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RESUMO

O arroz possui grande importancia econdmica e nutricional, sendo o alimento basico de grande
parte da populacdo humana. No entanto, o grao de arroz ¢ pobre em nutrientes minerais, como o
ferro (Fe) e zinco (Zn), cuja deficiéncia afeta milhdes de pessoas. Varios autores defendem a
biofortificacdo do grao de arroz, com aumento dos teores de vitamina A, Fe e Zn no grao. Para
que seja possivel aumentar os niveis de minerais no grao de arroz, ¢ necessario que sejam
conhecidos os mecanismos responsaveis pela absorcao destes pelas raizes da planta, transporte,
distribui¢do, armazenamento e alocagdo para o grao. Assim, resultados deste tipo de estudo
poderdo contribuir para os avangos nas pesquisas de biofortificacdo. Em Arabidopsis thaliana e
Tulipa gesneriana foi demonstrado que o gene VITI (Vacuolar Iron Tranporter 1) codifica uma
proteina responsavel pelo transporte de ferro para dentro dos vacuolos, podendo atuar na
estocagem e regulacdao dos niveis de ferro nos tecidos. Esses resultados indicam que AfVIT1 e
TgVIT1 podem ter um papel importante na homeostase de ferro nessas plantas. Em arroz, nosso
grupo identificou dois genes da familia VIT (OsVIT1 e OsVIT2), com sequéncias similares a do
gene VITI de Arabidopsis thaliana que podem ter sido originados a partir de um evento de
duplicagdo. Apresentam 71% e 68% de identidade com a proteina AfVIT1, respectivamente, ¢
74% de identidade entre suas sequéncias de aminoacidos. Com o objetivo de caracterizar a
expressao desses genes em arroz, plantas foram analisadas apds tratamento com excesso de
diferentes metais, em diferentes estagios reprodutivos e em sementes durante a germinagao. Os
resultados mostraram que o gene OsVITI teve sua expressao induzida em resposta apenas ao
tratamento com excesso de Fe em folhas, ndo tendo sido detectados transcritos em raizes ou em
folhas de plantas expostas a excesso de Zn e Mn. Esses dados indicam uma possivel relacao entre
a indugdo de OsVITI e os niveis de Fe intracelular nas folhas. A expressao de OsVIT2 nao
apresentou diferenca significativa entre a condi¢do controle e os tratamentos. Os picos de
expressao observados em panicula (OsVITI, em RS5) e folha-bandeira (OsVIT2, em R4)
possivelmente correspondem a momentos de grande mobilizagdo e acumulo de metais nestes
orgaos. Os metais poderiam ser remobilizados, em outro momento, para os graos. OsVIT2 teve
aumento da expressdo apos 4 dias de germinagdo, que coincidiu com o surgimento de tecidos
fotossinteticamente ativos no embrido. Para a analise funcional, plasmideos clonados com as
regides codificantes do gene OsVITI foram transformados em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae (dcccl) deficientes no transporte de ferro. As leveduras transformantes foram
crescidas em meio minimo contendo diferentes concentragdes de Fe para avaliar a
complementacdo da levedura mutante pelo gene de arroz OsVITI. O experimento ndo teve
resultado positivo. Sera feita a extragdo do plasmideo para confirmar a inser¢dao do gene OsVITI
por PCR, apos sera repetido o experimento com exposicao das leveduras a Fe. A caracterizacao
dos genes da familia VIT e a compreensao dos mecanismos que regulam a sua expressao em arroz
sdo essenciais para um melhor entendimento do transporte ¢ homeostase de ferro nesta planta.

Palavras-chave: arroz, expressdo génica, genes VIT.



INDICE

O 1N 20 ] 100X @ T 2
1oL AATTOZ. e 2
1.2. Importéancia dos minerais na NULricao vegetal..............ccocooooviieoeieeeeeee e, 3
| B 21 & (o SRS UPU PSPPI 3
L.2.2. ZANICO.c...tttie ettt ettt e ettt e e et e e e et e e e tae e e ttaeeesataeeeeabeeeenreeeaatraeeeanraaeearneaans 5
1.2.3. MANGANES. ...cccuviieeeiiieeeeiieeeeeiteeeeteeeeeteeeenteeessnseeesnseaeesnsseesasseesannsseesanseeesansseesnnneens 7
1.3. Importancia dos minerais na NULriCAo humana...........cco.coooorververvccreeceeee e 8
| T R S & o OO USSR PUPPRRRPURRN 9
1.3.2. ZNICO. .ttt ettt et e ettt e et e e e tb e e eabaeeab e e e tee e taeeeabeeeaaaeanreas 10
I 0 LY B2 4T LTSRS 11
1.4, BIOTOFTIFICAGAO. ... e 12
1.5, FAMIIA VT oottt 14
2. OBUIETIVOS.......ooooee e 17
3. MATERIAIS E METODOS..........ooooocoooieeessssoeeesssseeesssssssessssssssesssosseessssssesssssoee s 18
3.1. Analises de expressdo por RT-PCR quantitatiVvo.............c..ccocooervereeeceeceeeeeeeeeeen. 18
3.1.1. Coleta da plantas crescidas @ CAMPO. ..ot 18
3.1.2. Cultivo de plantas em 1aboratOrio..........cccoueiriririeieieieeieeee e 18
3.1.3. Extracdo de RNA e Sintese de CDNA.........oooviiiiiiiiiiieeeeeeee e, 19
3.1.4. RT-PCR qUANTILAtIVO....cetieuiieiieiieriieniiesitesite sttt ettt et et 20
3.1.5. ANALISES EStALISTICAS. ..ecuviieiiiieeeeiiieeeeiiee ettt et ete e e et e e e et e e e eta e e e etaeeeetteeeeeaneeas 21
3.2. Analises de elementos POr ICP-OES...........coo oo 21
3.3. Anélise funcional por transformacao de levedura.............ccoccvevveevieeeceeieeiecreeneeeeneas 22
3.3.1. Recombinac¢do em ESCHEriCRIA COli...............cooeeeeoeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeveeeeeve e 22
3.3.2. Seleg@o de leveduras MULANTES..........c.ccovveiuiieiiiriieieieie e 23
3.3.3. Transformacgao de LeVEAUIaS.............c.covoiueieiioieieeeeee e 24
A4, RESULTADOS. ...t 25
4.1. Anélises de expressdo por RT-PCR quantitatiVo..........c..ccoocoovevevoneoecoeceseeeeeeeenean 25
4.2. Anédlise funcional por transformacao de levedura..............ccocoovorvevoereevceeieeeeee e, 29
4.2.1. Recombinagao em ESCAEFICHIA COll...............oooeoeeeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
4.2.2. Selecao de leveduras MULANTES.............c.coveveiveieeiieiieieieie e 32
4.2.3. Transformagao de 1eVEAULAS..............cooviveiiveeeeeeeeee e 34
B. DISCUSSAOQ.......ooooooeeeeoeeeeeseeeesssoseessssosees oo 36

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... 38



1. INTRODUCAO

1.1. Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populagdo mundial. Sua
importancia ¢ destacada principalmente em paises em desenvolvimento, tais como o Brasil,
desempenhando papel estratégico em niveis econdmico e social. A producao anual de arroz ¢ de
aproximadamente 606 milhdes de toneladas. Nesse cendrio, o Brasil participa com 13.140.900t
(2,17% da produ¢dao mundial) e destaca-se como Unico pais ndo-asiatico entre os 10 maiores
produtores (FAO, 2006). O Rio Grande do Sul ¢ o maior produtor de arroz no Brasil, sendo
responsavel por 61,1% da produ¢do nacional dessa cultura (IBGE, 2010).

Apenas uma pequena quantidade de arroz ¢ consumida como ingrediente em produtos
processados, sendo seu maior consumo na forma de grdo. O arroz ¢ uma excelente fonte de
energia, devido a alta concentracdo de amido. Nos paises em desenvolvimento, onde o arroz ¢ um
dos principais alimentos da dieta, ele é responsavel por fornecer, em média, 715 Kcal per capita
por dia, 27% dos carboidratos, 20% das proteinas ¢ 3% dos lipidios da alimentagdo. No Brasil, o
consumo per capita ¢ de 108g por dia, fornecendo 14% dos carboidratos, 10% das proteinas e
0,8% dos lipidios da dieta (Kennedy et al., 2002). Portanto, devido a importancia do arroz na
dieta de grande parte da populacdo, sua qualidade nutricional afeta diretamente a sattde humana.

O grao de arroz ¢ pobre em nutrientes minerais, como o ferro (Fe) e zinco (Zn), cuja
deficiéncia afeta milhdes de pessoas (FAO, 2006). Varios autores defendem a biofortificacdo do
grao de arroz, com aumento dos teores de vitamina A, ferro e zinco no grao — que podera ter um

impacto significativo na solu¢do do problema da ma nutricdo (HarvestPlus, 2006). Para isto,



muitos trabalhos vém sendo realizados, em plantas de arroz, com o objetivo de caracterizar genes
e mecanismos responsaveis pela absor¢do de minerais pelas raizes da planta, transporte entre os
diferentes 6rgdos, distribuicdo intracelular e armazenamento, alocag¢do para o grao e distribuig@o

entre os diferentes tecidos dentro do grao.

1.2. Importéncia dos minerais na nutri¢cdo vegetal

As plantas necessitam de um conjunto de nutrientes minerais essenciais, sem os quais elas
sdo incapazes de completar o seu ciclo de vida (Marschner, 1995). Esses nutrientes minerais sao
tradicionalmente classificados em macro e micronutrientes, dependendo da quantidade exigida
para o desenvolvimento normal da planta. Os macronutrientes sdo substancias requeridas em
grandes quantidades didrias para o crescimento das plantas. Os micronutrientes sdo necessarios
em quantidades relativamente pequenas, mas criticas para o funcionamento correto do
metabolismo: entre 5 ¢ 100 mg kg1 (Alloway, 2004). Sao eles: Boro, Cloro, Cobre, Ferro,
Manganés, Molibdénio, Niquel e Zinco. Neste trabalho dar-se-4 atencdo a trés desses

micronutrientes: Ferro, Zinco e Manganés.

1.2.1. Ferro

O ferro ¢ um micronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas (Morrisey &
Guerinot, 2009), fazendo parte de centros de oxirredugdo de proteinas essenciais para a
fotossintese e respiragcdo (Gross ef al., 2003). Sua deficiéncia afeta o desenvolvimento das
plantas, inibindo o crescimento do meristema apical, além de gerar zonas de clorose intervenal,
podendo levar a morte celular em casos severos (Sperotto et al., 2009). Por outro lado, o ferro
livre ¢ altamente reativo e toxico por meio da reacdo de Fenton (Morrisey & Guerinot, 2009), e

altas concentracdes de ferro podem ser extremamente prejudiciais as células vegetais. Portanto,
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as plantas desenvolveram mecanismos para lidar tanto com a deficiéncia quanto com o excesso
de ferro. Os mecanismos de captagdo de ferro mais amplamente descritos ocorrem sob
deficiéncia de ferro, e sdo descritos em mais detalhes abaixo.

A incorporagdo do ferro entre os constituintes celulares requer a redugdo do Fe™ para
Fe™. Dependendo da origem filogenética da espécie, este processo acontece fora da célula ou
dentro do citoplasma (Schmidt, 2003). Em gramineas, ha a secre¢cdo de quelantes pela planta, em
geral fitossider6foros (aminoacidos nao-protéicos), que formam um complexo de alta afinidade
com o ferro III, propiciando a entrada do ferro quelado por meio de transportadores especificos,
chamada de estratégia II (Romheld & Marschner, 1986). Esses transportadores sdo ortdlogos da
proteina Yellow Stripe 1 (YS1) de milho, e sdo fortemente induzidos por deficiéncia de ferro
(Curie et al., 2001; Mori, 1999).

Ja as dicotiledoneas e monocotiledoneas ndo gramineas utilizam a estratégia I, onde a
mobilizacdo do ferro acontece por meio de uma acdo combinada entre H -ATPases, que realizam
a extrusdo de protons, e ferro-quelato redutases. A enzima ferro-quelato redutase foi identificada
pela primeira vez em Arabidopsis thaliana (AtFRO2) e realiza a redugdo do Fe™ quelado a Fe™,
para entdio o Fe™ ser absorvido pelas raizes das plantas por meio de transportadores especificos
do tipo Iron Regulated Transporter 1 (AtIRT1) (Robinson et al., 1999).

Hoje, existem fortes evidéncias de que o arroz utiliza um mecanismo combinando as duas
estratégias (I e II). Apesar do fato de plantas de arroz produzirem e secretarem fitossider6foros
em baixas quantidades, elas sdo capazes de absorver ferro Il quelado de modo eficiente através
da proteina OsYSL15 (Inoue ef al., 2009). Mas diferentemente de outras gramineas, as plantas de
arroz também absorvem Fe™ quando disponivel, através dos transportadores OSIRT1 e OsIRT2

(Ishimaru ef al., 2006). Esta habilidade de absorver Fe™ provavelmente evoluiu no arroz como



uma adaptagdo a campos alagados, onde esta forma ¢ mais abundante, devido as condigdes
anaerobicas que prevalecem nesses campos (Jeong & Guerinot, 2009).

Apoés entrar nas cé€lulas da epiderme, o ferro ¢ ligado a quelantes. O ferro move-se
simplasticamente através das células das raizes, difundindo-se ao longo do gradiente de
concentracao (Marschner, 1995). No periciclo, o ferro ¢ levado para o xilema e se move em

direcdo as folhas em consequéncia da corrente transpiratoria (Morrisey & Guerinot, 2009).

1.2.2. Zinco

O zinco ¢ o metal de transicdo mais abundante nos organismos depois do ferro, e ¢ o
unico metal representado em todas as seis classes de enzimas (Broadley et al., 2007). O zinco ¢
redox-estavel sob condi¢des fisiologicas (Barak & Helmke, 1993). Desse modo, em sistemas
bioldgicos, o zinco sé existe na forma Zn" e nio participa de reagdes de oxirredugdo (Maschner,
1995).

Mais de setenta metaloproteinas contendo zinco ja foram identificadas (Barak & Helmke,
1993), entre elas: alcool desidrogenase, anidrase carbonica, Cu/Zn-superoxido dismutase,
fosfatase alcalina, fosfolipase, carboxipeptidase e RNA polimerase. Esse papel do zinco como
componente integral de diversas enzimas torna esse elemento crucial para varios processos
metabolicos na planta, tais como a fotossintese, sintese protéica, manutencao da integridade da
membrana, metabolismo de auxinas e reprodu¢do. Uma das fun¢des mais conspicuas do zinco
esta relacionada com a regulag@o da expressdo génica: varios fatores de transcrigdo dependem da
presenca do zinco para formar o motivo dedo-de-zinco, reconhecer seqiiéncias de DNA
especificas e ativar a transcri¢ao (Alberts et al., 1998; Brown, 2006).

Os sintomas caracteristicos mais visiveis da deficiéncia de zinco sdo crescimento reduzido

e folhas clordticas, necroticas e mal formadas. Varias mudangas bioquimicas também podem ser
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relacionadas a deficiéncia de zinco: reducdo da atividade fotossintética, producdo de radicais
livres, diminui¢ao da sintese protéica, redugdo dos niveis do fitormonio acido indol-acético, entre
outras.

As plantas obtém todo o zinco de que necessitam a partir do solo. Contudo, muitas
condig¢des do solo podem resultar em quantidades insuficientes de zinco disponivel. Por exemplo,
solos arenososos geralmente t€ém um baixo conteudo total de zinco, e solos calcareos possuem um
pH alcalino que diminui a disponibilidade desse metal (Alloway, 2004). Solos inundados por
longos periodos de tempo, como nas plantagdes de arroz irrigado, produzem condig¢des redutoras.
Isso pode levar a uma reducdo no pH e a uma alta concentragdo de ions bicarbonato, o que
também inibe a captura de zinco pelas plantas (Marschner, 1995).

A raiz ¢ o principal 6rgdo de captura de nutrientes minerais nas plantas. Aparentemente, a
maioria do zinco parece ser obtida como um cation divalente (Zn"?); e em pH alto, possivelmente
também ¢é obtido como um céation monovalente (ZnOH') presentes na solucdo do solo
(Marschner, 1995). Porém, foi proposto que as raizes também podem absorver o zinco quelado a
fitossider6foros (Zhang et al., 1991). Inicialmente, a liberagdo de fitossideroforos foi descrita
como um mecanismo para mobilizar o Fe™ presente no solo em compostos inorginicos
insoluveis (Marschner & Romheld, 1994). Contudo, descobriu-se que os fitossideroforos
liberados por raizes de gramineas podem ligar-se nio s6 ao Fe™, como também efetivamente
quelam o Zn?, Cu™, Mn, Ni? ¢ Co™ (Buchanan et al., 2000) que sdo absorvidos de modo
eficiente através da proteina OsYSL15 (Inoue et al., 2009).

Estudos mostram que os transportadores de metais da familia ZIP (ZRT, IRT-related
protein) compde o sistema primario de captagdo de Zn nas raizes. Dois transportadores da familia
ZIP ja bem caracterizados, IRT1 (iron regulated transporter) e IRT2, representam o sistema

principal de captacao de Fe nas células radiculares de Arabidopsis thaliana, e IRT1, pelo menos,
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também contribui significativamente na capta¢do de Zn e Cadmio (Cd) (Guerinot, 2000). Em
arroz, proteinas ZIP t€m sido caracterizadas como transportadoras de Zn (proteina OsZIP4,

localizada na membrana plasmatica; Grotz & Guerinot, 2006).

1.2.3. Manganés

O Manganés (Mn) ¢ um micronutriente essencial que desempenha papéis primarios na
ativacdo de diversas enzimas, ¢ na rota biossintética de isoprendides (Reuter et al., 1988).
Também possui papel chave no aparato fotossintético e na sintese de clorofila. Muitos estudos
indicam que Mn"* pode substituir o Mg como cofator, afetando assim a sintese de proteinas,
lipidios e carboidratos (Lidon ef al., 2004).

A mobilidade do Mn no solo ¢ baixa, e seu aproveitamento pela planta depende da
absor¢do pelas raizes, que, por sua vez, ¢ governada pela disponibilidade do elemento na
interface solo-raiz. O manganés ndo ¢ facilmente redistribuido na planta e sintomas de deficiéncia
surgem em folhas novas se houver restricdo na disponibilidade durante o desenvolvimento da
planta, mesmo que as folhas velhas contenham altas concentragdes do elemento (Loneragan,
1988).

Excesso de Manganés (Mn) representa um fator limitante de crescimento e rendimento,
principalmente para campos de cereais com solos acidos e mal drenados, com baixo potencial
redox (Foy, 1984; Schlichting & Sparrow, 1988). O excesso de Mn pode ser associado com
manchas marrons em folhas maduras, clorose intervenal e necrose, deformagao de folhas jovens e
retardo do crescimento (Foy et al., 1978).

Grandes diferencas na tolerancia ao excesso de Mn existem entre diferentes espécies de
plantas e entre diferentes cultivares da mesma espécie (Heenan & Carter, 1976; Foy et al., 1978),

sendo o arroz citado como o cereal mais tolerante, podendo acumular até cinco vezes mais Mn

7



em suas folhas do que outras gramineas (Foy et al., 1978). Lidon e co-autores (Lidon & Teixeira,
2000; Lidon, 2001; Lidon et al., 2004) concluiram que a alta tolerancia a Mn em folhas de arroz
nao ¢ consequéncia do acimulo e inativagdo de Mn em vacuolos, mas da ligagdo de Mn a uma
proteina localizada no cloroplasto que apresenta atividade superoxido dismutase (SOD).
Resultados da combinagdo de abordagens protedmica, transcriptdmica e fisiologica
claramente indicam que o suprimento toxico de Mn afeta fungdes simplasticas particularmente
relacionadas a fotossintese (Fiihrs et al., 2008), através da inibi¢do da sintese de clorofila em
folhas jovens, por inibir a absor¢do de outros micronutrientes como Fe, Zn e Mg (Foy et al.,

1978; Marschner, 1995).

1.3. Importancia dos minerais na nutricdo humana

Podemos dizer que os minerais sdo os elementos mais importantes para o organismo, pois
estdo na base e na estrutura dos macronutrientes, como proteinas, carboidratos e vitaminas
(Grusak & DellaPenna, 1999). Embora os minerais representem uma pequena parte do peso do
corpo humano, sdo imprescindiveis para todas as reagdes quimicas, com énfase no processo de
geragdo de energia, participando ativamente no crescimento, na manutencao da homeostase ¢ na
regulacdo de todos os processos organicos, atuando em todas as funcdes celulares (Grusak &
DellaPenna, 1999).

Dos cerca de 95 elementos quimicos presentes na Tabela Periodica, ha cerca de 50 nos
tecidos e fluidos do organismo humano. Quatro desses elementos - carbono, oxigénio, hidrogénio
e nitrogénio — representam por volta de 95% do peso total do corpo humano; e o restante ¢
constituido de minerais essenciais (4%), ndo essenciais (1%) e toxicos (FAO, 2006). Nessa
classificagdo, ferro, zinco e manganés sdao enquadrados como microminerais essenciais,

juntamente com o cobre, iodo, cromo, selénio e cobalto.
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Muitas doengas novas, como a Sindrome da Fadiga Cronica, o envelhecimento precoce
acelerado, a depressao, as deficiéncias imunolodgicas, o cancer e muitas outras, sao resultantes da
caréncia mineral a qual o ser humano moderno esta exposto. Isto se deve ao desenvolvimento da
agricultura intensiva, vastas monoculturas e o emprego sistematico de fertilizantes quimicos e
agrotoxicos, que diminuiram a biodisponibilidade de muitos minerais devido a lixiviagdo,

empobrecimento do solo e a quelagdao dos metais.

1.3.1. Ferro

O ferro também ¢ um micronutriente essencial para os seres humanos. Por causa da sua
capacidade de doar e receber elétrons, o ferro serve como cofator para muitas proteinas contendo
complexos heme, clusters de ferro-enxofre e outros grupos prostéticos (Theil, 2004). Essas
proteinas estdo envolvidas em varios processos fisioldgicos nos seres humanos, como transporte
de oxigénio e respiragao.

A deficiéncia nutricional de ferro ocorre quando as quantidades necessarias ndao sao
supridas pela dieta. A biodisponibilidade do ferro ¢ baixa em populagdes que possuem a dicta
baseada em produtos de origem vegetal. A alta incidéncia da deficiéncia de ferro nos paises em
desenvolvimento causa prejuizos substanciais para a saude e para a economia, incluindo
problemas durante a gestagdo, reducdo no rendimento escolar e queda na produtividade
(Zimmermann & Hurrell, 2007). A deficiéncia de ferro ¢ o problema nutricional mais prevalente
no mundo. Entre quatro e cinco bilhdes de pessoas sofrem de deficiéncia de ferro e ha estimativas
de que aproximadamente dois bilhdes de pessoas sdo anémicas. Mulheres e criangas geralmente
sdo mais vulneraveis: 50% das mulheres gravidas e de 40% a 50% das criangas abaixo dos cinco

anos em paises em desenvolvimento possuem deficiéncia de ferro (UNICEF, 2010).



A deficiéncia de ferro também ¢ comum em mulheres e criangas em paises
industrializados. No Reino Unido, 21% das mulheres entre 11 e 18 anos ¢ 18% das mulheres
entre 16 ¢ 64 anos possuem deficiéncia de ferro. Nos Estados Unidos, 9-11% das mulheres nao
gestantes com idades entre 16 e 49 anos sdo portadoras de deficiéncia de ferro, sendo que 2-5%
sao portadoras de anemia decorrente da deficiéncia de ferro, com frequéncia maior em
populacdes minoritarias, mais pobres € com menor nivel de escolarizagdo. Na Franca, a
deficiéncia de ferro ¢ a anemia decorrente da deficiéncia de ferro afetam 29% e 4% das criangas
com idade abaixo de dois anos, respectivamente ¢, nos Estados Unidos, 2% das criangas com
idade entre um e dois anos possuem anemia decorrente da deficiéncia de ferro (Zimmermann &
Hurrell, 2007).

Existem trés estratégias principais que podem ser utilizadas com a finalidade de corrigir a
deficiéncia de ferro nas populagdes, sozinhas ou em combina¢ao: modificagdo e diversificacdo da
dieta; suplementagdo de alimentos com adicdo de ferro; e a biofortificagdo em alimentos por

meio de melhoramento classico ou engenharia genética (Zimmermann & Hurrell, 2007).

1.3.2. Zinco

O zinco ¢ um micronutriente essencial ndo sé para as plantas, mas também para os
animais, incluindo os seres humanos. Ja foram identificadas mais de trezentas enzimas que
contém zinco e estdo envolvidas em processos metabdlicos basicos nos humanos. Portanto, um
consumo adequado desse mineral é necessario para o crescimento e reproducdo normais
(FAO/WHO/TAEA, 1996). Estima-se que aproximadamente um ter¢o da populagdo mundial
esteja sob risco de consumo insuficiente de zinco, condi¢do que pode resultar em varios
problemas de satde, entre os quais destacam-se o crescimento retardado, a imaturidade sexual,

problemas cognitivos e a imunodepressao (Hotz & Brown, 2004). A deficiéncia de zinco em
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humanos ¢ a terceira mais importante no mundo, depois das deficiéncias de ferro e vitamina A
(Hambidge, 2000).

Os humanos obtém todo zinco de que necessitam através da dieta. Plantas deficientes em
zinco geralmente tém baixas concentracdes de zinco nos tecidos, e essa deficiéncia acaba
afetando também os consumidores primarios e secunddrios das plantas. Muitos produtos
alimenticios sdo derivados diretamente de plantas, incluindo cereais como o arroz, o trigo, o
milho e o sorgo. Mas ¢ importante notar que o conteudo de zinco de produtos animais também ¢
afetado pelas relagdes solo-planta, pois ruminantes consomem pasto € outros animais (e.g. suinos
e aves) consomem cereais. Portanto, a deficiéncia de zinco ndo s6 reduz a produtividade agricola
(Fageria et al., 2002), como também reduz o valor nutricional de graos e produtos animais

consumidos por humanos (Alloway, 2004).

1.3.3. Manganés

A concentragdo de manganés no organismo humano tende a ser alta em tecidos ricos em
mitocondrias. Sua presenga estd associada a formagao de tecido conjuntivo e 6sseo, crescimento €
reprodugdo e metabolismo de carboidratos e lipidios.

A deficiéncia desse mineral pode causar perda de peso, dermatite transiente, ndusea e
vomito, além de afetar a capacidade reprodutiva, a funcdo pancreatica e o metabolismo de
carboidratos. Ja quando acumulado em excesso no figado e no sistema nervoso central produz
sintomas iniciais como insdnia, depressdo seguida de anorexia, apatia, irritabilidade, letargia,
além de tremores e sintomas tipo Parkinson (Buchman, 2006).

As recomendacdes de doses diarias desse mineral sdo: entre 1,9 e 2,3 mg/dia para
homens; e entre 1,6 e 1,8 mg/dia para mulheres, podendo ter uma exigéncia de até¢ 2,6 mg/dia

durante a lactagdo (FNB, 2004). Existe baixa concentragdo desse mineral em graos de arroz,
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sendo encontrados 2 a 36 pg de Mn por grama de arroz integral, e de 6 a 17 pg de Mn por grama
de arroz branco (Walter et al., 2008).

Estudos sugerem que a absor¢do de Mn pelo organismo estd diretamente associada a
concentracdo de ferro, sendo reforcada em suficiéncia de ferro, ¢ diminuida em deficiéncia de
ferro. O aumento do consumo de fitatos na dieta também diminui a disponibilidade de Mn

(Buchman, 2006).

1.4. Biofortificacdo

A biofortificagdo € o processo que consiste em aumentar a concentragdo natural de
nutrientes biodisponiveis em plantas cultivadas, e surgiu nos ultimos anos como alternativa para
aliviar problemas de ma nutri¢ao (Palmgren et al., 2008).

Graos nao pereciveis, em especial graos de cereais, sdo fontes pobres em micronutrientes.
Como resultado, as populagdes mais pobres, que geralmente obtém alimento por meio de
monoculturas, sdo populacdes mais vulneraveis as doengas provenientes da deficiéncia mineral.
Virias estratégias tém sido propostas para lidar com a deficiéncia de micronutrientes, incluindo a
suplementagao, a fortificacdo de alimentos processados, a biofortificagdo através da aplicagao de
fertilizantes e a implementacdo de programas de cruzamentos e de engenharia genética com a
finalidade de gerar graos ricos em nutrientes minerais (Gomez-Galera et al., 2010).

O foco da biofortificagdo ¢ ndo apenas aumentar as concentragdes de minerais nos graos,
mas também aumentar a biodisponibilidade desses minerais. O aumento das concentra¢des pode
ser obtido por meio de intervencdes agrondmicas, cruzamentos ou engenharia genética, enquanto
o aumento da biodisponibilidade desses minerais somente pode ser obtido por meio de

cruzamentos ou engenharia genética (Gomez-Galera et al., 2010).
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Como alimento bésico de grande parte da populagdo humana e despontando como planta
modelo entre as monocotiledoneas (devido ao pequeno tamanho do genoma e grande relacdo de
sintenia com outras espécies de cereais (IRGSP, 2005)), o arroz foi escolhido para experimentos
pioneiros de fortificacdo alimentar. Plantas transgénicas com maiores teores de beta-caroteno
(precursor da vitamina A) ja foram obtidas através de engenharia genética, uma vez que a
deficiéncia de vitamina A também ¢ um problema grave de satde publica, principalmente no
terceiro mundo (Ye ef al., 2000; Paine et al., 2005).

Estudos recentes mostram que a transloca¢ao de minerais para as sementes ¢ finamente
regulada. Portanto, o simples aumento na absor¢do destes do solo ndo resulta, na maioria dos
casos, em graos com maiores concentragdes de minerais (Jiang et al., 2007). Plantas de arroz
crescidas em quantidades normais e excedentes de Zn mostraram que o acimulo deste mineral
nos graos se deu, em grande parte, pela captacdo do mineral nas raizes ap6s o florescimento e nao
pela remobilizagdo deste das folhas (Jiang et al., 2007).

O melhoramento classico e a engenharia genética envolvem a criacdo de linhagens de
plantas contendo genes que favorecem o actimulo de minerais biodisponiveis. A principal
vantagem dessas duas técnicas para o aumento de minerais ¢ que os grandes investimentos sao
necessarios apenas nas etapas de pesquisa e desenvolvimento, e, apds isso, as culturas
enriquecidas sdo inteiramente sustentaveis. Porém uma desvantagem dos cruzamentos ¢ que sao
limitados a plantas sexualmente compativeis, enquanto a engenharia genética ndo possui
limitagdes taxondmicas, sendo que até mesmo genes artificiais podem ser utilizados (Gomez-
Galera et al., 2010).

Muito da fisiologia e regulacdo da absor¢do de minerais da rizosfera ja foi elucidada.

Entretanto, a falta de conhecimento sobre como os nutrientes sao transportados para dentro e para
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fora dos tecidos vasculares, translocados para os tecidos vegetativos e descarregados dentro das

sementes sao algumas das barreiras para a biofortificacdo de sementes (Kramer et al., 2007).

1.5. Familia VIT

O gene CCCI (Ca®’-sensitive cross-complementer 1) de levedura codifica um
transportador de ferro/manganés que promove o acimulo desses metais no vacuolo (Li et al.,
2001). Kim et al. (2006) caracterizaram em Arabidopsis um gene ortdlogo ao CCC1 de levedura,
denominado A¢VIT1 (vacuolar iron transporter 1). AtVIT1, assim como o gene CCC! de levedura,
desempenha papel na homeostase de ferro. AfVIT1 apresentou 62% de similaridade em sua
sequéncia de aminoacidos com a proteina CCC1. Em sementes de A. thaliana, a expressdo de
VITI coincide com a formagdo dos vacuolos durante o desenvolvimento do embrido (Kim et al.,
2006). Neste mesmo trabalho foi demonstrado que leveduras mutantes ccc/ (sensiveis a grandes
quantidades de ferro extracelular), expressando A#VITI tiveram o crescimento mantido em meio
contendo excesso de ferro, além de apresentarem aumento no conteudo de ferro e manganés
vacuolar, quando comparadas com as células controle.

Em Tulipa gesneriana (Momonoi et al, 2009) a expressao de VITI foi associada com o
aumento no contetido de ferro vacuolar e o desenvolvimento da coloragdo azul nas pétalas.
TgVIT1 apresenta 85% de identidade em nivel de aminoéacidos com ArVIT]1.

Proteinas VITI-like podem ser encontradas em todo reino vegetal, com dois
agrupamentos distintos em mono e dicotiledoneas (figura 1).

Tendo em vista que o gene VITI desempenha um papel importante na homeostase de
ferro e manganés em A. thaliana e de ferro em T. gesneriana, foi realizado um screening no
genoma de arroz, o que permitiu a identificagdo de duas sequéncias, OsVITI e OsVIT2 (Figura 1),

ainda ndo descritas na literatura. As proteinas putativas codificadas por estes genes apresentaram
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71 % e 68 % de identidade em nivel de aminodcidos com a proteina ArVIT1, respectivamente.
Podem ter sido originados a partir de um evento de duplicacdo, e apresentam 74% de identidade

entre suas sequéncias de aminoacidos.
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Figura 1: Arvore filogenética obtida a partir de neighbor-joining mostrando as relagdes entre os genes OsVITI e

OsVIT2, com outros genes da mesma familia encontrados em mono e dicotiledoneas. Sendo: Gm (Glycine max), Mt

(Medicago truncatula), At (Arabidopsis thaliana), Al (Arabidopsis lyrata), Cp (Carica papaia), Pt (Populus

trichocarpa), Rc (Ricinus communis), Me (Manihot esculenta), Cs (Cucumis sativus), Vv (Vitis vinifera), Mg

(Mimulus guttatus), Sb (Sorghum bicolor), Zm (Zea mays), Bd (Brachypodium distachyon), Os (Oryza sativa), Sm

(Selaginella moellendorffii) e Pp (Physcomitrella patens). Figura cedida por Felipe Klein Ricachenevsky.
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2. OBJETIVOS

O obetivo geral deste trabalho ¢ caracterizar os genes da familia V'/T em plantas de arroz.

Objetivos especificos:

2.1. Analisar a expressdo dos genes OsVIT1 e OsVIT2 em raizes e folhas de plantas crescidas em
laboratério, submetidas a tratamentos com excesso de ferro, zinco € manganés; em paniculas e
folhas-bandeira, de plantas crescidas a campo, em diferentes estagios reprodutivos; e em
sementes em processo de germinagao.

2.2. Avaliar a atividade da proteina OsVIT1 no transporte de metais através da expressao

heter6loga do gene em leveduras mutantes cccl (defectivas no transporte vacuolar de Fe).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Anélises de expressdo por RT-PCR quantitativo

3.1.1. Coleta de plantas crescidas a campo

As coletas de folhas-bandeira e paniculas de plantas da cultivar Nipponbare, nos estagios
reprodutivos R3 (surgimento da panicula), R4 (antese), R5 (enchimento do grao) e R7 (grao
endurecido) foram realizadas na Unidade Experimental do IRGA (Instituto Rio Grandense do

Arroz, Cachoeirinha, RS).

3.1.2 Cultivo de plantas em laboratério

Em laboratorio, sementes da cultivar Nipponbare foram germinadas durante 4 dias numa
incubadora a 28°C em placa de petri com papel filtro umedecido em agua destilada. Apos a
germinagado, as plantas foram transferidas para potes contendo substrato inerte (vermiculita) onde
foram mantidas por 10 dias, sendo molhadas apenas com agua destilada. Para o periodo de
adaptacdo as plantas foram transferidas para vasos com 2 litros de solugdo nutritiva controle
contendo 0,1mM de KCI, 0,1mM de KH;PO4, 0,7 mM de K,SO4, 2mM de Ca(NOs3), ¢ 0,5mM de
MgSOs, 0,5uM de MnSO4, 0,01 uM de (NH4)¢M027024, 10uM de H3Bos, 0,5 uM de ZnSOs,
0,2uM de CuSO4 e 100uM de Fe™- EDTA por 7 dias. A solugio nutritiva controle foi trocada a
cada 3 dias. Apos, algumas plantas foram transferidas para os tratamentos com excesso de ferro
(1,25 mM), zinco (200 uM) e manganés (50 uM e 200 uM) onde foram mantidas por 9 dias, com
troca das solugdes a cada trés dias. As amostras foram coletadas em 3 repeti¢des, cada uma

contendo 3 amostras biologicas, ap0ds zero, 1, 3, 6 e 9 dias de tratamento com excesso e condi¢do
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controle. As plantas foram cultivadas em sala de crescimento a 26°C £ 1 sob luz branca com um
fotoperiodo de 16/8h luz-escuro (irradiagdo de aproximadamente 100 pmol m? s ') conforme a

figura 2.
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Figura 2: Método de crescimento de plantas de arroz em laboratorio. Uso de baldes com capacidade de 2 litros de
meio nutritivo. Sala de crescimento a 26°C + 1 sob luz branca (100 pmol m? s ') com fotoperiodo de 16/8h luz-

€scuro.

3.1.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras foi extraido com o kit Concert Plant RNA Reagent
(Invitrogen®) e a quantificagio através do fluorimetro QUBIT (Invitrogen®). As amostras foram
tratadas com DNase I (Invitrogen®) para remover qualquer DNA gendmico contaminante. A
sintese da primeira fita foi realizada utilizando um primer oligo-dTs e a enzima transcriptase

reversa M-MLV (Invitrogen®) a partir de 1 ug de RNA total.
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3.1.4. RT-PCR quantitativo

Experimentos por RT-PCR quantitativo foram realizados utilizando primers especificos
para o gene constitutivo OsUBQ5  (5-AACCAGCTGAGGCCCAAGA-3’; 5’-
ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA-3’) e para 0s genes OsVITI (5°-
GTGCCACTCCTACCCTACA-3’; 5-TAAACCGGCCCTTGACATAG-3’) e OsVIT2 (5’-
CTATTATCGGTGCGCTTGCT-3’; 5’-ATTGCAGCTTCGTTGGATTC-3’). A enzima utilizada
foi a Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen®). Também foram realizadas reagdes de RT-
PCR quantitativo utilizando primers para 0 gene OsNAS1 (5°-
TCTAACAGCCGGACGATCGAAAGG-3’; 5’-TTTCTCACTGTCATACACAGATGGC-3’) e
OsIRO2 (5’-CCACAGGAAGCTCAGCCACA-3’; 5 -CAGATTCTCCACCTGCTTCTGC-3")
cujas expressdes sao induzidas por excesso de zinco (Ishimaru et al., 2008 e Sperotto et al., 2009)
e para 0 gene OsFERI (5’-TCACTCTTCACCCGCCGCG-3; 5-
TCGACGAACTTTTGCCTAGC-3’), cuja expressao € induzida por excesso de ferro (Stein et al.,
2009).

Foi utilizado o equipamento Applied-Biosystems 7500 para as analises de expressao
génica por RT-PCR em Tempo Real. As condi¢cdes de reagdo foram: inicialmente 5 min de
desnaturagdo a 94°C, seguido por 40 ciclos de 10s a 94°C, 15sa 60°C, 15sa 72°C e 35 s a 60°C;
as amostras foram mantidas por 2 min a 40°C para o anelamento e depois aquecidas de 55 a 99°C
com uma elevagao de 0,1°C/s para produgdo da curva de dissociacdo dos produtos amplificados.
As reagdes tinham um volume final de 20 pl compostas de 10 pl de cada amostra transcrita
reversamente diluida 50 vezes, 2 ul de tampao PCR (10X), 1,2 ul de MgCl, (50 mM), 0,1 ul de
dNTPs (5§ mM), 0,4 pl dos pares de primers (10 uM), 4,25 ul de agua, 2,0 ul de SYBR green

(diluido 1:10.000), e 0,05 pl de Taq Platinum DNA polimerase (5 U/ul) (Invitrogen). A expressao
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génica foi quantificada utilizando o método comparativo CT, onde os valores de expressao do
gene de interesse foram normalizados em relagdo aos valores de expressdo do gene controle
(Livak & Schmittgen, 2001). Para cada amostra, analisada em triplicata, o valor de ACy foi obtido

pela subtrag@o do valor de CT de OsUBQ5 pelo CT do gene de interesse.

3.1.5. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas através de teste-t de Student ou Anova One-Way

seguido de Tukey HSD, utilizando o programa SPSS Base 12.0 para Windows.

3.2. Analises de elementos por ICP-OES

Para a analise da concentragdo de metais absorvidos pelas raizes e daqueles translocados
para a parte aérea, as amostras foram secas a 60° C por 48h. O material seco foi pré-digerido
durante a noite em 4 ml de HNO; 98.8% . A digestdo foi realizada usando um bloco aquecido
com sistema de exaustdo de gases (Model 1016, Tecator, Hoganas, Sweden). O material foi
ressuspendido em 15 ml de HNO; 2% redestilado. A analise dos elementos foi realizada
utilizando espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (CIROS ICP
Model FCE12; Spectro, Kleve, Germany). Padroes de folhas de tomate e farinha de arroz (SRM
1573A e 1568 A, respectivamente; National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD) foram digeridas e analisadas juntamente com as amostras de arroz para assegurar a precisao
da calibrag@o do instrumento (Sperotto et al., 2009). As amostras de raizes (10 mg por repeti¢ao)
e folhas (30 mg por repeticdo) foram enviadas para analise no Laboratorio de Quimica do Prof.

Dr. Valderi Luiz Dressler, na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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3.3. Anélise funcional por transformacao de levedura

3.3.1. Recombinag¢do em Escherichia coli

Foi extraido o RNA total de folhas de plantas submetidas a excesso de ferro, visto que
apresentaram expressao aumentada do gene OsVITI durante este estudo. A sintese da primeira
fita de cDNA foi feita a partir de 1 pg de RNA total. A adicdo das sequéncias de recombinagao
foi realizada por meio de duas etapas de PCR. Na primeira etapa, foram utilizados primers que
anelam nas extremidades do gene OsVITI e contém uma extensdo de 20 pb (5°-
TAAATTACCGGATCAATTCGGATGGTGAAGGAGTTCGTGCA-3’; 5-
TAATTACATGATGCGGCCCTTTAGATGGACTGCACGGCC-3). Na segunda etapa, foram
utilizados primers que anelam na extensao de 20 pb do primeiro par de primers (5°-
ACGCAAACACAAATACACACACTAAATTACCGGATCAATTCGG-3%; 5-
AATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGATGCGGCCCT-3), sendo que este ultimo par
também contem uma extensao de 20 pb. Deste modo, foi obtida uma constru¢do do gene OsVIT]
com 40 pb em cada extremidade, como resultado do PCR secundério. Apo6s a amplificacdo, essa
construgio foi purificada utilizando o kit GEX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare®).

A recombinacao foi realizada conforme Parrish et al., 2004, utilizando o produto de PCR
secundario, o plasmideo pCM190 clivado no sitio de BamHI e NotI (conforme descrito por Gari
et al., 1997) e células da linhagem KC8 de E. coli. Como controle positivo, foi utilizado o
plasmideo integro e, como controle negativo, foi utilizado o plasmideo clivado (confirmado por

eletroforese em gel de agarose 1%) e sem adi¢@o do produto de PCR secundério.
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Com a finalidade de wverificar se as colonias que cresceram realmente eram
recombinantes, foi realizado PCR de colonias isoladas, utilizando-se os primers do PCR
primario. Os produtos dessas reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%).

As coldnias que apresentaram a amplificagdo prevista foram inoculadas em meio LB
liquido contendo os antibidticos ampicilina e canamicina. Apos, foi realizada a extracdo do
plasmideo e o tratamento com RNAse. Para confirmar que estas colonias realmente continham o
plasmideo com a inser¢do do gene OsVIT1I, foi realizada mais uma reacdo de PCR utilizando os
primers do PCR primério. Os produtos dessas rea¢des foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose (1%).

3.3.2. Selecéo de leveduras mutantes

As cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas, bem como os genétipos sdo: linhagem
parental selvagem DY150 (MATa ura3-52, leu2-3, 112, trpl-1, his3-11, 15, ade2-1, canl-
100(oc)); e linhagem mutante para o transporte vacuolar de Fe Acccl (MATa ura3-52, leu2-3,
112, trp1-1, his3-11, 15, ade2-1, can1-100(oc) Acccl::HIS3). As cepas foram gentilmente cedidas
pela Professora Dra. Mary Lou Guerinot, do Dartmouth College, Estados Unidos.

As linhagens foram crescidas em meio YPAD liquido contendo: 4% de glicose, 2%
extrato de levedura, 4% de peptona e 0,008% de adenina hemisulfato, por 24h a 30°C, com
agitagdo de 200 rpm. Apds foram plaqueadas em meio YPAD soélido contendo 1,8% de agar e
crescidas em estufa a 30°C por 24h (Moura et al., 2010).

Para confirmagdo dos genotipos de cada uma das cepas, as mesmas foram testadas para
cada marca de sele¢do auxotrofica: -URA (sem a adicdo de uracila), -LEU (sem a adigdo de
leucina), -TRP (sem a adi¢do de triptofano), -HIS (sem a adi¢do de histidina), -ADE (sem a

adicao de adenina) e +CAN (com a adi¢do de canavanina). Os marcadores auxotréficos foram
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testados em meio sintético contendo 0,67% de YNB (Difco yeast nitrogen base — w/o amino
acids and ammonium sulfate), 0,5% de sulfato de amonio, 2% de glicose e suplementados com os
aminoacidos apropriados. O meio foi solidificado com 2% de Bacto Agar. Coldnias isoladas do
meio YPAD foram selecionadas e inoculadas nas placas de sele¢dao. Para cada marca de sele¢ao
foi omitido do meio o aminoacido correspondente. Na placa para confirmar resisténcia a

canavanina, foram adicionados 50 pl do respectivo aminoacido, 100 mg/ml.

3.3.3. Transformacéo de leveduras

Para a transformacao da cepa mutante Adcccl de Saccharomyces cerevisiae foi utilizado o
plasmideo recombinante pCM190VIT1 multiplicado em E. coli. Para obten¢do de plasmideos
ultra purificados foi utilizado o kit Pure Link™ HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen®). A
transformacao foi feita utilizando o método LiAc/SS carrier DNA/PEG descrito por Gietz &
Schiestl (2007) na linhagem mutante Acccl, utilizando trés quantidades do DNA de interesse
(plasmideo recombinante): 0,5; 1,0 e 2,0 pg. Apds a transformacao, células foram inoculadas em
placas contendo meio de selegdo auxotrofica sem a adi¢do de uracila (-URA). Placas foram
mantidas em estufa por quatro dias a 30°C. As leveduras Acccl contendo o plasmideos pCM190
recombinantes recuperam a capacidade de crescer em meio sem uracila, devido a marcacao
especifica do plasmideo. Selecionadas as leveduras transformantes, elas foram crescidas em meio
minimo contendo diferentes concentragdes de Fe para avaliar a complementacdo génica de

OsVITI.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises de expressdo por RT-PCR quantitativo

O gene OsVITI teve sua expressdao induzida em resposta ao excesso de Fe apenas em

folhas e OsVIT2, apesar de ter sido detectado em folhas e raizes, ndo apresentou resultados claros

que permitam inferir uma possivel fungdo em situagdes de estresse por excesso de Fe (Figura 3).
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Figura 3: Expressdo dos genes da familia VIT em folhas destacadas e raizes de plantas de arroz da cultivar

NIPPONBARE apés exposi¢@o de um, trés, seis e nove dias ao tratamento com excesso de ferro. Valores sdo médias

de trés repetigdes + EP. Os asteriscos indicam médias significativamente diferentes dos controles (em um mesmo

tempo de exposi¢ao) de acordo com o teste t de Student (P < 0,05).
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A concentragdo de Fe em raizes e folhas foi determinada por ICP-OES (inductively-
coupled plasma optical emission spectroscopy) segundo Sperotto et al, 2009. Os resultados
mostram que as amostras submetidas ao excesso de Fe acumularam grandes quantidades deste

metal tanto em folhas quanto em raizes, apos 9 dias de tratamento com excesso de ferro (Figura

4).
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Figura 4: Concentragdo de ferro em raizes ¢ folhas destacadas da cultivar NIPPONBARE, quantificado por ICP-
OES apos exposicao a excesso de ferro. R (raiz), L (folha), DO (dia zero), D9C (dia nove controle) e D9F (dia nove
Fet). Valores sdo médias de trés repeticdes + EP. A andlise estatistica dos dados foi realizada usando Anova One-

Way seguida de Tukey HSD (P < 0,05).

A inducdo da expressdo de Ferritina (OsFer) pelo excesso de ferro em folhas (Figura 5A)
também confirma a eficiéncia do tratamento, pois ja havia sido demonstrado pelo nosso grupo
que a expressdo de ferritina ¢ induzida por tratamento de excesso de ferro em plantas de arroz
(Stein et al., 2009).

Houve aumento da expressdo de OsVIT2 apds 4 dias de germinacdo (Figura 5B), que
coincide com o surgimento de tecidos fotossinteticamente ativos no embrido. O gene OsVITI nao

teve expressao detectada durante a germinagao.
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Figura 5: Expressdao de Ferritina (OsFer) em folhas destacadas apds exposi¢do de um, trés, seis e nove dias ao
tratamento com excesso de ferro. Valores sdo médias de trés repeticdes + EP. Os asteriscos indicam médias
significativamente diferentes dos controles (em um mesmo tempo de exposi¢do) de acordo com o teste t de Student
(P £0,05) (A). Expressdo dos genes da familia V'IT em sementes da cultivar NIPPONBARE durante o processo de

germinagdo das sementes (B).

A andlise da expressao em diferentes estagios reprodutivos mostra que OsVITI tem um
pico de expressao em panicula no estagio RS e OsVIT2 tem um pico de expressao em folha-
bandeira no estagio R4, que possivelmente correspondem a momentos de grande mobilizacao e

acumulo de metais nestes o6rgaos (Figura 6).
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Figura 6: Expressio dos genes da familia VIT em folhas-bandeira e paniculas da cultivar NIPPONBARE em
diferentes estagios reprodutivos da planta. Valores sdo médias de trés repeticdes + EP. A analise estatistica dos dados

foi realizada usando Anova One-Way seguida de Tukey HSD (P < 0,05).

Nao houve acimulo de transcritos de OsVITI e nem alteracao significativa na abundancia
dos transcritos de OsVIT2 quando em excesso de Zn, em raizes e folhas, embora a eficiéncia do
tratamento tenha sido comprovada pela inducao da expressao dos genes OsNASI e OsIRO2 em
raizes (dados ndo mostrados). A inducgdo da expressao destes dois genes faz parte da resposta de
plantas de arroz ao excesso de Zn (Ishimaru et al., 2008).

No tratamento com excesso de Mn (50 pM), ndo houve acumulo de transcritos de OsVIT1
e a expressao de OsVIT2 apresentou um padrdo oscilante, ndo respondendo de maneira clara ao
tratamento (Figura 7). Devido a isto, repetimos o experimento com excesso de Mn utilizando 200
uM de Mn, para evitar que houvesse falta de resposta em consequéncia do uso de concentragao
de Mn insuficiente para causar estresse. Uma andlise inicial dos dados ndo mostrou acimulo de
transcritos de OsVITI e a expressao de OsVIT2 nao apresentou diferenca entre a condi¢do

controle e o tratamento (dados ndo mostrados).
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Figura 7: Expressdo do gene OsVIT2 em folhas destacadas e raizes da cultivar NIPPONBARE apds exposi¢do de
um, trés, seis e nove dias ao tratamento com excesso de manganés. Valores sdo médias de trés repeticdes + EP. Os
asteriscos indicam médias significativamente diferentes dos controles (em um mesmo tempo de exposi¢do) de acordo

com o teste t de Student (P < 0,05).

4.2. Anédlise funcional por transformacéo de levedura

4.2.1. Recombinagdo em Escherichia coli

Considerando que o gene OsVIT] teve a expressao altamente regulada por ferro em folhas
de arroz, apenas este gene foi escolhido para a realizagdo de experimentos de complementacao de
leveduras mutantes.

Foram obtidos os plasmideos pCM190 integro e clivado. O plasmideo clivado foi
detectado no gel como uma banda inica com o tamanho esperado: 8012pb (Figura 8).

As sequéncias de recombinacdo foram adicionadas por meio de duas etapas de PCR,
gerando uma construcdo contendo o gene OsVITI (741pb) mais 40 pb em cada uma das

extremidades (Figura 9).
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose (1%). M: marcador, PI: plasmideo integro, PC: plasmideo clivado com as

enzimas BamHI e Notl. Etapa da recombinagdo homologa feita por Edilena Sperb. Figura cedida por Edilena Sperb.

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando os produtos resultantes das duas etapas de PCR da
recombinagdo homoéloga. M: marcador, C-: controle negativo, PP: produto do PCR primario, PS: produto do PCR

secundario.
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Das placas contendo colonias de E. coli transformadas com o plasmideo recombinante,
foram selecionadas 60 colonias, analisadas por PCR. A Figura 10 mostra um dos quatro géis
obtidos com os produtos de PCR, mostrando colonias com a amplificagdo esperada. As colonias

5,8,9,10, 11 e 15 foram selecionadas para a proxima etapa.

M C 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15

850
650

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR de colonias. M: marcador, C-: controle

negativo, C+: controle positivo, 1 a 15: produtos de PCR obtidos de diferentes colonias isoladas.

As colonias selecionadas foram inoculadas em meio LB liquido contendo ampicilina
(100pg/ml) e canamicina (25pg/ml) e crescidas por 24 horas a 30°C com agitagdo. Apenas a
colonia 10 ndo apresentou crescimento. As outras 5 colonias passaram pela etapa de extracao de
plasmideo (miniprep) e foram analisadas novamente por PCR (Figura 11). A colonia 8
apresentou a melhor banda de amplificagdo e foi a selecionada para uma extragao ultra-purificada
de plasmideo (midiprep) utilizando o kit Pure Link"™ HiPure Plasmid Midiprep (Invitrogen®). O
produto desta midiprep foi usado para a transformagao de leveduras mutantes para o transporte

vacuolar de ferro.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR de plasmideo isolado. M: marcador, C-:
controle negativo, C+: controle positivo, C+1: controle positivo (antes da adi¢do das sequéncias da recombinagio

homologa), 5/8/9/11/15: produtos de PCR obtidos a partir da extragdo do plasmideos de diferentes colonias.

4.2.2. Selecéo de leveduras mutantes

A selegdo ocorreu como o esperado, o que pode ser observado na Figura 12. Tanto a
linhagem selvagem (DY 150) quanto a mutante (dcccl) de S. cerevisiae sdo capazes de crescer
em placa contendo meio completo (Figura 12A) e sdo resistentes a canavanina (Figura 12B).
Ambas linhagens ndo sdo capazes de sintetizar alguns de seus nutrientes essenciais. Assim, na
auséncia de qualquer um deles do meio, as leveduras ndo apresentam crescimento (Figura 12-C a
F). A linhagem Acccl ao ter o gene CCCI mutado recupera a capacidade de sintetizar histidina,
por isso ela é capaz de crescer em meio com auséncia deste aminoacido (Figura 12G), mas o
mesmo ndo ocorre para a linhagem selvagem (DY 150). Estes resultados viabilizam o uso destas
leveduras para o experimento de transformag@o com o plasmideo recombinante contendo o gene

OsVITI.

32



WT A \ WT
N\ (DY150) ‘ S (DY150)
S _ADE 7 B -ADE b -TRP

/ WT
(DY150) / O g BN (DY150)
-LEU 7 N a -URA

WT
(DY 150)
-HIS

Figura 12: Placas de selegdo de leveduras. WT (DY150): linhagem selvagem, Acccl: linhagem mutante para

transportadores de ferro, full: meio contendo todos os nutrientes, “CAN: meio contendo todos os nutrientes +
canavanina, -ADE: meio sem adenina, -TRP: meio sem triptofano, -LEU: meio sem leucina, -URA: meio sem

uracila, -HIS: meio sem histidina.
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4.2.3. Transformacéo de leveduras

A etapa de complementagdo de leveduras mutantes com o gene OsVITI estd em andamento.
Até o momento, a transformacdo foi realizada duas vezes. Somente na segunda vez obtivemos
resultado positivo, com o crescimento de trés colonias de S. cerevisiae. As trés colonias foram
inoculadas em meio de sele¢do —URA (sem uracila) para estoque (Figura 13). Apos, as leveduras
transformantes foram crescidas em meio contendo diferentes concentragdes de Fe para avaliar a
atividade da proteina OsVIT1 na complementagdo do fendtipo das leveduras mutantes Acccl,
defectivas no transporte de Fe vacuolar (Figura 14). O resultado observado ndo foi o esperado,
pois as células transformadas apresentaram comportamento igual ao das células defectivas no
transporte de Fe vacuolar, se mostrando sensiveis a exposicao a altas concentragdes de Fe. Outros
experimentos serdo realizados como extracdo de plasmideo de leveduras para confirmar a
presenca do gene OsVITI nas células transformadas, assim como confirmar se o plasmideo usado
na transformagao € o ideal para expressdo em leveduras. Apo6s, as leveduras transformantes serao
novamente crescidas em meio contendo diferentes concentragdes de Fe. Se for necessario, a etapa
de transformagdo sera repetida, utilizando outro plasmideo recombinante, que seja mais

apropriado.

Figura 13: Placa de sele¢do -URA (sem uracila), contendo as leveduras WT (DY 150): linhagem selvagem, ede 1 a
3: col6nias resultantes da etapa de transformacdo de leveduras mutantes Acccl com plasmideo recombinante

contendo o gene OsVIT1I.
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Figura 14: Teste de gota. (A) meio controle, (B) 2mM de FeSO4, (c) 5mM de FeSO4 ¢ (D) 10mM de FeSO4. As
células foram aplicadas no meio em 5 dilui¢des diferentes: 1; 0,1; 0,01; 0,001 e 0,0001. WT: levedura selvagem,

Acccl: linhagem mutante e AcccI+OsVITI de 1 a 3: leveduras ap6s transformacao.
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5. DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho indicam uma possivel relacdo entre a expressao de
OsVITI e os niveis de Fe intracelular nas folhas, devido ao fato de sua expressdo ser induzida
quando as plantas sdo expostas a excesso de Fe. O mesmo ndo ocorre para este gene em raizes
expostas a excesso de Fe, onde sua expressao ndo apresentou um padrao que permita inferir este
tipo de relacdo, ou quando exposto a excesso de outros metais como Zn ¢ Mn, quando os
transcritos de OsVITI nao foram detectados, tanto em raizes, quanto em folhas. Devido ao fato de
leveduras Acccl, mutantes no transporte vacuolar de ferro, expressando VITI de Arabidopsis
apresentarem o conteudo de ferro e manganés vacuolar aumentado, conforme o descrito por Kim
et al (2006), n6s esperavamos que OsVIT1 também tivesse sua expressao regulada por Mn. O fato
deste resultado nao ter sido observado ndo descarta a possibilidade do gene OsVITI transportar
Mn de maneira secundaria, durante o transporte de Fe para dentro do vacuolo, para diminuir os
efeitos deletérios que o excesso desses metais causa nas células. Testes complementares com a
quantificagdo de metais em vacuolos isolados de plantas submetidas a excesso de Fe poderiam
esclarecer esta possivel fungdo em plantas de arroz.

O gene OsVIT2, apesar de ter sido detectado em todos os tratamentos em folhas e raizes,
ndo apresentou resultados claros que permitam inferir uma possivel funcdo em situacdes de
estresse. Somente OsVIT2 teve sua expressao detectada durante o processo de germinacdo, que
coincidiu com o surgimento de tecidos fotossinteticamente ativos no embrido. Assim, podemos
sugerir que OsVIT2 apresenta um padrao de expressdo constante, sendo constantemente expresso
pela planta para manter os niveis de Fe (e talvez outros metais) ndo toxicos no citosol. Por outro
lado, ¢ possivel que OsVITI seja requisitado em situagdes de estresse, quando a quantidade de

metais pode ser extremamente elevada, transportando metais para dentro do vacuolo.
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Os picos de expressao de OsVITI em panicula no estagio RS e de OsVIT2 em folha-
bandeira no estdgio R4 possivelmente correspondem a momentos de grande mobilizagdo e
acumulo de metais nestes orgaos. Estes metais podem ser remobilizados, em outro momento,
para o grao. Assim, esclarecer os mecanismos de regulagdo desses genes podera ser interessante
para futuros trabalhos visando a biofortificacdo de graos de arroz.

E possivel que a existéncia de duas copias do gene VIT em plantas de arroz seja resultante
de um evento de duplicagdo, apds o qual houve divergéncia dos padrdes de expressdo. Estes dois
genes podem estar sofrendo um processo de subfuncionalizacdo ou de neofuncionalizagdo. O
processo de subfuncionalizagdo foi descrito por Hughes (1994) e sugere que genes duplicados
adquirem mutacdes deletérias, que causam a perda de fungdo em regides reguladoras (Force et
al., 1999), de forma que os genes gerados por duplicagdo acabam compartilhando fungdes antes
exercidas pelo ancestral. J4 no processo de neofuncionalizagdo, uma céopia do gene pode manter a
fun¢do ancestral, enquanto o outro pode acumular mutagdes até eventualmente adquirir uma nova
funcao (Jaillon et al., 2009).

Experimentos visando a complementagao de leveduras mutantes para o transporte de ferro
vacuolar com o gene OsVITI estdao sendo realizados. Esperamos que a capacidade de crescer em
meio contendo diferentes concentragdes de ferro seja recuperada. Este resultado contribuird para
a caracterizagao do gene OsVITI como transportador de ferro para dentro do vacuolo, tendo
como objetivo evitar os efeitos toxicos do excesso desse metal para a célula, quando acumulado
no citoplasma.

A caracterizacdo dos genes da familia VIT e a compreensdao dos mecanismos que regulam
a sua expressdo em arroz sdao essenciais para um melhor entendimento do transporte e

homeostase de ferro nesta planta.
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