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RESUMO

Estudos envolvendo a homeostase de nutrientes minerais essenciais em plantas sdo muito
importantes, pois sem eles as plantas sdo incapazes de completar o seu ciclo de vida. Esses
nutrientes minerais sdo obtidos principalmente a partir do solo e suas concentracdes devem ser
finamente reguladas. Em arroz, esses estudos sdo ainda mais importantes devido ao valor
econémico e nutricional desta planta. Sabe-se que o fendmeno da deficiéncia de um metal pode
levar ao excesso de outros em diversas especies e, portanto, as plantas devem possuir
mecanismos para lidar com o influxo de metais potencialmente toxicos durante casos de
deficiéncia. Recentemente, foi proposto que em Arabidopsis a ferroportina AtFPN2 est
envolvida com esse mecanismo de transporte e detoxificacdo de metais durante a deficiéncia de
Fe. Nada se sabe até 0 momento sobre as ferroportinas de outras espécies de plantas. O objetivo
desse trabalho foi contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de regulacdo da homeostase e
transporte de metais em plantas de arroz, estudando a funcdo, regulacdo e localizacdo das
proteinas homologas a ferroportinas. Foram encontrados trés possiveis genes de ferroportinas no
genoma do arroz: um com homologia a AtFPN1 e AtFPN2 (Os06¢g36450) nomeado OsFPNL1, e
dois com homologia a AtMAR1 (0s12g37530 e 0s059g04120), nomeados OSMARL1 e OsMARL?2
(MAR Like), respectivamente. A proteina OsFPN1 possui 53% de similaridade com a proteina
AtFPN2 e tem predicdo de ser um transportador vacuolar, similar a AtFPN2. OsFPN1 conferiu
tolerancia a Fe quando expressa na levedura Acccl, defectiva para transportadores vacuolares de
Fe. A localizagdo da proteina OsFPN1 fusionada a GFP, expressa em células de levedura, foi
vacuolar. Além disso, OsFPNL1 teve expressao regulada por Fe e Ni na parte aérea de plantas de
arroz. As proteinas OSMARL1 e OsMARL2 compartilham 48% e 41% de similaridade com a
proteina AtMAR1. OsMARL1 tem predicdo de ser um transportador de cloroplasto, assim como
AtMAR1, enquanto OsMARL2 tem predicdo de ser um transportador de mitocondria. O gene
OsMARL1 pode produzir dois transcritos distintos, denominados a e b. O transcrito OsMARL1a
teve expressdo regulada pelos niveis de Fe e Ni na parte aérea. OSMARL1b apresentou regulacdo
da expressao por Ni nas raizes. OSMARLL1 ndo foi capaz de resgatar o crescimento de nenhuma
das linhagens de leveduras mutantes testadas até 0 momento. O padrdo de expressao de OsFPNL1,
OsMARL1a, OsMARL1b e OsMARL2 durante o desenvolvimento reprodutivo indica um possivel
envolvimento das ferroportinas neste processo. Complementacdo de plantas de Arabidopsis
contendo mutacBes nos genes de ferroportina com o gene de arroz OsFPN1 esta em andamento,
assim como a analise de plantas de arroz contendo mutagcdo no gene Osmarll. Os resultados
suportam a hipotese de que OsFPN1 pode ser a proteina ortdloga a AtFPN2 em arroz. Os
resultados obtidos até 0 momento para OSMARL1 ndo permitem inferir uma possivel fungéo da
proteina no transporte de metais, nem confirmar sua localizacdo. OSMARL2 parece ter sido
originado por um evento de duplicacdo do gene OsSMARLYL, e estar passando por um processo de
perda de funcdo. A caracterizacdo funcional das ferroportinas de arroz pode fornecer informacées
a serem consideradas para o desenvolvimento de estratégias de sucesso para a biofortificacdo do
gréo de arroz com minerais essenciais.



ABSTRACT

Studies involving the homeostasis of essential mineral nutrients in plants are very important,
because without them the plants are unable to complete their life cycle. These mineral nutrients
are obtained mainly from the soil and their concentrations must be finely regulated. In rice, these
studies are even more important due to the nutritional and economic importance of this crop. In
plants, deficiency of one metal can lead to excess of others, and therefore plants must possess
mechanisms to deal with the influx of potentially toxic metals during deficiency events. Recently,
it has been proposed that the Arabidopsis ferroportin AtFPN2 is involved with this mechanism of
transport and detoxification of metals during Fe-deficiency. Nothing is known about ferroportins
from other plant species. The aim of this work was contribute to the elucidation of the
mechanisms of homeostasis and transport of metals in rice plants, studying the function,
regulation and localization of proteins homologous to ferroportins. Three putative ferroportin
genes were found in rice genome: one with homology to both AtFPN1 and AtFPN2
(Os06g36450) named OsFPN1, and two with homology to AtMAR1 (Os12g37530 and
0s05g04120), named OsMARL1 and OsMARL2 (MAR Like), respectively. The OsFPN1 protein
shares 53% similarity with AtFPN2 and it is predicted to be a vacuolar transporter, similarly to
AtFPN2. The OsFPNL1 confers tolerance to Fe when expressed in the yeast strain Acccl, defective
in vacuolar iron transport. The localization of OsFPN1 fused to the GFP protein was vacuolar in
yeast cells. In addition, OsFPN1 had its expression regulated by Fe and Ni in plant shoots. The
OsMARL1 and OsMARLZ2 proteins share 48% and 41% similarity with AtMAR1. OsMARL1 is
predicted to be a chloroplast transporter, as AtMAR1, while OSMARL?2 is predicted to be a
mitochondrial transporter. OSMARL1 gene can produce two distinct transcripts: OsSMARL1a and
OsMARL1b. OsMARL1a had expression regulated by Fe and Ni levels in plant shoots.
OsMARL1b expression was regulated by Ni in plant roots. OSMARL1 was unable to rescue the
growth of mutant yeast strains tested so far. The expression pattern of OsFPN1, OsMARL1a,
OsMARL1b and OsMARL2 during reproductive development indicates a possible involvement of
ferroportins in this process. Complementation of Arabidopsis ferroportin mutants with the
OsFPN1 gene are in progress, as well as analyses of the Osmarll rice mutant. These results
support the hypothesis that OsFPN1 may be the ortholog of AtFPN2 in rice. The results obtained
so far do not allow to infer a possible role of the OSMARL1 protein in metal transport or to
confirm its intracellular localization. An evaluation of the gene structure of OsSMARL?2 suggests
that this gene was originated after duplication of OSMARL1, and this gene could be going through
a process of loss of function. Functional characterization of rice ferroportins can provide useful
information to be considered for designing of successful strategies for rice biofortification with
essential minerals.



INTRODUCAO

Importéncia dos estudos em arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacdo mundial (UNICEF,
2010). Sua importancia é destacada principalmente em paises em desenvolvimento, tais como o
Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis econdmico e social. A produgdo anual de
arroz é de aproximadamente 606 milhdes de toneladas. Nesse cenério, o Brasil participa com
11,83 milhdes de toneladas (cerca de 2% da producdo mundial) e destaca-se como Unico pais
ndo-asiatico entre os 10 maiores produtores (FAO, 2010). O Rio Grande do Sul é o maior
produtor de arroz no Brasil, sendo responsavel por 68,3% da producdo nacional dessa cultura
(IBGE, 2013). Apenas uma pequena quantidade de arroz € consumida como ingrediente em
produtos processados, sendo seu maior consumo na forma de gréo. O arroz é uma excelente fonte
de energia, devido a alta concentracdo de amido. Nos paises em desenvolvimento, onde o arroz é
um dos principais alimentos da dieta, assim como nos paises asiaticos, ele fornece entre 50 e 70%
das calorias diarias ingeridas (FAO, 2010). No Brasil, o consumo per capita é de 108 g 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 saide humana.

O grdo de arroz € pobre em nutrientes minerais, como o ferro (Fe) e zinco (Zn), cujas
deficiéncias afetam milhGes de pessoas. Entre quatro e cinco bilhGes de pessoas sofrem de
deficiéncia de Fe e ha estimativas de que aproximadamente dois bilhdes de pessoas sao anémicas
(UNICEF, 2010). O Fe serve como cofator para muitas proteinas contendo complexos heme,
clusters de Fe-enxofre e outros grupos prostéticos (Theil, 2004). Essas proteinas estdo envolvidas
em Vvarios processos fisioldgicos nos seres humanos, como transporte de oxigénio e respiragdo. A
deficiéncia de Fe também causa problemas durante a gestacdo, reducdo no rendimento escolar e
gueda na produtividade (Zimmermann and Hurrell, 2007). J4 0 Zn esta presente em mais de
trezentas enzimas que estdo envolvidas em processos metabdlicos basicos nos humanos. Portanto,
um consumo adequado desse mineral é necessario para o crescimento e reproducdo normais.

Estima-se que aproximadamente um terco da populacdo mundial esteja sob risco de consumo
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insuficiente de Zn, condigdo que pode resultar em crescimento retardado, imaturidade sexual,
problemas cognitivos e imunodepressdo (Hotz and Brown, 2004).

Vérias estratégias tém sido propostas para lidar com a deficiéncia de micronutrientes,
incluindo suplementacdo, fortificacdo de alimentos processados, aplicacdo de fertilizantes e a
implementacdo de programas de cruzamentos e de engenharia genética com a finalidade de gerar
grdos ricos em nutrientes minerais (Bashir et al., 2010; Cakmak et al., 2010; Gémez-Galera et al.,
2010; Masuda et al., 2012; Yuan et al., 2012). O melhoramento classico e a engenharia genética
envolvem a criacdo de linhagens de plantas contendo genes que favorecem o acumulo de
minerais biodisponiveis. Porém os cruzamentos limitam-se a plantas sexualmente compativeis,
enquanto a engenharia genética ndo possui limitagdes taxonémicas, fazendo o uso, inclusive, de
genes artificiais (Gomez-Galera et al., 2010). Uma das limita¢fes das plantas transgénicas € que
elas devem passar por uma série de avaliacGes dos potenciais riscos ao meio ambiente para sua
liberacdo para producdo em larga escala (Wolt et al., 2010).

Vérios autores defendem a biofortificacdo do grdo de arroz, processo que consiste em
aumentar as concentracfes de minerais nos grdos, como Fe e Zn, e também aumentar a
biodisponibilidade de tais nutrientes em plantas cultivadas (Palmgren et al., 2008; HarvestPlus,
2006). Como alimento béasico de grande parte da populacdo humana e destacando-se 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 é
um problema grave de saude publica, principalmente nos paises do terceiro mundo (Ye et al.,
2000; Paine et al., 2005). Linhagens transgénicas de arroz que produzem pré-vitamina A em seu
endosperma, denominadas Golden Rice, foram obtidas com sucesso, pois 0s precursores dessa
rota j& estdo presentes naturalmente no endosperma (Paine et al., 2005).

O aumento das concentragdes de Fe e Zn no endosperma do arroz depende primariamente
de maior eficiéncia no transporte dos metais do solo até o grdo (White and Broadley, 2009).
Abordagens para corrigir esse problema devem visar as possiveis etapas limitantes do transporte,
tais como a captura dos metais a partir do solo, o carregamento e descarregamento no xilema, o

carregamento e descarregamento no floema, e a translocacdo para o grdo durante os estadios
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reprodutivos. E importante notar também que qualquer intervencdo nesses passos devera prever e
evitar o acumulo inapropriado de metais em niveis toxicos na planta, pois, por exemplo, o Fe
livre por meio da reacdo de Fenton é altamente reativo e tdxico, podendo levar a producéo de
espécies reativas de oxigénio, extremamente prejudiciais as células vegetais (Morrisey and
Guerinot, 2009).

Estudos mostraram que a translocacdo de minerais para as sementes é finamente regulada.
Plantas de arroz crescidas em quantidades normais e excedentes de Zn mostraram que o acimulo
deste mineral nos grdos ocorreu, em grande parte, pela captacdo do mineral nas raizes ap6s o
florescimento e ndo pela remobilizagdo deste a partir das folhas (Jiang et al., 2007). Um trabalho
mais recente mostrou que a remobilizagdo mineral de 6rgaos vegetativos pode ocorrer em plantas
de arroz, a qual € fortemente dependente do equilibrio de Fe na planta. No entanto, a
remobilizacdo ndo é absolutamente necessaria para a aquisicdo de minerais pelas sementes,
sugerindo que a captacdo e a translocacdo de minerais a partir das raizes seja a principal rota
(Sperotto et al., 2012a).

E cada vez maior o nimero de trabalhos sendo realizados, em plantas de arroz, com o
objetivo de caracterizar genes e mecanismos responsaveis pelos processos de absorcdo de
minerais pelas raizes da planta, transporte entre os diferentes drgdos, distribuicdo intracelular e
armazenamento, alocacao para o gréao e distribuicdo entre os diferentes tecidos dentro do gréo. O
presente trabalho visa gerar ferramentas para futura aplicacdo no melhoramento quanto a

qualidade nutricional dos gréos de arroz.

Transporte de minerais em plantas

As plantas necessitam de um conjunto de nutrientes minerais essenciais, sem 0s quais Sao
incapazes de completar o seu ciclo de vida (Marschner, 1995). Esses nutrientes minerais sdo
obtidos principalmente a partir do solo e sdo tradicionalmente classificados em macro e
micronutrientes, dependendo da quantidade exigida para o desenvolvimento normal da planta.
Contudo, quando presentes em excesso, 0S micronutrientes se tornam prejudiciais ao
funcionamento do metabolismo vegetal. Portanto, a homeostase desses elementos deve ser um
processo finamente regulado com o objetivo de manter niveis suficientes, mas ndo excessivos,

dentro das células.
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Dentre os micronutrientes, encontram-se 0os metais Fe, Zn, cobre (Cu) e manganés (Mn),
sendo que todos eles ocorrem no estado de oxidacdo 2+ em sistemas bioldgicos. Alguns também
ocorrem em outros estados de oxidacdo, como o Cu** e Fe**, ambos encontrados no solo e nos
sistemas biologicos. De qualquer modo, todos os ions metélicos sdo incapazes de atravessar
membranas lipidicas por difusdo passiva, e a acdo de proteinas € necessaria em cada etapa de
transporte transmembrana ao longo do corpo da planta: a absorcdo a partir do solo; a entrada e
saida de compartimentos apoplasticos, como o xilema; e o transporte através das membranas de
organelas (Grotz and Guerinot, 2006).

De fato, diversos membros de diferentes familias génicas encontradas em genomas vegetais
ja foram caracterizados como transportadores desses metais: Zinc-regulated, lron-regulated
Protein (ZIP; Guerinot, 2000), Zinc-Induced Facilitator (ZIF; Haydon and Cobbett, 2007), Metal
Tolerance Protein (MTP; van der Zaal, 1999), Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein (NRAMP; Curie et al., 2000), Yellow Stripe Like (YSL; Curie et al., 2009) e Heavy
Metal-Associated Domain Proteins (HMA; Hussain et al., 2004). Um tema recorrente no estudo
desses transportadores é que a maioria deles tem um amplo espectro de substratos, ou seja, uma
mesma proteina é capaz de mediar o transporte de mais de um metal essencial, mesmo que com
diferentes afinidades. Além disso, muitas dessas proteinas também sdo capazes de transportar
metais que sao tdxicos e ndo-essenciais para as plantas, especificamente o cddmio (Cd), o cobalto
(Co) e o niquel (Ni). Portanto, as plantas devem ter mecanismos para lidar com esse problema
perante solos que apresentam metais toxicos disponiveis.

Por exemplo, as dicotileddneas e monocotileddneas ndo-Poaceae quando em deficiéncia de
Fe (Fe-) utilizam a chamada estratégia | (Fig. 1), que consiste em trés processos
coordenadamente induzidos nas raizes: (1) extrusdo de protons por bombas dependentes de ATP
para acidificar a rizosfera e aumentar a solubilidade do Fe®*; (2) reducdo do Fe** por ferro-
redutases ligadas a membrana; e (3) absorcdo do Fe?* por transportadores transmembrana de Fe
(Palmer and Guerinot, 2009). Essas respostas tém sido estudadas mais amplamente na planta-
modelo Arabidopsis thaliana, e a principal proteina responsavel por essa absorcdo do Fe € a
AtIRT1 (Iron-Regulated Transporter 1) pertencente a familia ZIP (Connolly et al., 2002).
Contudo, foi demonstrado por diferentes métodos que essa proteina ndo transporta apenas Fe®",
mas também Mn**, Zn®*, Cd*, Co** e Ni?* (Eide et al., 1996; Korshunova et al., 1999; Connolly

et al., 2002; Vert et al., 2002; Schaaf et al., 2006). De fato, a analise do perfil metélico de plantas
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de Arabidopsis crescidas sob diferentes concentragcdes de Fe indica que o crescimento da parte
aérea é reduzido pela deficiéncia de Fe, contudo Zn, Mn, Co e Cd continuam sendo absorvidos
por AtIRT1 e a concentracdo desses metais acaba por aumentar na parte aérea (Baxter et al.,
2007).

O arroz possui uma peculiaridade com relacdo as respostas a deficiéncia de Fe. Assim
como outras Poaceae, ele faz uso da chamada estratégia Il (Fig. 1), que envolve a liberagdo de
compostos de baixo peso molecular na rizosfera conhecidos como fitosideréforos (PS), os quais
sdo derivados estruturais do acido mugineico que tém alta afinidade por Fe** (Rémheld and
Marchner, 1986). Esses PS liberados sdo capazes de quelar o Fe** do solo, e os complexos
Fe(I11)-PS entdo formados sdo absorvidos por transportadores homologos ao ZmYS1 (Yellow
Stripe 1) de milho (Curie et al., 2001), que no arroz € a proteina OsYSL15 (Inoue et al., 2009;
Lee et al., 2009). No entanto as plantas de arroz também utilizam a estratégia | (Fig. 1), e sdo
capazes de absorver diretamente o Fe?*, que é abundante em solos alagados, através das proteinas
OsIRT1 e OsIRT2 (Ishimaru et al., 2006). Logo, as plantas de arroz adotam uma estratégia
combinada para a captacdo de Fe do solo.

Experimentos de expressdo heter6loga em leveduras e plantas superexpressando o gene
OsIRT1 indicam que essa proteina € capaz de transportar Fe, Zn e Cd. Anélises por
eletrofisiologia em 6ocitos de Xenopus laevis expressando o gene OsYSL15 testaram o transporte
de Fe e Mn quelados por PS, e somente o complexo Fe(l11)-DMA foi transportado. Contudo, de
acordo com os estudos, ndo é improvavel que OsYSL15 também transporte outros metais nao
testados, dado que seu homélogo ZmYS1 é capaz de transportar Fe®*, Fe?*, Ni%*, Zn?*, Cu®,
Mn®* e Cd?* (Schaaf et al., 2004; Murata et al., 2006). Portanto, o arroz também parece ser
suscetivel ao acumulo colateral de outros metais quando submetido a deficiéncia de Fe, e deve
possuir mecanismos de detoxificacdo. Por exemplo, j& foi constatado que a deficiéncia de Fe
causa 0 acumulo de Cd em arroz mediado pelos transportadores OsIRT1 e OsIRT2 (Nakanishi et
al., 2006).

O fenbmeno da deficiéncia de um metal levar ao excesso de outros ja foi observado em
diversas outras espécies. Plantas de cevada (Hordeum vulgare L.) sob deficiéncia de Mn
apresentaram concentragdes elevadas de Fe, Zn e Cu; enquanto que as deficiéncias de Fe e Cu

levaram a maiores concentracdes de Mn e Zn (Pedas et al., 2008). A deficiéncia de Zn resultou
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em concentracGes maiores de Fe nas raizes de arroz (Oryza sativa L., Ishimaru et al., 2005), e a
deficiéncia de Fe levou a excesso de Zn em plantas de milho (Zea mays L., Kanai et al., 2009).

Estratégia | Estratégia Il
(nao-gramineas) (gramineas)
(a) TP —\ U AHA (b)
- H
ADP "7
FRO2 — PS
(NADH) —, __ Fe
D y, e vesicula
s “ Fe(lll}-PS
IRT1
a Fez‘

Estratégia Combinada
(arroz)

— PS
vesicula
< Fe(lll)}-PS
IRT1/IRT2

24
] Fe

Figura 1. Estratégia para captura de Fe a partir do solo. (a) Estratégia I. Proton-ATPases (AHA2) liberam prétons
para acidificar a rizosfera e aumentar a solubilidade do Fe**. O Fe®* solubilizado é reduzido por ferro-redutases
ligadas & membrana (FRO2), e o Fe?* é absorvido por transportadores de metal (IRT1). (b) Estratégia II.
Fitosider6foros (PS) sdo sintetizados e liberados na rizosfera, possivelmente por um mecanismo mediado por
vesiculas. Os PS quelam o Fe** rizosférico, e os complexos Fe(l11)-PS sdo absorvidos por transportadores de
oligopeptideos (YS1). (c) Estratégia combinada. Além de capturar Fe** pela estratégia Il, o arroz também pode
absorver diretamente o Fe®* por transportadores de metal (IRT1/IRT2). Os nomes dos genes em (a), (b), e (c) se

referem respectivamente a Arabidopsis, milho e arroz. (Fonte: Sperotto et al., 2012b)

Portanto, as plantas devem possuir mecanismos para lidar com o inevitavel efeito colateral
do influxo de metais potencialmente toxicos durante a deficiéncia de Fe. O vactolo em particular
parece ter um papel importante nesse processo, pois ja foram demonstrados em plantas e
leveduras mecanismos de sequestro de certos metais dentro dessa organela a fim de evitar niveis

excessivos no citoplasma. Por exemplo, a expressao da proteina AtMTP3 é induzida em condi¢éo
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de deficiéncia de Fe. A proteina AtMTP3 localizada no tonoplasto, pode ser responsavel pelo
seqliestro de Zn no vacuolo, o qual é acumulado nas células da raiz durante a deficiéncia de Fe
em Arabidopsis (Arrivault et al., 2006).

Ferroportinas

As ferroportinas sao as Unicas proteinas de efluxo de Fe até hoje identificadas em animais
(Muckenthaler et al., 2008). Em animais, o controle dos niveis de Fe no plasma e no fluido
extracelular depende de trés fluxos principais: absor¢do de Fe no intestino (ou no trofoblasto, no
caso dos fetos), liberacdo do Fe armazenado no figado, e a reciclagem do Fe das células
senescentes pelos macrofagos (Ganz, 2005). A ferroportina humana (Scl40al) esta envolvida em
todos os trés fluxos, e mutagcdes no gene da ferroportina ja foram identificadas como causadoras
da hemocromatose hereditéaria, condi¢do hereditaria que causa acimulo de Fe nos tecidos em
virtude de seu excesso no organismo (Fleming and Sly, 2001).

Uma busca no genoma de Arabidopsis thaliana por proteinas similares as ferroportinas de
animais revelou duas proteinas ortélogas nessa espécie: AtFPN1/IREG1 (Ferroportin 1, lron
Regulated 1, At2g38460) e AtFPN2/IREG2 (At5g03570), além da proteina AtMAR1/
FPN3/IREG3 (Multiple Antibiotic Resistance 1, At5g26820) que apresenta uma similaridade
menor. O primeiro trabalho relacionando as ferroportinas de Arabidopsis com o status de Fe na
planta foi publicado em 2004 (Collangelo and Guerinot, 2004), e mostrou que AtFPN2 é co-
regulada com AtIRT1 pelo fator de transcricdo FIT1 (Fe-deficiency Induced Transcription Factor
1) em condicdes de deficiéncia de Fe. Até o momento, trés estudos foram publicados
caracterizando funcionalmente as proteinas AtFPN1, AtFPN2 e AtMARI, as quais possuem
papeis distintos na homeostase de metais (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009; Conte et al.,
2009).

AtFPN1 se localiza na membrana plasmatica, € expressa principalmente nas células
vasculares, ndo é regulada por Fe, e mutantes perda-de-funcéo fpnl translocam menos Fe e Co
para a parte aérea (Morrissey et al., 2009). Em contraste, AtFPN2 se localiza no tonoplasto, é
expressa nas camadas externas da raiz, e é induzida por deficiéncia de Fe. Mutantes fpn2 séo
mais sensiveis a presenca de Co e Ni (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009). Com base

nesses resultados, foi proposto que AtFPN1 é responsavel pelo carregamento de metais nas
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células vasculares, enquanto AtFPN2 € responsavel pelo seqiestro vacuolar do excesso de metais
que entra na raiz durante a deficiéncia de Fe. A proteina AtMARL1 foi isolada independentemente
de plantas resistentes a antibioticos similares aos aminoglicosideos que inibem a sintese
procariotica de proteinas (Conte et al., 2009). Resultados subsequentes indicaram que AtMAR1
se localiza no cloroplasto e o gene é expresso de modo uniforme na maioria dos tecidos de
plantulas. Devido a similaridade com ferroportinas e ao fato de que a superexpressao de AtMAR1
leva a clorose (tipico sintoma de plantas em deficiéncia de Fe), foi sugerido que essa proteina
poderia estar envolvida na homeostase de Fe em cloroplastos, e serviria também como uma porta
de entrada oportunistica de antibioticos para dentro daquela organela. De fato, a clorose
observada pode ser revertida quando as plantas foram crescidas sob quantidades elevadas de Fe
(300 uM de Fe-EDTA); e os niveis de transcritos de AtMARL diminuiram sob deficiéncia de Fe,
apesar de ndo terem sido alterados sob excesso de Fe. Baseado nesses resultados e no fato dos
aminoglicosideos serem estruturalmente semelhantes as poliaminas (a nicotianamina - NA, um
importante quelante endégeno de Fe, é uma poliamina), foi proposto que AtMAR1 também
exerce um papel importante na homeostase de Fe ao transportar Fe, NA ou Fe quelado por NA.
As ferroportinas ndo foram caracterizadas em nenhuma outra espécie de plantas, inclusive
no arroz. Buscas no banco de transcritos de arroz utilizando a sequéncia das proteinas
ferroportinas de Arabidopsis como sequéncias query revelaram duas proteinas putativas
semelhantes a AtMAR1 (0s12g37530 e Os05¢g04120) e uma semelhante as duas ferroportinas ja
caracterizadas de Arabidopsis, AtFPN1 e AtFPN2 (Os06g36450). O estudo das ferroportinas em
arroz pode constituir um passo importante na compreensdao dos mecanismos de transporte e
seqliestro de metais, e os resultados obtidos poderdo ser Uteis na definicdo de estratégias visando
melhorar a qualidade nutricional do grdo de arroz, com aumento da concentragédo de minerais

essenciais e evitando o acimulo de metais toxicos.

16



OBJETIVOS

Geral

Contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de regulacdo da homeostase e transporte de
metais em plantas de arroz (Oryza sativa L.) estudando a funcdo, regulacéo e localizagdo das
proteinas homdlogas a ferroportinas de Arabidopsis (OsFPN1, OsSMARL1 e OsSMARL2).

Especificos

* Determinar a arquitetura dos genes OSFPN1, OSMARL1 e OsSMARL?2.

» Comparar as proteinas das ferroportinas de arroz com as de Arabidopsis.

« Analisar a expressdo génica dos genes que codificam ferroportinas em arroz, em
diferentes 6rgdos e fases do desenvolvimento reprodutivo da planta, e em resposta a diferentes
suprimentos de metais.

* Avaliar a especificidade de substratos das proteinas OSFPN1 e OSMARLL1, pela expresséo
heter6loga em linhagens de leveduras contendo mutacGes em genes que codificam diferentes
transportadores de metais.

* Determinar a localizacdo subcelular das ferroportinas de arroz (OsFPN1 e OsMARL1)
através da expressdo transiente do gene fusionado a proteinas fluorescentes.

* Caracterizar funcionalmente 0 gene OsFPN1 expressando-0 nos mutantes perda-de-
funcgéo fpnl, fpn2 e fpnlfpn2 de Arabidopsis thaliana.

» Confirmar e avaliar o mutante perda-de-funcéo para o gene de arroz OsMARL1 obtido do

banco de mutantes Postech.
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RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados em dois capitulos, conforme o descrito

abaixo:

 Capitulo 1: descreve os resultados referente a andlise da estrutura dos genes das
ferroportinas de arroz (OsFPN1, OsMARL1 e OsMARL2); a comparacdo das proteinas das
ferroportinas de arroz com as de Arabidopsis e a analise da expressdo génica dos genes que
codificam as ferroportinas de arroz em diferentes 6rgéaos e fases do desenvolvimento reprodutivo
da planta, e em resposta a diferentes suprimentos de micronutrientes. Este capitulo foi redigido
seguindo as regras do periddico Plant Science; foi utilizado para obtencdo do crédito obrigatério
de redacdo cientifica do PPGBCM e fara parte de um manuscrito a ser submetido futuramente.

« Capitulo 2: descreve os resultados referente a analise funcional das ferroportinas de arroz
(OsFPN1 e OsMARL1) através da expressdo heter6loga em linhagens de leveduras contendo
mutacdes em genes que codificam diferentes transportadores de metais; aos ensaios de expressao
transiente em protoplasto de Arabidopsis para localizacdo subcelular de OsFPN1 e OSMARL1; e
da confirmag&o dos mutantes Osmarl1 obtidos do banco de mutantes Postech por PCR.
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CAPITULO 1

Structure and Metal Regulation of Rice Ferroportin Genes

Karina L Lopes®, Felipe K Ricachenevsky!, Paloma K Menguer', Ariane Vitali’, Felipe

Maraschin?, Janette P Fett?

ICentro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av.Bento Gongalves 9500, P.0.Box 15005,
Porto Alegre, 91501-970, Brazil

Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongalves, 9500, Porto Alegre, 91501-970, Brazil.

Abstract

Iron (Fe) is an essential micronutrient for plants. Uptake, distribution, and storage of Fe
must be tightly regulated. Recently, ferroportin genes from Arabidopsis were described and
shown to be involved not only in transport of iron, but also of cobalt and nickel. We found
three ferroportin homolog genes in rice named OsFPN1, OsMARL1 and OsMARL2. Using
guantitative RT-PCR to characterize these genes we show that transcript levels of
OsMARL1 and OsFPN1 are up-regulated under Fe-deficiency and down-regulated under
Fe-excess. The OsFPN1 protein shares 53% similarity with AtFPN2 and it is predicted to be
a vacuolar transporter, similarly to AtFPN2. The OsMARLL1 protein shares 48% similarity
with AtMAR1 and it is predicted to be a chloroplast transporter, as AtMARL. In
conclusion, rice ferroportin genes are clear candidates to be playing important roles in iron

transport in rice.
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Introduction

Iron (Fe) is an essential micronutrient for plant growth, and plant development is
significantly impaired under Fe-deficient conditions. Fe is important for several cellular
processes such as respiration, chlorophyll biosynthesis, and photosynthetic electron transport [1].
Excess Fe in cells or unbound Fe can stimulate the production of free radicals that are sources of
oxidative stress damage [2]. Thus uptake, distribution, and storage of Fe must be tightly regulated
[3, 4]. The transporters involved in the absorption of Fe in rice have been characterized. Rice
adopts a combined strategy, absorbing Fe(lll) complexed with phytosiderophores efficiently,
mediated by OsYSL15 (Yellow Stripe Like) transporter and also taking up Fe?* through the
OsIRT1 and OsIRT2 (Iron-Regulated Transporter) transporters. These transporter proteins are
expressed in roots under Fe-deficiency and increase the Fe uptake from the rhizosphere [5, 6, 7].
In Arabidopsis, Fe absorption into root epidermal cells depends mainly on AtIRT1. However, the
substrate specificity of AtIRT1 is wide, leading to excessive accumulation of other metals in Fe-
deficient plants [8]. The rice grain is a poor source of essential micronutrients such as Fe and Zn,
and the deficiencies of these minerals affect over three billion people worldwide [9]. Different
approaches have been used aiming to increase the amounts of edible Fe in rice seed. Plants over-
expressing FER, an iron storage protein, accumulated more Fe in the seed endosperm compared to
WT plants [10, 11]. Transgenic lines over-expressing OsNAS3 also resulted in increased Fe
accumulation in roots, shoots and seeds, suggesting that NA (nicotianamine) overproduction
enhances the translocation of Fe to rice grains [12]. Rice plants overexpressing the root
membrane transporter OsYSL15 accumulated up to 29% more Fe than WT plants [13]. Recently,
it was demonstrated that the expression of OsYSL2, also a membrane transporter in roots, when
driven by the sucrose transporter promoter, resulted in a significant increase in grain Fe [14]. All
the efforts aiming at biofortification of the rice grain with minerals must consider the possibility
of undesired increase of toxic metals, as a consequence of the broad substrate specificity of
several plant metal transporters. Ferroportins are a new class of metal transporters, possibly
involved in detoxification and with potential application in biofortification strategies. It has been
shown that the gene encoding the Arabidopsis AtIREG2/ FPN2 (IRON REGULATED 2/
Ferroportin 2) is co-regulated with AtIRT1 by transcription factor FIT1 (Fe-deficiency Induced

Transcription Factor 1) under Fe-deficient conditions [15]. AtFPN2 is a member of the
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ferroportin family, and is a nickel (Ni), cobalt (Co) and Fe transporter at the vacuolar membrane
and is expressed in the two outermost layers of the root, suggesting a role in buffering metal
influx [16, 17]. Other gene members of this family are AtIREG1/ FPN1 and AtMAR1/ IREG3/
FPN3. AtFPNL1 is localized at the plasma membrane and is expressed in the stele, suggesting a
role in vascular Fe and Co loading to the shoots [17]. AtMAR1 (Multiple Antibiotic Resistancel)
was first described to confer resistance to multiple aminoglycoside antibiotics when mutated, and
has been described as a AtIREG3/FPN3 based on sequence similarity to AtIREG1/ FPN1 and
AtIREG2/ FPN2. AtMARL is localized at the chloroplast and is likely to be involved in cellular
Fe homeostasis [18]. In search for rice genes that might be homologous to Arabidopsis
ferroportins, we found three sequences: one with homology to both AtFPN1 and AtFPN2
(Os06936450) named OsFPN1, and two with homology to AtMAR1 (0Os12g37530 e
0s05g04120), named OsMARL1 and OsMARL2 (MAR Like), respectively. Nothing is known
about the rice ferroportin genes yet. In this work we characterized rice ferroportin genes and
evaluated their transcription patterns using quantitative RT-PCR. Understanding the function of
these genes and all rice metal/ nutrient homeostasis will help to design strategies to improve the
transport of micronutrients to seeds, thus contributing to the biofortification of this crop, which is

extremely important for human nutrition [19].

Materials and methods

Bioinformatics

Protein sequences of Arabidopsis thaliana AtFPN1 (At2g38460), AtFPN2 (At5g03570) and
AtMAR1 (At5g26820) were obtained from The Arabidopsis Information Resource (TAIR,
http://www.arabidopsis.org/) database and used as queries to search the rice genome at the TIGR

Rice Genome database (http://rice.plantbiology.msu.edu/) for FPN sequences using tBLASTn
and BLASTp. Corresponding rice Ferroportin genomic and coding sequences were searched in
two databases: MSU Rice Genome Annotation Website
(http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml), and Rice Annotation Project Database (RAP-DB,
http://rapdb.dna.affrc.go.jp). Rice OsFPN1 and OsMARL1 cDNA cloned sequences were
obtained from the Rice Pipeline bank (http://cdna0l.dna.affrc.go.jp/PIPE). Sequence alignment

analysis was performed using the BioEdit version 7.0.0 software. Protein multiple alignments
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were obtained with ClustalW [20]. In order to determine exon-intron organization, genomic and
coding sequences (predicted, cDNA when available) were aligned. The prediction of protein
localization and detection of N-terminal sorting signals were performed using the online Psort

Prediction software (http://psort.hgc.jp/).

Plant growth

Rice (Oryza sativa L.) plants of the Nipponbare cultivar were grown in soil under flooded
conditions in an experimental unit of the Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), in
Cachoeirinha, RS, Brazil (29°54° 58.61”S 51°10°02.6”W), during the rice growing season
(October 2011 to March 2012). Tissues were collected during R3 (panicle exertion), R4
(anthesis), R5 (grain filling) and R7 (grain dry down) stages [21], and immediately frozen in
liquid nitrogen. For each organ type (flag leaves, non-flag leaves, panicles and stem), three
biological samples derived from three different plants were used in gene expression analyses.

In laboratory experiments, rice seeds from the Nipponbare cultivar were germinated in
sterile vermiculite soaked with distilled water and incubated at 28°C. After 7 days, plants were
transferred to holders positioned over plastic pots covered with aluminum foil (4 seedlings per
pot) with 0.75 liter of nutrient solution (700 uM K3SQ4, 100 uM KCI, 100 uM KH,PO4, 2 mM
Ca(NO3),, 500 uM MgSOy, 10 uM H3BO3, 0.5 uM MnSQ,, 0.5 uM ZnSOy, 0.2 pM CuSOy, 0.01
UM (NH4)sM07054, and 100 uM Fe**-EDTA, pH 5.4) during 14 additional days. Solutions were
replaced every 3 days. Plants were cultivated in a growth room at 28 + 1°C under white light with
a photoperiod of 16/8 h light/dark. Fe-deficiency treatment was initiated three weeks after
germination by omitting Fe(lll)-EDTA from the growth medium. Fe, Ni and Co-excess
treatments were initiated three weeks after germination by adding 1.25 mM Fe(l11)-EDTA, 100
UM CoCl; or 100 uM NiCl; respectively to the growth medium. Plants were harvested after 1, 3
and 6 days after each treatment. In all experiments, three biological samples composed of at least

three plants each were used for gene expression analyses.

RNA extraction and cDNA synthesis
Rice organs were harvested and total RNA was extracted using Concert Plant RNA

Reagent (Invitrogen) and treated with DNase | (Invitrogen). First-strand cDNA synthesis was
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performed with M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) using 1 pg of RNA according to the

manufacturer instructions.

Quantitative RT-PCR and data analysis

Quantitative RT-PCR analysis (RT-qPCR) was carried out in an Applied Biosystems
StepOne real-time cycler. All primers (Table 1) were designed to amplify 100-150 bp of the
genes and to have similar Tm values (60 + 2°C). Reaction settings were composed of an initial
denaturation step of 5 min at 95°C, followed by 40 cycles of 10 s at 95°C, 15 s at 60°C, 10 s at
72°C; samples were held for 2 min at 60°C for annealing of the amplified products and then
heated from 60 to 99°C with a ramp of 0.3°C/s to provide the denaturing curve of the amplified
products. RT-gPCRs were carried out in 20 pl final volumes composed of 10 pl of each cDNA
sample diluted 50 times, 2 pl of 10X PCR buffer, 1.2 yl of 50 mM MgCl,, 0.1 pl of 5 mM
dNTPs, 0.4 pl of 10 pM primer pairs, 4.25 ul of water, 2.0 pl of SYBR green (1:10,000,
Molecular Probes), and 0.05 ul of Platinum Taq DNA polymerase (5 U/ul, Invitrogen). Obtained
data were analyzed using the comparative C; (threshold cycle) method [22]. The PCR efficiency
from the exponential phase (E) was calculated for each individual amplification plot using the
LinRegPCR software [23]. In each plate, the average amplification efficiency for each amplicon
was determined and used in further calculations. C; values for all genes were normalized to the C;
value of OsUBQ5 [24]. The equation Qg target gene/Qo usas= [(EFF usas)" " /(EFf target gene) < ¢
9", where Qg corresponds to the initial amount of transcripts, was used for normalization [22].

Each data point corresponded to three true biological replicate samples.
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Table 1 Gene-specific PCR primers used in RT-gPCR

Gene Forward primer 5’ — 3’ Reverse primer 5’ — 3’

OsUBQ5 AACCAGCTGAGGCCCAAGA ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA
OsFPN1 ATGTGTACCGGGTGAGGAAG ACGGGATGCCATATCAAG
OsMARLla ATGTTTGATCCCCATTTCCA AGACGCTGTGACATTTTGAT
OsMARL1b GATGAGCAGAGGGAACTGTT GATACTAGAGTTCAGAGTAT
OsMARL?2 TGTTCAGCTCTCCTCGGGTA CTCATCCAGCAACGCGAAAG

OsYSL2 GAGGGACAACGGTGTCATTGCTGGT TGCAGAAAAGCCCTCGACGCCAAGA
OsFER TCACTCTTCACCCGCCGCG TCGACGAACTTTTGCCTAGC

Statistical analyses

When appropriate, data were subjected to analyses of variance (ANOVA) and mean values
were compared by the Tukey Honestly Significant Diferences (HSD) or Student’s t test (p < 0.05)
using the SPSS Base 17.0 for Windows (SPSS Inc., USA). The Levene’s test (for homogeneity of

variance) was used prior to ANOVA. All analyses resulted in confirmation of homogeneity.

Results and Discussion

Identification and structure of rice Ferroportins

Our searches for rice genes that might be homologous to Arabidopsis ferroportins resulted
in three sequences: OsFPN1 (0Os06g36450) with homology to both AtFPN1 (At2g38460) and
AtFPN2 (At5¢g03570), and OsMARL1 (0s12g37530) and OsMARL2 (0Os059g04120) with
homology to AtMAR1 (At5g26820). Not a single transcript with homology to the OSMARL2 gene
was found in the RAP-DB.

The OsFPN1 (J033070C07) gene is located on rice chromosome VI and is composed of
four exons with a coding sequence of 1,455 bp (Fig. 1). The deduced OsFPN1 protein has the
highest prediction to be a vacuolar membrane transporter (Wolf Psort), like AtFPN2 [16, 17].
OsFPN1 shares 51% and 53% sequence similarity with the AtFPN1 and AtFPN2 proteins,
respectively, and presents two conserved regions, indicated in Figure 2 by two boxes, in red and
blue. Based on the information above, we suggest that OsFPN1 could be an ortholog of AtFPN2.

The OsMARLL1 gene is located on rice chromosome XII and is composed of 13 exons with a
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coding sequence of 1,776 bp (Fig. 1). According to cDNA sequences available at RAP-DB, the
OsMARL1 gene can be transcribed in two alternative ways: OsMARL1a (J013000F11) and
OsMARL1b (J013042H16), as shown in Figure 1. However, translation of both transcripts is
predicted to give rise to the same protein, since the differences are located at the non-coding
regions. Primers to both transcript forms were designed and used in RT-qPCR analysis. The
OsMARL2 (0s05g04120) gene is located on rice chromosome V and is composed of ten exons
with a coding sequence of 1,782 bp (Fig. 1). An evaluation of the gene structure of OSMARL2 in
Figure 1 indicates that this gene may be a shorter version of OSMARL1, with the fusion of some
exons. New genes born after duplication can undergo pseudogenization, neofunctionalization or
subfunctionalization [25, 26]. One of these processes may have been important for the evolution
of the OsSMARL2 gene. Both OsMARL1 and OsMARL?2 deduced proteins have transit peptides
(Fig. 3) and were predicted to be chloroplast- and mitochondrial-localized (iPsort), respectively.
OsMARL1 and OsMARL2 share 48% and 41% sequence similarity with the AtMARL protein
(Fig. 3). As mentioned earlier, AtMAR1 was shown to be localized in the chloroplast [18]. This
information makes OSMARLL the best candidate to be an ortholog of AtMARL.
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Figure 1. Analysis of putative rice ferroportin genes. Exons are depicted as solid white boxes. The untranslated
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codons, respectively. The ‘F’ and ‘R’ represent the annealing regions for the primers F (forward) and R (reverse).
The OsMARL1 gene is being shown in its two possible splicing patterns: OsMARLla and OsMARL1b, with
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Figure 2. Multiple amino acid alignment of Arabidopsis and Rice FPN deduced proteins. Identical amino acid
residues are shown in black background. Amino acid residues that are similar are shown in gray background.
Alignment was performed using CLUSTALW. The two conserved regions, with at least 15 identical aminoacids
each, were determined by the BioEdit Sofware and are indicated by red and blue boxes. Transmembrane domains

predicted by Phobius are underlined and numbered (I — XII).
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Figure 3. Multiple amino acid alignment of Arabidopsis and Rice FPN deduced proteins. Identical amino acid

residues are shown in black background. Amino acid residues that are similar are shown in gray background.
Alignment was performed using CLUSTALW. No conserved regions were found. The initial underlined sequences

represent the transit peptides. Transmembrane domains predicted by Phobius are underlined and numbered (1 — XII).
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Expression of rice ferroportin genes in different plant organs during reproductive
development

A recent work demonstrated that mineral remobilization from vegetative organs, such as
flag leaves and stems/ sheaths, can occur in rice plants. However, vegetative remobilization is not
absolutely required for seeds to acquire minerals [27]. To investigate the possibility of
involvement in mineral transport during reproductive development, the expression patterns of
putative rice ferroportin genes were evaluated during four stages of reproductive development in
rice plants. Differences in expression patterns were found in different plant organs (Fig. 4). Of all
transcripts evaluated, the highest expression levels during reproductive development were
reached by OsMARL1b in flag leaves. OsFPN1 showed the highest expression in flag leaves at
the R5 stage, in panicles at the R3 stage, and no significant change in expression levels in non-
flag leaves. Transcript levels of OsMARL1a were lower than in OsMARL1b in all organs.
OsMARL1a showed the highest expression in flag leaves at the R5 stage, in non-flag leaves at the
R3 and R4 stages, and no significant change in expression levels in panicles. OsSMARL1b showed
the highest expression in flag leaves at the R5 stage, in panicles at the R7 stage, and constant
expression levels in non-flag leaves. OSMARL2 exhibited the highest expression in panicles at the
R5 stage, in non-flag leaves at the R3 stage, and no significant change in expression levels in flag
leaves (Fig. 4). The expression pattern of ferroportin genes varied among the stages, mostly in
flag leaves and panicles. This could mean that rice ferroportins may somehow participate in the
mineral remobilization from flag leaves to panicles, or that they play a role in mineral
sequestration during translocation of minerals from the roots during reproductive development. In
rice plants grown under sufficient amounts of Zn, most of the Zn accumulated in the grain
originates from uptake by roots after flowering [28]. However, it is also accepted that minerals
may be remobilized from vegetative sources [29, 30]. Sperotto et al. (2010) found nine rice genes
which have expression levels in flag leaves during the reproductive development correlated with
final Fe and/ or Zn concentrations in the grain of eight rice cultivars. From those, six are metal
transporters, possibly involved with mineral remobilization [31]. Future research efforts to
determine the localization of ferroportins in different organs and tissues, as well as a comparative
analysis with rice plants bearing mutations in ferroportin genes, will help to understand the role
of these proteins during the reproductive development of rice plants, providing useful information

to be considered for designing strategies for rice biofortification.
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Figure 4. Relative expression levels of putative rice ferroportin genes during plant reproductive development
assessed by RT-gPCR. Samples from all organs (flag leaves, panicles and non-flag leaves) were collected at R3
(panicle exertion), R4 (anthesis), R5 (grain filling) and R7 (grain dry down) stages of development (a). Gene
expression levels relative to a rice ubiquitin (OsUBQ5) gene are shown for flag leaves (b), panicles (c) and non-flag
leaves (d). Values are the averages of three samples + SE. Different letters indicate that the mean values are different
by the Tukey HSD test (p < 0.05).
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Transcript levels of putative rice ferroportin genes are regulated by Fe and Ni

AtFPN2 is a member of the ferroportin protein family in Arabidopsis and is known to be a
Ni, Co and Fe transporter [16, 17]. Based on this information, we decided to evaluate the
expression pattern of the putative rice ferroportin genes (OsFPN1, OsMARL1a, OsMARL1b and
OsMARLZ2) in the Nipponbare rice cultivar under Fe-deficiency and after Fe-, Ni- and Co-excess
treatments under laboratorial conditions. In this experiment, expression of OsYSL2 and OsFER
genes was evaluated to confirm the efficiency of Fe-deficiency (Fig. 5a) and Fe-excess (Fig. 5b)
treatments, respectively. OsYSL2 is expressed in the phloem, up-regulated in shoots of Fe
deficient plants, and transports Fe(Il)-NA [32]. Expression of OSFER genes are known to be
induced by Fe excess in rice shoots [33].

OsFPN1 showed the highest transcript levels in the first day of Fe-deficiency treatment in
shoots (Fig. 5¢). This up-regulation resulted in transcript levels higher than the ones observed for
all the other ferroportin genes tested, under all treatments. Lower transcript levels were observed
after 1 and 6 days after Fe-excess treatment than in the control condition (CC) (Fig. 5d).
OsMARL1a showed the highest transcript levels after 3 and 6 days of Fe-deficiency treatment in
shoots (Fig. 5e), and lower transcript levels than under the control condition (CC) after 6 days of
Fe-excess treatment (Fig. 5f). Therefore, it seems that transcription levels of OsFPN1 and
OsMARL1a are up-regulated by Fe-deficiency and down-regulated by Fe-excess in shoots. It has
been reported that AtMARL transcript levels are also regulated by Fe limitation [18]. However,
this regulation was seen in the opposite direction: Conte et al. (2009) showed that AtMARL is
expressed in all tissues of young Arabidopsis seedlings, and its expression is decreased under Fe
limitation (300 puM Ferrozine). Considering that AtMAR1 over-expression leads to chlorosis,
which can be rescued by excess iron, and that expression of AtMAR1 is down-regulated under
limiting iron conditions, the authors suggested that MAR1 may play a role in iron chelation,
storage, or sequestration. The expression pattern of another Arabidopsis transporter, OsVITL, is
similar to what we found for OsFPN1 and OsMARL1a. OsVIT1 expression was quickly induced
after 7 days under Fe starvation treatment in rice seedling roots, although no significant induction
was observed in Fe-excess [34]. The authors suggested that OsVIT1 may be necessary for a
housekeeping mechanism of Fe accumulation in vacuoles. Experimental data about the
subcellular localization of rice ferroportin proteins is necessary to compare to known transporters

and to suggest possible roles in Fe homeostasis.
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No differences in transcript levels of OsFPN1, OsMARL1a and OsMARL1b were detected
in roots. Levels of the OsMARL1b transcripts did not change also in shoots (data not shown).
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Figure 5. Expression of putative rice ferroportin genes in response to Fe-deficiency and Fe-excess in shoots.
Relative expression levels of OsYSL2 (a), OsFER (b) OsFPNL1 (c, d), OsMARL1a (e, f) and in detached shoots of the
Nipponbare rice cultivar maintained under Fe-deficiency (a, c, €) or Fe-excess (b, d, f) were assessed by RT-qPCR.
Organ samples were collected 1, 3 and 6 days after treatments. The dark grey bars represent plants under control
condition (CC), and the light grey bars represent plants under Fe-deficiency (Fe-) or Fe-excess (Fe+) treatment.
Values are the averages of three samples + SE. Mean values with one asterisk are different by t test (p < 0.05) from

the respective controls.

The Ni-excess treatment influenced expression of OsFPN1 and OsMARL1a in shoots and
of OsMARLL1b in roots (Fig. 6). OsSFPN1 and OsMARL1a transcript levels were higher in shoots
than control condition after 6 days under treatment (Fig. 6a, b), and OsMARL1b in roots after 6
days under treatment (Fig. 6¢). The highest transcript levels of OsFPN1 and OsMARL1a, induced
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by Ni excess, resembles the plants response to Fe deficiency. Ni is required in vegetative tissues
of plants only in trace amounts of between 4-90 ng g™* dry biomass in barley [35, 36]. Ni toxicity
can be observed above concentrations between 10 and 50 pg g™ dry biomass. In this work, 100
UM NiCl, was used to promote de Ni-excess treatment. This amount of Ni, like other divalent
metals in excess, can compete with Fe for transport by the OsIRT1 protein [37], simulating Fe-
deficiency. Schaaf et al. (2006) previously reported that AtFPN2 transported Ni into the vacuole
and postulated that AtFPN2 expression was upregulated during Fe-deficiency to sequester the Ni
that enters the root through IRT1 [16]. The same was proposed about the MTP1 vacuolar protein
from Thlaspi goesingense, which mediates cellular Ni(ll) efflux, but is also able to transport
Zn(I) [38, 39]. No transporters specifically mediating Ni uptake or translocation have been
identified. Moreover, no metal transporter that is also capable of Ni transport has been shown to

be transcriptionaly regulated by Ni levels.
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Figure 6. Expression of putative rice ferroportin genes in response to Ni-excess in rice shoots and roots. Relative
expression levels of OsFPN1 (a) and OsMARL1a (b) in shoots and OsMARL1b (c) in roots of rice plants from the
Nipponbare cultivar maintained under Ni-excess. Organ samples were collected 1, 3 and 6 days after treatment.
Values are the averages of three samples + SE. Mean values with one asterisk are different by t test (p < 0.05) from

the respective controls.

No differences in transcript levels of OsFPN1, OsMARL1a and OsMARL1b were detected
in shoots and roots under Co-excess treatment (data not shown). No changes in expression were
expected for the rice ferroportins under Ni and Co treatments. Considering the Arabidopsis
ferroportins, only AtFPN2 has its expression regulated by Fe-deficiency in roots [10, 11].
However, AtFPN1 and AtFPN2 are transporters of Fe, Ni and Co. Although a clear regulation of
expression isn’t observed in rice ferroportins under Ni and Co treatments, we can not rule out the

possibility that these proteins can transport Ni and Co.
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No differences were detected in shoots in transcript levels of OSMARL2, and no transcript
were detected in roots, in all laboratory experiments. Considering the structure of this gene and
its expression pattern, it is possible to suggest that OSMARL2 resulted from a duplication of
OsMARL1. OsMARL2 could be the result of a neofunctionalization, where one copy maintains
the ancestral function and the other can explore new evolutionary terrain; a pseudogenization,
where one copy accumulates mutations and lose function while the other maintains the ancestral
function; or subfunctionalization, in which deleterious mutations make one copy to be partially
functional, but complementary to the ancestral copy gene [40, 41]. It is common that duplicated
genes show different patterns of expression. When analyzing the gene pair OsZIFL4 and
OsZIFL9, it was observed that OsZIFL4 is almost specifically expressed in roots during
reproductive development, showing only little expression in panicles during the R7 stage, and
was up-regulated in roots of Fe-deficiency treated plants; while OsZIFL9 was detected only at
low levels in panicles during R5 and at higher levels during R7, but not under Fe-deficiency
treatment [26]. OsMARL2 expression was detected by RT-gPCR experiments during the
reproductive development of field grown plants, but not in young stages in laboratory
experiments, suggesting a case of duplication. However, additional investigation is necessary to

confirm this hypothesis.

Conclusions and Perspectives

Rice plants seem to have three putative Ferroportin genes, here named OsFPN1, OsMARL1
and OsMARL2. Two distinct transcripts can be produced from the OsMARL1 gene, which we
designated as OsSMARL1a and OsMARL1b.

OsFPNL1 protein shares the highest similarity with the Arabidopsis AtFPN2 (53%), has its
expression induced by Fe-deficiency (although in shoots, not in roots as AtFPN2), and is
predicted to be a vacuolar transporter, similarly to AtFPN2. We suggest that OsFPNL1 is the
corresponding ortholog to AtFPN2 in rice.

The OsMARLL1 protein shares 48% of similarity with the Arabidopsis AtMAR1, and is
predicted to be a chloroplast transporter as well as AtMARL. Transcription levels of OSMARL1
and AtMARL are responsive to Fe levels, although in opposite ways [18]. It is possible that

OsMARL1 is a rice ortholog to AtMARL1, but this hypothesis needs further investigation.
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OsMARL?2 seems to be the result of a duplication event of OSMARL, and its expression was
detected only during reproductive development. Further work is needed to understand its
evolution and possible roles.

Both OsFPN1 and OsMARL1a transcripts may play important roles in Fe homeostasis in
shoots, since their expression is up-regulated by Fe deficiency and down-regulated by Fe excess.
Levels of these two transcripts are also up-regulated by Ni excess in shoots, suggesting a possible
role in detoxification. Expression of OsSMARL1b in roots is increased under Ni excess, what could
be related to an indirect effect of Ni excess, resulting in Fe deficiency. To clarify all these
possibilities, the four proteins should be expressed in yeast strains defective in transport of
different metals, to test their capacity to complement those defects. Strains with mutations in
genes that encode plasma membrane and vacuolar transporters must be tested. The transport
capacity and the affinity of each one of the rice ferroportins for different metals still needs to be
determined.

Additional experiments are also needed to show the localization of the proteins encoded by
the putative rice ferroportins, both in specific organs, tissues or cell types (possibly in fusion with
GUS) and in specific cellular compartments (in fusion with GFP). The complementation of
Arabidopsis ferroportin mutants with rice homologs (see chapter 2) could also be performed as a
good way to elucidate the functions of these genes. Additional investigations about the regulation
of the two transcript forms of the OsSMARL1 gene still needs to be done. Osmarll mutant plants
were recently made available by the Rice Genome Resource Center (RGRC,
http://www.rgrc.dna.affrc.go.jp/), and our group is presently growing mutant plants to produce
seeds.

Functional characterization of ferroportin rice genes will provide useful information to be

considered for designing of successful strategies for rice biofortification with essential minerals.
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CAPITULO 2

Caracterizacdao Funcional e Localizagdo Subcelular das Ferroportinas de
Arroz (Oryza sativa L.)

Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populagcdo mundial (UNICEF,
2010). Porém, o grdo de arroz é pobre em nutrientes minerais, como o ferro (Fe) e zinco (Zn),
cuja deficiéncia afeta milhdes de pessoas. Varias estratégias tém sido propostas para lidar com a
deficiéncia de micronutrientes, incluindo suplementacéo, fortificacdo de alimentos processados,
aplicacdo de fertilizantes e a implementacdo de programas de cruzamentos e de engenharia
genética com a finalidade de gerar grdos ricos em nutrientes minerais (Bashir et al., 2010;
Cakmak et al., 2010; Gémez-Galera et al., 2010; Masuda et al., 2012; Yuan et al., 2012).
Abordagens para corrigir esse problema devem visar as possiveis etapas limitantes no transporte
desses metais do solo até o grdo: (1) absor¢do dos metais a partir do solo, (2) carregamento e
descarregamento no xilema, (3) carregamento e descarregamento no floema, e (4) translocacao
para o grdo durante os estadios reprodutivos (White and Broadley, 2009). Diversos trabalhos tém
sido realizados, em plantas de arroz, com o objetivo de caracterizar genes e mecanismos
responsaveis pelos processos de absorcdo de minerais pelas raizes, transporte entre os diferentes
orgaos, distribuicdo intracelular e armazenamento, alocacdo para o gréo e distribuicdo entre os
diferentes tecidos dentro do grdo. O estudo das ferroportinas em arroz pode constituir um passo
importante na compreensdo dos mecanismos de transporte e sequestro de metais, que em ultima
analise pode auxiliar os esforcos para melhorar a qualidade nutricional do gréo de arroz, através
do uso de técnicas de biofortificacdo. S&o essenciais estudos para analise estrutural dos genes,
comparados com membros da mesma familia em outras espécies ja descritas (ver capitulo 1);
para analise da expressdo génica, identificando os tratamentos que alteram a sua expressao (ver
capitulo 1); assim como estudos visando a andlise funcional e de localizacdo das proteinas. Este
capitulo apresenta alguns dados obtidos na caracterizacdo funcional dos genes OsFPN1 e
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OsMARL1, que codificam ferroportinas de arroz. Foram realizados experimentos de expressao
heter6loga das ferroportinas de arroz em linhagens de levedura contendo mutagdes em genes que
codificam diferentes transportadores de metais, a localizacdo subcelular das proteinas OsFPN1 e
OsMARL1 em protoplastos de Arabidopsis thaliana, a transformacdo de mutantes perda-de-
funcgdo fpnl, fpn2 e fpnlfpn2 de Arabidopsis com as ferroportinas de arroz, e a analise de uma
linhagem de arroz contendo mutag&o no gene OsSMARL1.

Material e Métodos

Crescimento de plantas de arroz para extracdo de RNA foliar e amplificacédo de OsMARL1

Plantas de arroz da cultivar Nipponbare foram crescidas em laboratério em solucdo
nutritiva contendo 100 uM de KCI1, 100 uM de KH,PO4, 700 uM de K,SO4, 2 mM de Ca(NO3),,
500 uM de MgSQy, 0,5 uM de MnS04, 0,01 uM de (NH4)sM027024, 10 uM de H3BOg3, 0,5 uM
de ZnSQOy, 0,2 uM de CuSO, e 100 uM de Fe (Ill)- EDTA por 15 dias. A solucdo nutritiva
controle teve o pH ajustado para 5,4 e foi trocada a cada 3 dias. Apds 15 dias, amostras de folhas
foram coletadas para extracdo de RNA total utilizando o reagente Concert Plant RNA Reagent
(Invitrogen). A seguir as amostras foram tratadas com DNase | (Invitrogen) e a enzima
transcriptase reversa M-MLYV (Invitrogen) foi utilizada para a sintese da primeira fita a partir de 1
pg de RNA total.

Amplificacdo de OsFPN1 e OsMARL1 para clonagem em pENTR/D-TOPO

A sequéncia codificante de OsMARLL1 foi amplificado a partir do pool de cDNA de folhas
de plantas crescidas em condigdo controle, obtido a partir de extracdo de RNA total. A sequéncia
codificante completa (full-length) foi amplificada com a enzima Pfx50 Tag DNA polymerase
(Invitrogen) utilizando o forward primer 5-CACCATGGGGATGGTCACCG e o reverse primer
5'- TTACATTGGTTCAACTTGGAAATGGGG. 0] reverse primer 5'-
CATTGGTTCAACTTGGAAATGGGG foi utilizado para a amplificacdo da sequéncia
codificante de OsMARL1 sem o cddon de terminacdo (TAA). Este fragmento foi designado
OsMARL1 non-stop. A sequéncia codificante de OsFPN1 foi amplificada a partir de vetor

contendo o cDNA do gene de arroz (nimero de acesso J033070C07), adquirido do banco Rice
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Pipeline (http://cdna0l.dna.affrc.go.jp/PIPE). A sequéncia codificante completa foi amplificada

com a enzima Pfx50 Taq DNA polymerase (Invitrogen) utilizando o forward primer 5'-
CACCATGGCGAGTGATGGCC e 0 reverse primer 5'-
TCAAGAAGCTTTGATCCAGTTCATCTT. O reverse primer 5'-
AGAAGCTTTGATCCAGTTCATCTTGG foi utilizado para a amplificacdo da sequéncia
codificante de OsFPN1 sem o codon de terminacdo (TGA). O fragmento resultante foi designado
OsFPN1 non-stop. As quatro sequéncias amplificadas foram clonadas no vetor de entrada
PENTR/D-TOPO (Invitrogen), utilizando a tecnologia Gateway. Vetores pENTR/D-TOPO
contendo as sequéncias codificantes das ferroportinas de arroz foram sequenciados para
confirmar a fidelidade de amplificacdo da sequéncia nucleotidica de cada gene.

Transformacdo de OsFPN1 e OsMARL1 em vetores de expressdo em leveduras e
transformacéao de leveduras

Utilizando a tecnologia Gateway, OsMARL1 full-length, e OSFPN1 e OsMARL1 non-stop
foram transferidos do vetor de entrada para o vetor de expressdo em levedura pAG426-GFP
(Alberti et al., 2007) utilizando a enzima LR Clonase Il (Invitrogen). A confirmacdo da correta
transferéncia para o vetor de expressao foi feita pela clivagem do vetor utilizando as enzimas de
restricdo BamHI (Promega) para clivar OsFPN1 e EcoRV (Invitrogen) para clivar OSMARL1 e
por PCR utilizando a enzima Taq Polimerase (Invitrogen) e os primers de clonagem. O Vetor
pAG426-GFP vazio ou contendo OsFPN1 non-stop foi transformado em Saccharomyces
cerevisiae: Acotl mutante (Acotl::KanMX) para analises de complementacdo do transporte
vacuolar de cobalto (Co), zrclcotl duplo mutante (zrcl::natMX cotl::kanMX4) para anélises de
complementacdo de transporte vacuolar de zinco (Zn) e Co, dcccl mutante (Acccl::HIS3) para
andlises de complementacdo de transporte vacuolar de ferro (Fe). O Vetor pAG426-GFP vazio ou
contendo OsMARL1 full-length foi transformado em S. cerevisiae: fet3fet4 (fet3::LEU2
fet4d::HIS3), zrtlzrt2 (zrtl::LEU2 zrt2::HIS3) e smfl (smfl::URA3) para analises de
complementacdo de transporte de Fe, Zn e manganés (Mn) pela membrana plasmatica,
respectivamente, e Amrs3Amrs4 para transporte mitocondrial de Fe. O Vetor pAG426-GFP vazio
foi transformado nas linhagens selvagens de Saccharomyces cerevisiae: DY150, BY4741 e
BY1457. O mutante zrclcotl foi cedido pela Dra. Ute Kramer (Ruhr University, Bochum,
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Alemanha), os mutantes 4cotl e Acccl e o tipo selvagem DY150 foram cedidos pela. Dra. Mary
Lou Guerinot (Dartmouth College, NH, USA), enquanto as outras linhagens foram adquiridas do
Euroscarf (http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/yeast.html). A transformacéo foi
realizada utilizando o método LiAc/SS carrier DNA/PEG (Gietz and Schiestl, 2007). Os

transformantes foram selecionados em meio sintético completo (SC) sem uracila contendo a cada

litro: 5 g de sulfato de amonio, 1,7 g de base nitrogenada de levedura, 1,92 g de suplemento para
meio sintético de levedura sem uracila (Sigma), 20 g de glicose e 18 g de 4gar (Difco technical®),
com ajuste de pH para 5.3 antes da adicdo do agar (Mills et al., 2010 e 2012) e seguido de
autoclavagem a 121°C por 15 minutos a 1 bar de pressao. As placas foram incubadas a 30°C por

trés dias para o aparecimento das coldnias transformantes.

Ensaios de complementacédo em leveduras

As linhagens de levedura contendo o vetor pAG426-GFP foram crescidas overnight a 30°C
em meio SC liquido sem uracila (descricdo acima), com agitacdo de 200 rpm. As culturas
resultantes foram centrifugadas por 4 min a 4000 rpm e ressuspendidas em meio SC liquido sem
uracila, com a adicéo de 2% galactose, sem a presenca de glicose. Foram entdo incubadas por 4 h
a 30°C, com agitacdo de 200 rpm para a inducdo do promotor GAL1 (Mills et al., 2010 e 2012).
Foram preparadas diluicdes em série a partir das culturas ajustadas para ODggo = 0,4 (1 X), sendo
as diluicdes de 0,1 X (1:10), 0,01 X (1:100) e 0,001 X (1:1000) em meio SC liquido sem uracila e
presenca de galactose a 2%. As placas teste foram preparadas utilizando meio SC sem uracila,
contendo galactose 2% e agar 1,8% (descricdo acima), além da adicdo de diferentes
concentracdes de metais ou quelantes de metais dependendo da linhagem testada: ZnCl,, CoCly,
FeSQO,4, EDTA (acido etileno diamino tetra acético), EGTA (acido etileno glicol bis-tetra acético)
ou BPDS (&cido bato-fenantrolina disulfonico). Placas inoculadas com as diferentes linhagens de

leveduras transformadas foram incubadas a 30°C por 3 a 4 dias para avalia¢do dos resultados.

Crescimento de plantas mutantes de Arabidopsis
Plantas mutantes de Arabidopsis foram crescidas em solo contendo proporgdes iguais de
vermiculita e substrato de turfa autoclavado a 121°C por 15 minutos a 1 bar de pressdo (Mills et

al., 2010; Jaffé et al., 2012). As plantas creceram por aproximandamente um més, regadas apenas
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com &gua destilada, em sala com ambiente controlado com ciclo dia/ noite (22°C, 16 h luz; 18°C,
8 h noite). As linhagens mutantes, geradas em background Columbia (Col) por insercdo de T-
DNA, denominadas fpn1-2 e fpn2-2 (Alonso et al., 2003), assim como a linhagem duplo-mutante
fpnlfpn2 (Morrissey et al., 2009), foram gentilmente cedidas pela Dra. Mary Lou Guerinot
(Dartmouth College, NH, USA).

Expressdo de OsFPN1 em mutantes de Arabidopsis fpnl-2, fpn2-2 e fpnlfpn2

Utilizando a tecnologia Gateway, OsFPN1 full-length foi transferido do vetor de entrada
para o vetor de expressio pMDC32 utilizando a enzima LR Clonase Il (Invitrogen). A
confirmagdo da correta transferéncia de OsFPN1 para o vetor de expressdo foi obtida pela
clivagem do vetor utilizando a enzima de restricdo Hindlll (Promega) e por PCR utilizando a
enzima Taqg Polimerase (Invitrogen) e os primers de clonagem. O vetor de expressdo foi
transformado na linhagem EHA105 de Agrobacterium tumefaciens por choque térmico
(Brasileiro e Carneiro, 1998). A linhagem EHA105 de Agrobacterium tumefaciens foi
gentilmente cedida pelo Dr. Giancarlo Pasquali (UFRGS, RS, Brasil). As plantas mutantes fpnl-
2, fpn2-2 e fpnlfpn2 foram transformadas usando o método floral dip (Clough and Bent, 1998).

Clonagem de OsFPN1 e OsMARL1 em vetores para expressao em protoplasto

Utilizando a tecnologia Gateway, OsFPN1 e OsMARL1 non-stop foram transferidos do
vetor de entrada para o vetor de expressdo pART7-YFP (Galvan-Ampudia and Offringa 2007),
cedido pelo Dr. Felipe dos Santos Maraschin (UFRGS, RS, Brasil), utilizando a enzima LR
Clonase Il (Invitrogen). A seguir, as construcdes foram transformadas em E. coli TOP10 e
plaqueadas em meio LB contendo o antibiotico de selegdo, ampicilina. A confirmacéo da correta
transferéncia de OsFPN1 e OsMARL1 para o vetor de expressao foi realizada com a amplificacdo
dos fragmentos por PCR, utilizando a enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e os primers de
clonagem, de pelo menos 10 colbnias de cada construcdo. Uma colonia de cada construgdo foi
purificada, utilizando kit de miniprep (Invitrogen) e enviada para sequenciamento.

Localizagédo de OsFPN1 e OsMARL1 em protoplastos de Arabidopsis
Plantas de Arabidopsis ecotipo Columbia (Col) foram crescidas como descrito acima.

Folhas de aproximadamente 2 cm de largura e 5 cm de comprimento foram coletadas. Os
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protoplastos foram isolados utilizando a técnica 'Tape-Arabidopsis Sandwich' (Wu et al., 2009).
A técnica consiste na remoc¢do da epiderme abaxial das folhas de Arabidopsis para posterior
liberacdo dos protoplastos em solugdo de enzima contendo 1% cellulase 'Onozuka’ R10
(Yakult®), 0,25% macerozyme 'Onozuka’ R10 (Yakult®), 0,4 M mannitol, 10 mM CaCl,, 20 mM
KCI, 0,1% BSA e 20 mM MES, em pH 5,7. As folhas (cerca de 10) foram mantidas em agitacéo
leve (40 rpm), em placas contendo 10 mL de solugdo de enzima, no escuro por 2 h para a
liberacdo dos protoplastos. A solucéo de protoplastos foi centrifugada a 100 g por 3 min em tubos
falcon de 50 mL. Em seguida os protoplastos foram lavados em 25 mL de solucdo W5 gelada
(154 mM NaCl, 125 mM CaCl,, 5 mM KCI, 5 mM glucose e 2 MM MES, pH 5,7) e incubados
em gelo por 30 min. Durante a incubacdo os protoplastos foram contados usando um
hematocitdmetro em microscdpio Optico. Os protoplastos foram centrifugados novamente e
ressuspendidos em solu¢gdo MMg (0,4 M mannitol, 15 mM MgCl, e 4 mM MES, pH 5.7) para
uma concentracdo final de 2 a 5 x 10° células/mL. Para a transformagdo dos protoplastos foi
utilizado o protocolo descrito por Zhang et al., 2011. Foram adicionados em um tubo de 1,5 mL.:
200 uL de solugdo MMg, 10 pg do vetor pART7-GFP vazio ou pART7-YFP contendo OsFPN1
ou OsMARL1 non-stop e 200uL de solugdo PEG 40% (PEG 4000, Sigma) contendo 0,1 M CaCl,
e 0,2 M manitol. A mistura foi incubada por 5 min em temperatura ambiente. Apos a incubacéo
os protoplastos foram centrifugados a 100 g por 1 min. Os protoplastos foram ressuspendidos em
1 mL de solugdo W5 e incubados em placas de 12 pocos, pré-revestidos com BSA 1%, a
temperatura ambiente, no escuro por 16 h. A observacdo da fluorescéncia de GFP e YFP foi feita
em microscopio de fluorescéncia Axioplan. As proteinas GFP e YFP foram excitadas com o
comprimento de onda de 488 nm e 514 nm, e a deteccao foi realizada nos comprimentos de onda
de 505 a 530 nm e de 530 a 560 nm, respectivamente.

Localizagédo de OsFPN1 e OsMARL1 em leveduras

A localizacdo subcelular das proteinas OsFPN1 e OsSMARL1 non-stop em leveduras foi
avaliada pela fusdo in-frame da proteina GFP na extremidade C-terminal das proteinas OsFPN1 e
OsMARL1 proporcionada pelo vetor de expressao pAG426-GFP (Alberti et al., 2007). Para
induzir a expressdo da proteina GFP, as leveduras foram crescidas overnight a 30°C em meio SC

liquido sem uracila, contendo 2% de glicose. A seguir foram transferidas para meio SC liquido
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sem uracila com 2% de galactose e incubadas por 24 h, a 30°C com agitacdo de 200 rpm. A
observagédo da fluorescéncia de GFP foi realizada em microscopio confocal Olympus FluoView
1000. A proteina GFP foi excitada com o comprimento de onda de 488 nm, e sua deteccdo foi

realizada nos comprimentos de onda de 505 a 530 nm.

Crescimento de plantas de arroz mutantes Osmarll e extracdo de DNA foliar
Sementes de plantas contendo mutacdo no gene OsMARL1 foram obtidas do banco de

mutantes Postech (http://www.postech.ac.kr/life/pfa/), localizado na Coréia do Sul. As plantas

mutantes Osmarll foram crescidas em laboratério em solucdo nutritiva (como descrito acima)
por aproximadamente um més. Para confirmacdo da insercdo do T-DNA nos provaveis mutantes,
amostras de folhas foram coletadas para extracdo de DNA gendmico, utilizando o protocolo
Dellaporta DNA Miniprep (Dellaporta et al., 1983). A amplificacdo foi realizada por PCR,
utilizando a enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e os primers: forward 5’-
AACAGATTCTCCTGCCATGC, reverse 5’-GGAAATGGGGATCAAACATG e T-DNA_RB1
5-TTGGGGTTTCTACAGGACGTAAC, simultaneamente. Apds confirmacdo, 0s mutantes
foram transferidos para substrato (terra preta) e estdo sendo mantidos em casa de vegetacdo até a
maturacdo das sementes. A casa de vegetacdo pertence a Faculdade de Agronomia da UFRGS-
RS/ Brasil.

Resultados e Discussao

Amplificacdo de OsFPN1 e OsMARL1 para clonagem em pENTR/D-TOPO

A sequéncia codificante de OsFPN1 e OsMARL1 foram amplificados por PCR utilizando a
enzima Pfx50 Tag DNA polymerase (Invitrogen) e 0s primers projetados conforme as instrugdes
do fabricante do vetor pPENTR/D-TOPO (Fig. 1). O forward primer contém quatro nucleotideos
extra na extremidade 5’ (CACC), que sdo necessarios para promover a integragdo, no vetor de
entrada (Fig. 2), do produto amplificado por PCR. A integracdo do gene de interesse ocorreu em
5 minutos, a temperatura ambiente (T.A.), devido a atividade da enzima Topoisomerase |
presente nas extremidades do vetor, que fosforila 0 mesmo e promove a ligacdo. Apds a ligagéo

das sequéncias de interesse, a Topoisomerase é liberada. Em seguida os clones de pENTR/D-
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TOPO contendo OsFPN1 (full-length ou non-stop) e OsMARLL1 (full-length ou non-stop) foram
transformados em células termo-competentes de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen), seguindo
instrucdes do fabricante. As células de TOP10 transformadas foram plaqueadas em meio LB
contendo o antibidtico de selecdo, canamicina. Pelo menos 10 col6nias para cada construgdo
foram testadas por PCR, utilizando a enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e os primers
usados para a amplificacdo dos fragmentos clonados no vetor, para confirmagdo da ligag&o.
Colbnias confirmadas positivas para a insercdo das construgdes por PCR foram purificadas,
utilizando kit de miniprep (Invitrogen), clivadas utilizando a enzima de restricdo MIul
(Invitrogen), para todas as constru¢des. Uma colonia de cada construgdo foi enviada para
sequenciamento para confirmar a fidelidade de amplificacdo da sequéncia nucleotidica de
interesse. Cada construcao foi sequenciada em 5 reacdes diferentes: uma com o forward primer
do gene, uma com o reverse primer (full-length ou non-stop), uma com o primer forward-seq
(que anela na metade da sequéncia do gene), uma com o forward primer M13 e uma com o
reverse primer M13 (sendo esses dois Ultimos, primers recomendados pelo fabricante, que
anelam no vetor pENTR/D-TOPO, em regides adjacentes ao sitio de clonagem). Os primers
utilizados para o sequenciamento dos vetores de entrada, contendo os genes das ferroportinas de

arroz, estdo listados na Tabela 1.

OsFPN1 OsMARL1
full-length non-stop full-length non-stop
| \ | |

pb M |

1650

1000

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo das ferroportinas de arroz por PCR para
clonagem no vetor pPENTR/D-TOPO. OsFPN1 e OsMARL1 foram amplificados nas formas full-length (sequéncia
codificante completa) ou non-stop (sequéncia codificante sem o cddon de terminagcdo). M: marcador de peso
molecular, pb (pares de base referentes ao tamanho de fragmento indicado pelo fabricante - Invitrogen). Os tamanhos
dos produtos de PCR sdo: OsFPN1 full-length (1455 pb), OsFPN1 non-stop (1452 pb), OsSMARL1 full-length (1776
pb) e OsSMARL1 non-stop (1773 pb).
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Not |

AAG GGT é
TTC CCA [ |

Figura 2. Representacdo do vetor de entrada pPENTR/D-TOPO da tecnologia Gateway (Invitrogen). No esquema do

vetor estdo representados: 0 gene de resisténcia ao antibiético canamicina (Kanamycin), a origem do vetor (pUC

ori), as duas sequéncias terminadoras (T1 e T2), os sitios de recombinagdo do vetor de entrada (attL1 e attL2) com os

vetores de expressdo de destino e o sitio de insercdo do gene de interesse, representado entre as duas regides de

atividade da topoisomerase | (TOPO).

Tabela 1. Lista de primers usados para 0 sequenciamento das sequéncias codificadoras das

ferroportinas de arroz clonadas no vetor de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen).

Nome do primer

Sequiéncia do primer (sentido 5° — 3°)

OsFPN1 forward
OsFPN1 reverse (full-length)
OsFPNL1 reverse (non-stop)

OsFPN1 forward-seq
OsMARL1 forward

OsMARL1 reverse (full-length)
OsMARL1 reverse (non-stop)

OsMARL1 forward -seq
M13 forward

M13 reverse

CACCATGGCGAGTGATGGCC
TCAAGAAGCTTTGATCCAGTTCATCTT
AGAAGCTTTGATCCAGTTCATCTTGG
GTGCTGACGGGGATCAACT
CACCATGGGGATGGTCACCG
TTACATTGGTTCAACTTGGAAATGGGG
CATTGGTTCAACTTGGAAATGGGG
CCTGTGGCTATTGTCGGTTT
GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
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Ensaios de complementacédo em leveduras

Estudos com as ferroportinas de Arabidopsis mostram que AtFPN1 e AtFPN2 sdo proteinas
de membrana plasmatica e membrana vacuolar, respectivamente, e sdo transportadoras de Fe, Co
e Ni em diferentes partes da planta (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009), enquanto
AtMARL1 pode estar envolvida na homeostase de Fe em cloroplastos, e sua super-expressao leva
a clorose em plantulas (Conte et al., 2009).

Um importante passo a ser dado para a caracterizacdo funcional das ferroportinas de arroz é
a expressdo em leveduras mutantes para genes transportadores de metais, e assim possivelmente
inferir sobre sua funcdo, afinidade por diferentes metais e localizagdo subcelular. Pouco se sabe
sobre as ferroportinas de arroz (ver capitulo 1). Com base na sequéncia do seu peptideo sinal, e
utilizando-se o programa de predicdo iPsort, foi previsto que a proteina OsSMARL1 localiza-se no
cloroplasto, assim como a proteina de Arabidopsis AtMARL (Conte et al., 2009). Naquele
trabalho, o cDNA AtMAR1 foi usado para complementar a levedura mutante fet3fet4, deficiente
no transporte de Fe através da membrana plasméatica. Ndo houve complementacdo do fenotipo
mutante da levedura, como era esperado, pois a localizacdo da proteina AtMAR1, em levedura,
foi mitocondrial. Devido a localizacdo mitocondrial de AtMARL em leveduras, 0 primeiro teste
de complementacdo com OsMARL1 full-length foi com o mutante Amrs34mrs4, deficiente para o
transporte de Fe através da membrana mitocondrial (Bashir et al., 2011) (Fig. 3a). As condicdes
usadas foram: auséncia de fonte de Fe e 50 uM de BPDS, um quelante de metais divalentes.
OsMARL1 ndo apresentou capacidade de resgate do fendtipo mutante. A proteina OsMIT1
(Mitochondrial Iron Transporter), cuja localizagdo mitocondrial foi demonstrada por Bashir et al.
(2011) é capaz de complementar o mutante Amrs34mrs4 no transporte de Fe para a mitocondria.
E possivel que OsMARL1 ndo tenha sido funcional em mitocondrias por ser uma proteina
especifica de cloroplastos.

Existe uma proteina de Arabidopsis que, apesar de ser cloroplastidica, é capaz de
complementar a levedura mutante fet3fet4 no transporte de Fe. A proteina AtPIC1 (Permease In
Chloroplasts 1) transporta Fe através de membrana do cloroplasto em células da planta, mas
mostrou-se funcional também na membrana plasmatica das células de levedura (Duy et al.,
2007). Com base neste fato, decidimos testar a capacidade de OSMARL1 complementar mutantes
deficientes no transporte de Fe (fet3fet4), Zn (zrtlzrt2) e Mn (smfl) através da membrana

plasmatica (Fig. 3b, c, d). AtIRT1 foi utilizado como um controle positivo, pois a proteina
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AtIRT1 é capaz de mediar o transporte de multiplos metais, incluindo Fe, Mn, Zn e Cd quando
expressa em leveduras (Korshunova et al., 1999; Eide et al., 1996). Os resultados mostraram,
como esperado, a complementacdo do fendtipo mutante nas células transformadas com AtIRT1,
mas nenhuma complementacdo ficou evidente para OsMARL1 full-length, quando comparado
com os mutantes transformados com o vetor vazio. No mutante com deficiéncia no transporte de
Zn (zrtlzrt2), foi possivel observar um crescimento levemente superior nas células contendo o
gene OsMARL1 full-length. A repeticdo dos testes ndo mostrou nenhuma diferenca em relacéo os
resultados j& apresentados na Figura 3. Assim, com o0s resultados obtidos até o0 momento, ndo é
possivel inferir uma possivel funcéo no transporte de metais em leveduras para o gene OSMARL1.
A construcdo OsMARL1 non-stop ndo foi utilizada para os testes de complementacdo de
transporte em leveduras, pois a perda do codon de terminacdo de uma proteina e a adicdo de uma
proteina pequena de GFP na por¢cdo C-terminal podem diminuir a eficiéncia do transporte de
metais, como constatado pelo nosso grupo para a proteina OsMTP1 (Metal Tolerance Protein),
embora ndo ocorra alteragdo na especificidade por metais ou localizagdo subcelular (Menguer et
al., 2013).
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Figura 3. Andlise functional de OsSMARL1 em mutantes de Saccharomyces cerevisiae. Os mutantes deficientes no
transporte de Fe através da membrana mitocondrial (4mrs34mrs4) ou Fe (fet3fetd), Zn (zrtlzrt2) e Mn (smfl) através
da membrana plasmatica foram transformados com o vetor pAG426-GFP vazio ou expressando OsMARLL1 full-
length. As linhagens selvagem DY150 e BY1457 foram transformadas somente com o vetor pAG426-GFP vazio. Os
nimeros na base das figuras representam as diluicdes em série das culturas. As diluicGes em série foram feitas a
partir das culturas ajustadas para ODgy = 0,4 (1 X), sendo as dilui¢des de 0,1 X (1:10), 0,01 X (1:100) e 0,001 X
(2:1000) em meio SC liquido sem uracila e presenga de galactose a 2%. Foram inoculadas gotas sequenciais de 5 puL
nas placas de meio SC sem uracila, com 2% de galactose. Na placa teste do mutante Amrs34mrs4, além da auséncia
de fonte de Fe, 50 uM de BPDS (&cido bato-fenantrolina disulfonico) foi adicionado. Diferentes concentragdes de
guelantes de metais foram adicionadas nas placas testes dos mutantes deficientes no transporte através da membrana
plasmatica: 0,25 mM de EDTA (&cido etileno diamino tetraacético) para fet3fet4 e 0,025 mM de EGTA (4cido
etileno glicol bis-tetraacético) para smfl. Para crescimento da linhagem zrtlzrt, foram adicionados 20 uM de ZnCl,

nas placas controle, enquanto na placa teste nada foi adicionado. As placas foram incubadas a 30°C por 3 a 4 dias.
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A proteina OsFPN1 de arroz parece ter localizacdo vacuolar, segundo o programa de
predicdo Wolf Psort (ver capitulo 1), assim como a proteina AtFPN2 de Arabidopsis (Schaaf et
al., 2006; Morrissey et al., 2009). AtFPN2 é capaz de recuperar o fendtipo do mutante Acot! para
o transporte de Ni (Schaaf et al., 2006), do mutante Acot! para o transporte de Co e do mutante
Acccl para o transporte de Fe vacuolar (Morrissey et al., 2009). Os primeiros testes de
complementagdo com OsFPN1 foram nos mutantes para transportadores vacuolares de Co (dcot!
e zrclcotl), Zn (zrclcotl) e Fe (dcccl) (Fig. 4a, b, c). Foi utilizada constru¢cdo OsFPN1 non-stop
no vetor de expressdo em leveduras pAG426-GFP. Até este momento, ndo foram obtidas colénias
positivas para a versdao OsFPNL1 full-length ap6s a recombinacdo no vetor de expressdo pAG426-
GFP com o vetor de entrada.

OsMTPL1 foi utilizado como controle positivo para o transporte de Zn e Fe vacuolar nos
mutantes zrclcotl e Acccl, conforme Menguer et al. (2013) (Fig. 4b, c). O ensaio realizado com
0 mutante deficiente no transporte de Zn (zrclcotl) expressando OsFPN1 non-stop néo
apresentou nenhuma diferenca em relagdo ao mutante com o vetor vazio na presenca de 0,25 mM
de ZnCl; (Fig. 4b). Foram testados dois mutantes deficientes no transporte de Co vacuolar: Acotl
e 0 duplo mutante zrclcotl (Fig. 4a, b). Foi observada maior sensibilidade ao cobalto nos
mutantes transformados com OsFPN1 non-stop do que nos mutantes com o vetor vazio. Para
testar se essa sensibilidade poderia ser resultante de transporte de Co através da membrana
plasmatica, a capacidade de transporte de metais através da membrana plasmatica pela proteina
OsFPN1 foi investigada. O mutante fet3fet4 foi transformado com OsFPN1 non-stop. A
transformacdo ndo foi capaz de resgatar a capacidade de transporte de Fe através da membrana
plasmética nas células mutantes (Fig. 4d). Nenhuma diferenca em relacdo ao mutante com o
vetor vazio foi observada, tanto com a adi¢do de 0,25 mM quanto de 0,5 mM de EDTA, utilizado
para diminuir a disponibilidade de Fe. Com base nos resultados obtidos, foi descartada uma
possivel funcdo da proteina OsFPN1 no transporte de metais através da membrana plasmaética,
reforcando a hipotese de que atua como transportador vacuolar. Diferencas foram observadas nos
testes com o mutante 4cccl, defectivo para o transporte de Fe vacuolar (Fig. 4c). O crescimento
do mutante Acccl € inibido em 6,5 mM FeSO,4 quando comparado com o tipo selvagem. OsFPN1
parece complementar o mutante Acccl, assim como AtFPN2 (Morrissey et al., 2009), indicando
que OsFPN1 pode transportar Fe quando expresso em leveduras, e é candidato a gene ortologo a

FPN2 de Arabidopsis.
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Figura 4. Analise functional de OsFPN1 em mutantes de Saccharomyces cerevisiae. Os mutantes deficientes no
transporte vacuolar de Co (dcotl e zrclcotl), Zn (zrclcotl) e Fe (dcccl) ou deficiente no transporte de Fe através da
membrana plasmatica (fet3fet4) foram transformados com o vetor pAG426-GFP vazio ou expressando OsFPN1 non-
stop. As linhagens selvagens DY150, BY4741 e BY1457 foram transformadas somente com o vetor pAG426-GFP
vazio. Os nimeros na base das figuras representam as dilui¢cdes em série das culturas. As diluicGes em série foram
feitas a partir das culturas ajustadas para ODgy = 0,4 (1 X), sendo as diluigdes de 0,1 X (1:10), 0,01 X (1:100) e
0,001 X (1:1000) em meio SC liquido sem uracila e presenca de galactose a 2%. Foram inoculadas gotas sequenciais
de 5 pL nas placas de meio SC sem uracila, com 2% de galactose e diferentes concentragdes de metais: 0,3 mM de
CoCl, para 4cotl, 0,2 mM de CoCl, para zrclcotl, 0,25 mM de ZnCl, para zrclcotl e 6,5 mM de FeSO4 para
Acecl; ou 0,25 e 0,5 mM do quelante EDTA (&cido etileno diamino tetraacético) para fet3fet4. As placas foram

incubadas a 30°C por 3 a 4 dias.
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O teste de localizagéo subcelular de OsFPNL1 foi realizado utilizando o vetor pAG426-GFP,
que fusiona a proteina fluorescente GFP na por¢do C-terminal do gene e permite a localizacdo
por fluorescéncia. Foram testadas as linhagem Acccl e zrclcotl de levedura. O resultado do
ensaio realizado com a linhagem Acccl pode ser visto na Figura 5. A fluorescéncia da
construcdo OsFPN1-EGFP se co-localiza com o vacuolo, que aparece como uma depressdo na
imagem de DIC (Fig. 5b). A localizagdo da proteina OsFPN1 em leveduras constituiu um

importante passo na caracterizacdo das ferroportinas de arroz.

a DIC EGFP

OsFPN1-GFP

Figura 5. OsFPN1 tem localizagdo vacuolar quando expresso em leveduras. OsFPN1-EGFP localizou-se no vactolo
de células da levedura mutante Acccl utilizando o vetor pAG426-GFP (a) Proteina EGFP (verde) sozinha é
distribuida por todo o citoplasma. (b) OsFPN1-EGFP (verde) co-localiza com o vacuolo, que aparece como uma

depressdo na imagem de DIC. Imagens obtidas em microscopio confocal. Barra de escala= 25 pm.

Localizacdo de OsFPN1 e OsMARL1 em protoplastos de Arabidopsis
Ensaios de expressdo transitdria sdo uma alternativa para a analise funcional de expressédo
de genes em plantas, e sdo usados ha pelo menos duas décadas (Dekeyser et al., 1990; Sheen,

2001). Estes ensaios sdo vistos como uma alternativa vantajosa em relacdo a transgenia, pois é
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possivel observar os resultados em menor tempo (Kapila et al., 1997). De acordo com programas
de predicdo de localizacdo subcelular baseados nas sequiéncias nucleotidicas das proteinas,
OsMARL1 localiza-se no cloroplasto e OsFPN1 no vacuolo (ver capitulo 1). Visando confirmar
(ou ndo) estas localizages, tentou-se realizar ensaios de expressdo transiente de OSMARL1-YFP
e OsFPN1-YFP em protoplastos de Arabidopsis, utilizando o vetor de expressdo em plantas
PART7 (Galvan-Ampudia and Offringa 2007). Os ensaios foram realizados no laboratério da.
Dra. Mary Lou Guerinot, no Dartmouth College, NH, USA. A Figura 6 mostra que a extracao de
protoplastos e a transformacdo dos mesmos foram realizadas com sucesso, podendo ser
observadas células vidveis 24 h apds a realizacdo dos protocolos (Fig. 6a). Foram observadas
células expressando a proteina fluorescente GFP somente no controle positivo (Fig. 6e,
expressando somente GFP, sem fusdo com proteinas de arroz). Nenhuma célula expressando
OsMARL1-YFP ou OsFPN1-YFP foi observada nos ensaios. Nenhum erro na sequéncia
nucleotidica da construcdo OsMARL1 non-stop foi observada nos resultados do sequenciamento.
O sequenciamento da construcdo OsFPN1 non-stop apresentou uma qualidade ruim na regiéo
inicial e final da sequéncia nucleotidica, mas na regido com boa qualidade de sequenciamento,
nenhum erro foi observado. Ainda ndo se tem uma explicacdo para o ndo funcionamento do
experimento utilizando o vetor pART7, pois este ja foi utilizado com sucesso em trabalhos de
outros autores (Galvan-Ampudia and Offringa 2007; Arenhart et al., 2013). Estes experimentos

deverdo ser repetidos utilizando outros vetores da tecnologia Gateway.
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Figura 6. Ensaio de expressdo transiente em protoplastos de Arabidopsis. (a) células controle ndo transformadas. (b)

células observadas em campo claro 24 h ap6s transformacgéo com pART7-GFP. (c) Célula expressando a proteina
nuclear H2B-RFP. (d) Autofluorescéncia dos cloroplastos. (e) Célula transformada com pART7-GFP expressando a

proteina fluorescente (controle positivo). Barra de escala= 10 pum.

Identificacdo de mutantes Osmarll e Expressdo de OsFPN1 em mutantes de Arabidopsis

As sementes recebidas do banco Postech (da linhagem contendo inser¢cdo de T-DNA no
gene OsMARL1) foram germinadas, e as plantulas tiveram DNA gendmico extraido e analisado
por PCR, para identificacdo de individuos contendo a insercdo em homozigose ou em
heterozigose. Foram identificados cinco mutantes heterozigotos (Fig. 7, canaletas 3, 4, 5, 9 e 10)
e dois homozigotos (Fig. 7, canaletas 2 e 7) para a insercdo de T-DNA na regido codificante do
gene Osmarll. As plantas mutantes foram transferidas para casa de vegetacdo, onde seréo
mantidas até a obtencdo das sementes. As sementes serdo utilizadas para a realizagdo de testes
comparando o padrdo de expressdo génica e caracteristicas fenotipicas dos mutantes Osmarll

com plantas do tipo selvagem (WT), submetidas ou ndo a tratamento de deficiéncia de Fe. A
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andlise dos mutantes Osmarll serd importante para a caracterizagdo funcional das ferroportinas

de arroz.

9 10 C-

pb M 1 4 5 6 7 8 WT WT

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo dos mutantes Osmarll por PCR. As reacGes
foram realizadas utilizando trés primers simulataneamente: forward e reverse do gene OSMARL1 e reverse primer do
T-DNA inserido no mutante. Foram testadas dez plantas numeradas de 1 a 10. M: marcador de peso molecular, pb
(pares de base referentes ao tamanho de fragmento indicado pelo fabricante - Invitrogen), C-: controle negativo do
PCR; WT: plantas do fenétipo selvagem utilizadas como controle positivo. Os tamanhos dos produtos amplificados
por PCR séo: 1100 pb para o produto amplificado com os primers forward e reverse do gene OsMARL1 e 550 pb

para produto amplificado com os primers forward do gene OsFPNL1 e reverse primer do T-DNA.

As plantas mutantes fpnl-2, fpn2-2 e fpnlfpn2 de Arabidopsis foram transformadas no
Laboratdrio de Fisiologia Vegetal (UFRGS/RS-Brasil) usando o método floral dip descrito por
Clough and Bent ( 1998). As plantas transformadas com a constru¢cdo OsFPN1 full-length estdo
sendo crescidas em sala climatizada adequada até a maturacdo completa das sementes. Apos a
coleta das sementes, estas serdo germinadas em placas contendo o antibiético de selecdo em
plantas, higromicina. Espera-se a obtencdo de sementes transformadas, que permitirdo a

caracterizacgdo funcional de OsFPN1.

Conclusdes e Perspectivas

Devido a grande importancia nutricional e econdmica do arroz, é cada vez maior o niUmero
de trabalhos sendo realizados com o objetivo de caracterizar genes e mecanismos responsaveis
pelos processos de homeostase de nutrientes minerais, especialmente os metais essenciais para a

salde humana Fe e Zn. At¢é o momento, somente as ferroportinas de Arabidopsis foram
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caracterizadas em plantas, tendo sido demonstrado que estdo envolvidas na homeostase de Fe, Co
e Ni. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo funcional das ferroportinas de arroz
através da expressdo heterloga dos cDNAs em linhagens de levedura contendo mutacdes em
genes que codificam diferentes transportadores de metais, a localizacdo subcelular das proteinas
OsFPN1 e OsMARL1 em protoplastos de Arabidopsis, e a transformacdo de mutantes perda-de-
funcgéo fpnl, fpn2 e fpnlfpn2 de Arabidopsis.

Os resultados obtidos até 0 momento para a expressdo do gene OsMARLL1 full-length em
leveduras ndo permitiram inferir uma possivel funcdo da proteina OSMARLL1 no transporte de
metais. Novas tentativas serdo realizadas, utilizando-se um vetor de expressdo constitutiva. A
expressdo da proteina OsFPN1 em fusdo com GFP pareceu resgatar o fenétipo do mutante Acccl,
assim como a expressdo da proteina de Arabidopsis AtFPN2 (Morrissey et al., 2009), indicando
que OsFPN1 pode transportar Fe quando expresso em leveduras, e o gene OsFPNL1 é candidato a
ortélogo de AtFPN2. Testes para localizacéo subcelular com a constru¢do OsFPN1-GFP no vetor
pAG426-GFP serdo realizados, visando testar a hipotese de localizagdo vacuolar.

Apdbs diversas tentativas, o protocolo de extracdo de protoplastos resultou em células
viaveis apds o evento de transformacdo. Ndo foram observadas células expressando OsMARL1-
YFP ou OsFPN1-YFP utilizando o vetor pART7. Novos ensaios de expressdo transiente seréo
realizados para os genes OsSMARL1 e OsFPN1 em protoplastos, utilizando os vetores de
expressao em plantas pEarleyGate 101 (YFP) e 103 (GFP) (Earley et al., 2006), ambos da
tecnologia Gateway (Invitrogen).

As plantas de Arabidopsis mutantes fpnl-2, fpn2-2 (Alonso et al., 2003) e fpnlfpn2
(Morrissey et al., 2009) foram transformadas usando o método floral dip (Clough and Bent,
1998) com a construgdo OsFPN1 full-length utilizando o vetor de expressdo em plantas pMDC32
da tecnologia Gateway (Invitrogen). As plantas estdo em fase de maturagcdo das sementes, e serdo
coletadas no final do més de julho de 2013. Quando obtidas as plantas transformantes, estas seréo
cruzadas até a geragédo de plantas expressando OsFPN1 full-length em homozigose. As plantas
homozigotas serdo testadas para o resgate do fenotipo selvagem na presenca de concentracfes
consideradas toxicas de metais como Fe, Co e Ni, de acordo com os trabalhos caracterizando as

ferroportinas de Arabidopsis (Shaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009).
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DISCUSSAO GERAL

Foi proposto que as ferroportinas de Arabidopsis estdo envolvidas com os mecanismo de
transporte e detoxificacdo de metais (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009; Conte et al.,
2009), acrescentando esses genes na lista de possiveis alvos para manipular as concentracdes de
nutrientes minerais em sementes. As ferroportinas ndo foram caracterizadas em nenhuma outra
espécie de planta. Na busca por genes de arroz que pudessem ser homologos das ferroportinas de
Arabidopsis, nos encontramos trés sequéncias: uma com homologia a AtFPN1 e AtFPN2
(Os06936450) nomeada OsFPN1, e duas com homologia a AtMAR1 (0Os12g37530 e
0s05g04120), nomeadas OSMARL1 e OsMARL2 (MAR Like).

A arquitetura das ferroportinas de arroz foi determinada pelo alinhamento das sequéncias
genbmica, de cDNA e seqliéncia codificadora de cada um dos genes. OsFPN1 possui 4 éxons e
uma sequéncia codificante de 1455 pb. OsMARLL1 possui 13 éxons e uma sequéncia codificante
de 1776 pb. OsMARL2 apresenta 10 éxons e uma sequéncia codificante de 1782 pb. A proteina
OsFPN1 compartilha 51% e 53% de similaridade com as proteinas AtFPN1 e AtFPN2 de
Arabidopsis, respectivamente, e tem localizacdo vacuolar predita pelo software Wolf Psort, assim
como AtFPN2 (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009). As proteinas OSMARL1 e OSMARL2
compartilham 48% e 41% de similaridade com a proteina AtMAR1. OsMARL1 tem localizacéo
cloroplastidica predita pelo software iPsort, assim como AtMAR1 (Conte et al., 2009), enquanto
a de OsMARL2 é mitocondrial. O gene OsMARL1 pode ser transcrito de duas formas distintas,
nomeadas OsMARL1a e OsMARL1b, e a expressdo destes transcritos parece ser regulada de
forma distinta por diferentes tratamentos e durante o desenvolvimento reprodutivo.

OsFPN1 apresentou um padrdo de expressdo variante durante o desenvolvimento
reprodutivo em diferentes 6rgdos. The todos os transcritos avaliados, OSMARL1b apresentou 0s
mais altos niveis em folhas-bandeira. Os niveis de transcritos de OsSMARL1a foram mais baixos
que OsMARL1b em todos os oOrgdos. Em paniculas, somente a expressdo de OsMARL1b
apresentou uma elevacdo gradual nos estagios finais de desenvolvimento reprodutivo. Foi
mostrado por Sperotto et al. (2010) que genes com expressdo variante durante o desenvolvimento
reprodutivo em plantas de arroz podem ter relagdo com as concentragdes de nutrientes finais nos
grdos. Sendo assim, o padrdo de expressdao de OsFPN1, OsMARL1a, OsMARL1b e OsMARL?2
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durante o desenvolvimento reprodutivo pode indicar um possivel envolvimento das ferroportinas
neste processo.

OsFPN1 e OsMARL1a tiveram expressao induzida por deficiéncia de Fe e diminuida por
excesso de Fe em parte aérea. OsFPN1 apresentou 0s mais altos niveis de tanscritos, dentre as
ferroportinas de arroz, na condicao de deficiéncia de Fe. Estes resultados sugerem fortemente que
OsFPN1 e OsMARL1a tem expressao regulada pelos niveis de Fe na planta, assim como AtFPN2
e AtMAR1, embora de forma e em 6rgdos diferentes (Schaaf et al., 2006; Morrissey et al., 2009;
Conte et al., 2009). No tratamento com excesso de Ni, OsFPN1 e OsMARL1a apresentaram
niveis elevados de transcritos em parte aérea, e OSMARL1b em raizes. Estes resultados sugerem
que o Ni pode estar induzindo indiretamente uma resposta caracteristica de deficiéncia de Fe, e
um possivel papel das ferroportinas de arroz na detoxificacdo do Ni.

Considerando todos os resultados de analise de expressdo, € possivel sugerir que 0s genes
de ferroportina de arroz sdo regulados de formas distintas em plantas jovens e durante o
desenvolvimento reprodutivo. OSMARL2 parece ter sido originado por um evento de duplicagéo
do gene OsMARL1, de acordo com uma andlise superficial da estrutura dos genes (Fig. 1,
capitulo 1), e pode estar passando por um evento de perda de funcéo ou de aquisicdo de uma nova
funcdo, pois seu padrdo de expressdo mostrou-se bastante diferente do apresentado por
OsMARL1. Mais estudos para entender a evolucdo e possiveis papéis de cada gene sdo
necessarios.

As andlises funcionais das ferroportinas de arroz realizadas mostraram que OsMARL1 full-
length quando transformado nas leveduras mutantes defectivas para o transporte de Fe pela
membrana mitocondrial (dmrs34mrs4) e de Fe (fet3fetd), Zn (zrtlzrt2) e Mn (smfl) pela
membrana plasmatica, ndo apresentou nenhum incremento no crescimento comparado as
linhagens mutantes transformadas com o vetor vazio. Ndo foi possivel observar a proteina de
fusdo OsMARL1-GFP quando expressa em leveduras. Dessa forma, os resultados obtidos até o
momento ndo permitem inferir uma possivel fungdo da proteina OSMARL1 no transporte de
metais, nem confirmar a previsdo de localizacao cloroplastidica.

As andlises funcionais de OsFPN1 non-stop mostraram que OsFPN1-GFP resgata o
fendtipo de Acccl para o transporte de Fe vacuolar, indicando que OsFPN1 pode transportar Fe
quando expressa em leveduras. A proteina localiza-se no vacuolo quando expressa em leveduras.

Assim, sugere-se que o gene OsFPN1 é candidato a gene ortélogo de AtFPN2 (Morrissey et al.,
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2009). Testes utilizando um vetor de expressédo constitutiva em leveduras estdo previstos para o
futuro.

Os ensaios de expressao transiente para localizacéo das proteinas OSMARL1 e OsFPN1 em
protoplastos de Arabidopsis ndo tiveram resultados positivos até o momento, utilizando o vetor
PART7. O protocolo de extracdo de protoplastos foi bem sucedido, resultando em células viéveis
apos o evento de transformacéo, mas nao foram observadas células expressando OSMARL1-YFP
ou OsFPN1-YFP. Novos testes de localizacdo serdo realizados, utilizando os vetores de
expressao em plantas pEarleyGate 101 (YFP) e 103 (GFP) da tecnologia Gateway (Invitrogen), ja
utilizados com sucesso por outros membros do grupo.

As plantas de Arabidopsis mutantes fpnl-2, fpn2-2 e o duplo-mutante fpnlfpn2 foram
transformadas com a construcdo OsFPN1 full-length utilizando o vetor de expressdo em plantas
pMDC32 da tecnologia Gateway (Invitrogen). As plantas estdo em fase de maturacdo das
sementes, e serdo coletadas no final do més de julho de 2013. Se forem obtidas plantas
transformantes, estas terdo as plantas T2 testadas quanto ao resgate do fenétipo selvagem, quando
expostas a concentracBes de metais consideradas toxicas para os mutantes. Os resultados de
complementacdo dos mutantes de Arabidopsis, assim como a analise dos mutantes Osmarll de
arroz, compreendem passos importantes para a caracterizacdo funcional das ferroportinas de
arroz e podem contribuir de forma efetiva para a caracterizagdo do papel das ferroportinas no
transporte de metais.

O trabalho realizado permite concluir que plantas de arroz possuem trés genes semelhantes
a ferroportinas de Arabidopsis OsFPN1, OsMARL1 e OsMARL2. Com base nos resultados
obtidos até o momento, sugire-se que a proteina OsFPN1 é um transportador vacuolar de Fe, tem
expressdo regulada pelos niveis de Fe na planta e pode participar da detoxificacdo de metais
toxicos em eventos de deficiéncia de Fe. OsMARL1 é um transportador de Fe localizado na
membrana do cloroplasto e tem expressdo regulada pelos niveis de Fe na planta. OSMARL2 é
uma proteina de mitocondria, ndo tem regulacdo por Fe e parece ser um gene gerado por um
evento de duplicacdo do gene OsMARL1 e estar passando por uma subfuncionalizacdo. A
conclusdo dos experimentos em andamento e a realizagdo de novos experimentos sdo necessarias

para que tais hipoteses sejam adequadamente testadas.
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