequéncia ZmGS2 possui apenas
um dominio glutamina sintetase (GLNA _1). As sequéncias
ZmGOGAT 1 a 4 possuem o dominio glutamina amido trans-
ferase tipo II (Glutamine amido transferase type 2) variando
de 399 a 404 aminoacidos. A fun¢do desse dominio ¢ catali-
sar a remog¢ao do grupo amoniaco a partir de glutamina e, em
seguida, transferir este grupo para um substrato para formar
um novo grupo carbono-nitrogénio (VAN DEL HUEVEL et
al., 2003). O gene que codifica a enzima ZmGDH?2 possui um
sitio ativo com 13 aminoacidos e o dominio Glutamato/Leu-
cina/Fenilalanina/Valina desidrogenase (GLFV_Dehydroge-
nase) de 102 a aminoacidos, no qual sua fungdo ¢ catalisar o
NAD- ou realizar a desaminagdo reversivel NADP-depen-
dentes de glutamato em a-cetoglutarato. Por fim, a sequéncia
ZmGDH1 nao apresentou nenhum motivo. Essa enzima so
¢ utilizada como rota alternativa geralmente em condigdes
de estresse (MARCHI et al., 2014). As sequéncias de NRT e
NRiT néo apresentaram dominios conservados.

Figura 3: Distribui¢do dos motivos conservados da ZmNRT, ZmNRi, ZmNRiT, ZmGS, ZmGOGAT e ZmGDH em Z. mays. A
posi¢do e a ordem dos simbolos correspondem a real regido conservada na sequéncia da proteina.
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Expressao de genes identificados no ciclo do N em milho

Os padroes de expressdo de genes pode fornecer
pistas importantes sobre a fungdo e localizagdo que o gene
pode exercer. Para analisar ainda mais a especificidade dos
tecidos dos genes envolvidos na assimilagdo de N em milho,
o perfil de expressdo dos 26 genes foram analisados como
mostrado na Figura 4. Foi observado a formagao de dois
grupos distintos quanto a expressdo. No primeiro grupo esta
aqueles genes que foram poucos expressos na maioria dos
tecidos e oOrgdos analisados, onde estdo os genes ZmNRT7,
ZmGDH2, ZmGS4, ZmGS1, ZmGS5, ZmGS3, ZmGOGATI,
ZmGOGAT4, ZmNRi ¢ ZmGOGAT2. No segundo grupo
estdo aqueles genes que foram constitutivamente expresso
em quase todos os tecidos ¢ 6rgdos analisados, ¢ mostraram
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ZmNRTS, ZmGS2 ¢ ZmGS6. Os niveis de expressdo para
esses genes foram elevados nas bibliotecas associadas a
tecidos de desenvolvimento da planta, o que indica que eles
podem desempenhar um papel importante e sdo fundamentais
para o desenvolvimento das plantas de milho. O nitrogénio é
utilizado pelas plantas em varias etapas, incluindo absorgao,
assimilacdo, translocagdo, reciclagem e remobilizagdo. Esses
eventos sdo altamente dindmicos e complexos, e inumeros
genes podem estar potencialmente envolvidos nesses
processos. Os resultados encontrados neste trabalho sdo
refor¢ados por Liseron-Monfils et al. (2013). Esses autores
utilizaram sondas para analisar a expressdao em diferentes
tecidos de milho, onde foi observado a formagdo de
quatro clusters cada um com caracteristicas especificas, no
entanto, todos relacionados a tecidos em desenvolvimento,

niveis de expressdo elevados, para os genes ZmGOGATS3,
ZmNR3, ZmNR2, ZmNRT3, ZmNRT6, ZmNRTS5, ZmNRTI,
ZmNRT4, ZmGDHI, ZmNRI1, ZmNR4, ZmNRiT, ZmNRT2,

corroborando com os dados encontrados nesse trabalho para
o segundo grupo.

Figura 4: Perfil de expressdo in silico dos genes ZmNRT, ZmNRi, ZmNRiT, ZmGS, ZmGOGAT e ZmGDH em Z. mays. Os
numeros de 1 a 60 na parte inferior da figura indicam as bibliotecas/tecidos que esses genes se expressam. 1:24H Semente em
germinacdo; 2:6DAS GH_Coleodptilo; 3:6DAS GH_Raiz primdria; 4:V1 Raiz primaria; 5:VE Semente inteira; 6:VE Raiz
primaria; 7:V1 Mistura de folhas; 8:V1_Caule; 9:V4 Caule; 10:V3  Caule; 11:V3_ Folha primaria e bainha; 12:V3  Folha
superior; 13:V5_ Meristema apical; 14:V5_Primeiro Interné; 15:V5_Apice foliar da 2* Folha; 16:V5_Base foliar da 2 Folha;
17:V7_Primeiro Intern6; 18:V7_ Apice foliar da 2* Folha; 19:V7_Base foliar da 2* Folha; 20:-V9_4° Interno; 21:V9_8? Folha;
22:V9 _11?* Folha; 23:V9 _13* Folha; 24:V9_Folhas imaturas; 25:V13 Pendao imaturo; 26:V18 Penddo meidtico; 27:V18
Espiga imatura; 28:VT 13? Folha; 29:R1_Pré-polinizacao da espiga; 30:R1_Estilo-estigma (cabelo); 31:R1_Anteras; 32:R1
Espiga; 33:R2_13% Folha; 34:R2 Folha da espiga; 35:R2 Espiga; 36:2DAP_Semente inteira; 37:4DAP_Semente inteira;
38:6DAP_Semente inteira; 39:8DAP_Semente inteira; 40:10DAP_Semente inteira; 41:12DAP_Semente inteira, 2:12DAP
Endosperma; 43:14DAP_Semente inteira; 44:14DAP_Endosperma; 45:16DAP_Semente inteira; 46:16DAP_Endosperma,
47:16DAP_Embrido; 48:18DAP_Semente inteira; 49:18DAP_Endosperma; 50:18DAP_Embrido; 51:18DAP_Pericarpo;
52:20DAP_Semente inteira; 53:20DAP_Endosperma; 54:20DAP_Embrido; 55:22DAP_Semente inteira; 56:22DAP
Endosperma; 57:22DAP_Embrido; 58:24DAP_Semente inteira; 59:24DAP_Endosperma; 60:24DAP_Embrido. Os simbolos
de cada uma das 60 bibliotecas correspondem ao estadio fenoldgico da cultura do milho.
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Conclusao

Este trabalho forneceu informagdes importantes na
identificagdo e na caracterizagdo dos diferentes genes que
codificam as enzimas que estdo envolvidas no metabolismo
do nitrogénio em milho, onde foram identificados 26 genes:
ZmNRT (seis), ZmNR (quatro), ZmNRiT (um), ZmNRi (um),
ZmGS (seis), ZmGOGAT (quatro) e ZmGDH (dois).

Os dados gerados neste trabalho forneceram subsi-
dios para selecionar os melhores genes-candidatos para futu-
ras analises funcionais, a serem utilizados nos programas de
melhoramento de milho, que tém como objetivo aumentar a
produtividade e a obteng¢do de um sistema agricola mais sus-
tentavel devido ao eficiente uso do nitrogénio (NUE).
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