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RESUMO

Ferro e zinco sd@o micronutrientes essenciais para o desenvolvimento de todas as
plantas. Porém, quando em excesso, ambos se tornam toxicos, levando a redugdo da
biomassa, clorose, estresse oxidativo e inibicdo do crescimento das raizes. Portanto, as
plantas desenvolveram mecanismos para lidar tanto com a deficiéncia quanto com o
excesso desses micronutrientes. Ferro e zinco também sdo micronutrientes essenciais para a
saude humana. Uma melhor compreensdo dos mecanismos de absorgdo, transporte e
armazenamento de ferro e zinco nas plantas poderd auxiliar programas de biofortificagcdo
que buscam aumentar o conteldo desses micronutrientes nas plantas consumidas pela
populacdo humana.

Foi descrito, em Arabidopsis thaliana, um gene cuja expressdo é induzida por
excesso de zinco, denominado ZINC-INDUCED FACILITATOR1 (AtZIF1). Mutacdes
nesse gene alteram a distribuicdo de zinco na planta. Sua expressdo, além de ser induzida
por excesso de zinco, também ¢é induzida por deficiéncia de ferro. Treze membros
pertencentes a familia ZIF-like (ZIFL) foram identificados pelo nosso grupo no genoma do
arroz. Os genes OsZIFL4 e OsZIFL9, localizados nos cromossomos 11 e 12
respectivamente, foram originados a partir de um evento de duplicagéo, apresentando 92%
de similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos. Em nosso laboratério, foi constatado
que os genes OsZIFL4 e OsZIFL9 apresentam, respectivamente, 9 e 10 sequéncias para
ligacdo de IDEF1, fator de transcri¢do de resposta a deficiéncia de ferro.

Foram realizados experimentos para verificar se os genes OsZIFL4 e OsZIFL9 séo
mais expressos em excesso de zinco e deficiéncia de ferro. A expressdo desses dois genes
foi avaliada em diferentes 6rgdos de plantas de arroz no estagio vegetativo (raizes, caules e
folhas) e em paniculas em diferentes fases do estagio reprodutivo (R3, R5 e R7). Apenas 0
gene OsZIFL4 teve expressdo induzida em excesso de zinco e deficiéncia de ferro,
indicando que o gene OsZIFL4 pode codificar um transportador de ferro ou de zinco. As
analises de expressao nos diferentes 6rgaos revelaram que o gene OsZIFL4 é mais expresso
em raizes, enquanto o gene OsZIFL9 é mais expresso em paniculas. Esses resultados
indicam que um processo de subfuncionalizagdo desses dois genes pode ter comecado a
ocorrer apos o evento de duplicacdo. Mais experimentos sd0 necessarios para comprovar

essas hipodteses.
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1. INTRODUCAO

1.1. Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € a base da dieta para a metade da populacdo mundial e
prové 20% da energia consumida por seres humanos. Esse cereal é o principal componente
da dieta em dezessete paises da Asia e do Pacifico, nove paises nas Américas do Sul e do
Norte e oito paises da Africa (FAO, 2004). Devido & sua proeminéncia na dieta de paises
em desenvolvimento, o arroz tem sido um importante alvo de pesquisa na area de
biofortificacdo, j& que a producdo de linhagens com maior conteudo de nutrientes — tais
como ferro, zinco e vitamina A — poderd ter um impacto significativo na solucdo do
problema da méa nutri¢do (HarvestPlus, 2006).

O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca de
11,1 milhdes de toneladas por ano para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas. O Rio
Grande do Sul é o maior produtor de arroz no Brasil, sendo responsavel por 62,2% da

producdo nacional dessa cultura (IBGE, 2010).

1.2. Zinco na nutricdo vegetal

As plantas necessitam de um conjunto de nutrientes minerais essenciais, sem 0s
quais elas sdo incapazes de completar o seu ciclo de vida (Marschner, 1995). Esses
nutrientes minerais sdo tradicionalmente classificados em macro e micronutrientes,
dependendo da quantidade exigida para o desenvolvimento normal da planta. Os
micronutrientes sdo necessarios em quantidades relativamente pequenas, mas criticas para o

funcionamento correto do metabolismo: entre 5 e 100 mg kg™ (Alloway, 2004).



O zinco é um dos oito micronutrientes essenciais para as plantas. Ele é o metal de
transicdo mais abundante nos organismos depois do ferro, e € o Unico metal representado
em todas as seis classes de enzimas (Broadley et al., 2007). Em solug&o, contrastando com
0 Fe* e o Cu*?, o zinco existe num estado de oxidacéo +2 e é redox-estavel sob condicdes
fisiologicas (Barak & Helmke, 1993). Desse modo, 0 zinco, em sistemas biolégicos, s6
existe na forma Zn*? e néo participa de reacdes de oxirredugdo (Maschner, 1995).

As funcgBes metabodlicas do zinco sdo baseadas na sua forte tendéncia a formar
complexos tetraédricos com os ligantes nitrogénio (N), oxigénio (O) e, principalmente, o
enxofre (S). Trés sitios primarios de ligacdo para o Zn*? em proteinas sdo reconhecidos:
estrutural, catalitico e cocatalitico (Maret, 2005). Nos sitios estruturais, 0 zinco garante o
dobramento correto da proteina. Nos sitios cataliticos, o zinco esta diretamente envolvido
na funcdo catalitica da enzima. Em sitios cocataliticos, o zinco pode ser utilizado para
funcbes cataliticas, reguladoras e estruturais. Mais de setenta metaloproteinas contendo
zinco j& foram identificadas (Barak & Helmke, 1993), entre elas: &lcool desidrogenase,
anidrase carbbnica, CuZn-superéxido dismutase, fosfatase alcalina, fosfolipase,
carboxipeptidase e RNA polimerase.

Esse papel do zinco como componente integral de diversas enzimas torna esse
elemento crucial para varios processos metabdlicos na planta, tais como a fotossintese,
sintese protéica, manutencdo da integridade da membrana, metabolismo de auxina e
reprodu¢do. Uma das funcbes mais conspicuas do zinco esté relacionada com a regulacéo
da expressdo génica: vérios fatores de transcricdo dependem da presenca do zinco para
formar o motivo dedo-de-zinco, reconhecer sequéncias de DNA especificas e ativar a

transcricdo (Alberts et al., 1998; Brown, 2006).



Os sintomas caracteristicos mais visiveis da deficiéncia de zinco sdo crescimento
reduzido e folhas cloréticas, necréticas e mal formadas. Varias mudancas bioguimicas
também podem ser relacionadas a deficiéncia de zinco: reducdo da atividade fotossintética,
producdo de radicais livres, diminuicdo da sintese protéica, reducdo dos niveis do
fitormoénio &cido indol-acético, entre outras.

As plantas obtém todo o zinco de que necessitam a partir do solo. Contudo, muitas
condicBes do solo podem resultar em quantidades insuficientes de zinco disponivel. Por
exemplo, solos arenososos geralmente tém um baixo conteddo total de zinco, e solos
calcareos possuem um pH alcalino que diminui a disponibilidade desse metal (Alloway,
2004). Solos inundados por longos periodos de tempo, como nas plantagcdes de arroz
irrigado, produzem condicdes redutoras. 1sso pode levar a uma reducdo no pH e a uma alta
concentracdo de ions bicarbonato, o que também inibe a captura de zinco pelas plantas
(Marschner, 1995).

A raiz é o principal 6rgdo de captura de nutrientes minerais nas plantas.
Aparentemente, a maioria do zinco parece ser obtida como um cétion divalente (Zn*?); e
em pH alto, possivelmente também ¢é obtido como um céation monovalente (ZnOH")
presentes na solucdo do solo (Marschner, 1995). Porém, foi proposto que as raizes também
podem absorver o zinco quelado a fitossideréforos (Zhang et al., 1991). Fitossideréforos
sdo aminoacidos ndo-protéicos que podem ser excretados na rizosfera para mobilizacdo de
metais insollveis. Inicialmente, a liberacdo de fitossideroforos foi descrita como um
mecanismo para mobilizar o Fe*® presente no solo em compostos inorganicos insoldveis
(Marschner & Romheld, 1994). Contudo, descobriu-se que os fitossider6foros liberados por
raizes de gramineas podem ligar-se ndo s6 ao Fe*, como também efetivamente quelam

Zn*? Cu*? Mn*? Ni*? e Co*? (Buchanan et al., 2000).



1.3. Zinco na nutri¢cdo humana

O zinco é um micronutriente essencial ndo sé para as plantas, mas também para 0s
animais, incluindo os seres humanos. J& foram identificadas mais de trezentas enzimas que
contem zinco e estdo envolvidas em processos metabolicos basicos nos seres humanos.
Portanto, um consumo adequado desse mineral é necessario para 0 crescimento e
reproducdo normais (FAO/WHO/IAEA, 1996). Estima-se que aproximadamente um terco
da populacdo mundial esteja sob risco de consumo insuficiente de zinco, condic¢do que pode
resultar em varios problemas de salde, entre os quais destacam-se o0 crescimento retardado,
a imaturidade sexual, problemas cognitivos e a imunodepressdo (IZINCG, 2004). A
deficiéncia de zinco em humanos € a terceira mais importante no mundo, depois das
deficiéncias de ferro e vitamina A (Hambidge, 2000).

As pessoas obtém todo zinco de que necessitam através da dieta. Plantas deficientes
em zinco geralmente tém baixas concentracdes de zinco nos tecidos, e essa deficiéncia
acaba afetando também os consumidores primarios e secundarios das plantas. Muitos
produtos alimenticios sdo derivados diretamente de plantas, incluindo cereais como o arroz,
o trigo, o milho e o sorgo. Mas é importante notar que o contetdo de zinco de produtos
animais também ¢ afetado pelas relacbes solo-planta, pois ruminantes consomem pasto e
outros animais (e.g. suinos e aves) consomem cereais. Portanto, a deficiéncia de zinco ndo
sO0 reduz a produtividade agricola (Fageria et al., 2002), como também reduz o valor

nutricional de gréos e produtos animais consumidos por humanos (Alloway, 2004).



1.4. Ferro na nutricdo vegetal

O ferro é um micronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas
(Morrisey & Guerinot, 2009), fazendo parte de centros de oxireducdo de proteinas
essenciais para a fotossintese e respiracdo (Gross et al., 2003). Sua deficiéncia afeta o
desenvolvimento das plantas, inibindo o crescimento do meristema apical, além de gerar
zonas de clorose intervenal, podendo levar a morte celular em casos severos. Mas, ao
mesmo tempo, o ferro é altamente reativo e tdxico por meio da reacdo de Fenton (Morrisey
& Guerinot, 2009). Portanto, as plantas desenvolveram mecanismos para lidar tanto com a
deficiéncia quanto com a falta do ferro.

Embora o ferro seja o elemento mais abundante na crosta terrestre, sua
disponibilidade para as raizes das plantas € muito baixa. Isso acontece porque, em solos
aerados ou com alto pH, o ferro é rapidamente oxidado, formando oéxidos féerricos
insoltveis. Em baixo pH, o ferro esta livre dos oxidos, tornando-se mais disponivel para a
absorcéo pelas raizes das plantas (Morrisey & Guerinot, 2009).

A incorporacio do ferro entre os constituintes celulares requer a reducdo do Fe™
para Fe*2. Dependendo da origem filogenética da espécie, este processo acontece fora da
célula ou dentro do citoplasma (Schmidt, 2003). Em gramineas, ha a secrecdo de quelantes
pela planta. Esses quelantes (fitossideroforos, por exemplo) formam um complexo de alta
afinidade com o ferro Ill, propiciando a entrada do ferro quelado por meio de
transportadores especificos (estratégia 11) (ROmheld & Marschner, 1986). Na estratégia I,
utilizada principalmente por dicotiledoneas e monocotileddneas ndo gramineas, a
mobilizacdo do ferro acontece por meio de uma agdo combinada entre H*-ATPases, que
realizam a extrusdo de prétons, e ferro-quelato redutases, que realizam a reducdo do Fe*

quelado a Fe*?, para entdo o Fe*? ser absorvido pelas raizes das plantas por meio de



transportadores especificos (Robinson et al., 1999). As duas estratégias de absorcdo de
ferro requerem diferentes sistemas de absorcéo (Schmidt, 2003), sendo que estes sistemas
possuem a capacidade de se adaptar as diferentes condic¢des de disponibilidade de ferro no
solo. Em gramineas, por exemplo, tanto o efluxo de fitossideréforos quanto o nivel de
transportadores Yellow Stripe 1 (YS1), que € um componente celular relacionado ao
transporte do complexo Fe**-fitossideréforo (Curie et al., 2001), sdo fortemente induzidos
por deficiéncia de ferro (Currie et al., 2001; Mori, 1999).

Nos anos 1990, foram identificados alguns componentes moleculares relacionados
as duas estratégias (Gross et al., 2003). O gene que codifica o transportador de Fe*?
relacionado a estratégia I, o Iron Regulated Transporter 1 (IRT1), de Arabidopsis thaliana,
foi utilizado na complementacdo funcional de Saccharomyces cerevisiae deficiente na
aquisicao de ferro (Eide et al., 1996). A enzima ferro-quelato redutase, também relacionada
a estratégia I, foi identificada em A. thaliana (AtFRO2) (Robinson et al. 1999) e mais tarde
em ervilha (PsFRO2) (Waters et al., 2002).

Apls entrar na epiderme, o ferro é ligado a quelantes. O ferro move-se
simplasticamente através dos citoplasmas das células das raizes, difundindo-se ao longo do
gradiente de concentracdo (Marschner, 1995). No periciclo, o ferro é levado para o xilema e
se move em direcdo as folhas em consequéncia da corrente transpiratéria (Morrisey &
Guerinot, 2009).

O vacuolo € o reservatdrio mais importante de ferro em A. thaliana. Desempenha
um importante papel no estoque e liberacdo de ferro em resposta aos niveis citosolicos
deste metal (Morrisey & Guerinot, 2009). Para realizar essas funcdes, sdo necessarios
transportadores vacuolares de ferro. Em A. thaliana, VIT1 transporta Fe*? para dentro do

vacuolo e é expresso na vasculatura, especialmente durante o desenvolvimento do embrido



e das sementes (Kim et al., 2006). Nesta mesma espécie, NRAMP3 e NRAMP4 tambem
sdo transportadores vacuolares, mas realizam o transporte do ferro para o exterior dos
vacuolos (Lanquar et al. 2005). Considerando que os vacuolos desempenham um papel
essencial na estocagem do ferro, mecanismos de transporte vacuolar também sdo
importantes para evitar tanto a deficiéncia quanto a toxidez por excesso deste

micronutriente.

1.5. Ferro na nutricdo humana

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

A deficiéncia nutricional de ferro ocorre quando as quantidades necessarias ndo sao
supridas pela dieta. A biodisponibilidade do ferro é baixa em populaces que possuem a
dieta baseada em produtos de origem vegetal. A alta incidéncia da deficiéncia de ferro nos
paises em desenvolvimento causa prejuizos substanciais para a salude humana e para a
economia, incluindo problemas durante a gestacao, reducdo no rendimento escolar e queda
na produtividade (Zimmermann & Hurrell, 2007). A deficiéncia de ferro é o problema
nutricional mais prevalente no mundo. Entre 4 e 5 bilhGes de pessoas sofrem de deficiéncia
de ferro e h& estimativas de que aproximadamente 2 bilhdes de pessoas sejam anémicas.
Mulheres e criangas geralmente sdo mais vulneraveis: 50% das mulheres gravidas e de 40%
a 50% das criancas abaixo dos 5 anos em paises em desenvolvimento apresentam

deficiéncia de ferro (UNICEF, 2010).



A deficiéncia de ferro também é comum em mulheres e criancas em paises
industrializados. No Reino Unido, 21% das mulheres entre 11 e 18 anos e 18% das
mulheres entre 16 e 64 anos apresentam deficiéncia de ferro. Nos Estados Unidos, 9-11%
das mulheres ndo gestantes com idades entre 16 e 49 anos sao portadoras de deficiéncia de
ferro, sendo que 2-5% sdo portadoras de anemia decorrente da deficiéncia de ferro, com
frequéncia maior em populagdes minoritarias, mais pobres e com menor nivel de
escolarizagdo. Na Franca, a deficiéncia de ferro e a anemia decorrente da deficiéncia de
ferro afetam 29% e 4% das criangas com idade abaixo de 2 anos, respectivamente e, nos
Estados Unidos, 2% das criangas com idade entre 1 e 2 anos apresentam anemia decorrente
da deficiéncia de ferro (Zimmermann & Hurrell, 2007).

Existem trés estratégias principais que podem ser utilizadas com a finalidade de
corrigir a deficiéncia de ferro nas populagdes, sozinhas ou em combinacdo: modificacéo e
diversificacdo da dieta, suplementagdo e a biofortificagdo em alimentos por meio de

melhoramento cléssico ou engenharia genética (Zimmermann & Hurrell, 2007).

1.6. Biofortificacao

Grdos ndo pereciveis, em especial grdos de cereais, sdo fontes pobres em
micronutrientes. Como resultado, as populagdes mais pobres, que geralmente obtem
alimento por meio de monoculturas, sdo populacbes mais vulnerdveis as doengas
provenientes da deficiéncia mineral. Varias estratégias tém sido propostas para lidar com a
deficiéncia de micronutrientes, incluindo a suplementacdo, a fortificacdo de alimentos

processados, a biofortificacdo, através da aplicacdo de fertilizantes, e a implementacéo de



programas de cruzamentos e de engenharia genética com a finalidade de gerar graos ricos
em nutrientes minerais (Gémez-Galera et al. 2010).

Uma vez que as intervengdes convencionais possuem um impacto limitado, a
biofortificagdo tem sido proposta como uma alternativa de longo prazo para melhorar a
nutricdo mineral (Zhu et al. 2007). O foco da biofortificacdo € ndo apenas aumentar as
concentracdes de minerais nos grdos, mas também aumentar a biodisponibilidade desses
minerais. O aumento das concentragdes pode ser obtido por meio de intervengdes
agronbmicas, cruzamentos ou engenharia genética, enquanto 0 aumento da
biodisponibilidade desses minerais somente pode ser obtido por meio de cruzamentos ou
engenharia genética (GOmez-Galera et al. 2010).

O melhoramento cléassico e a engenharia genética sdo comparados porque ambos
envolvem a criacdo de linhagens de plantas contendo genes que favorecem o acumulo de
minerais biodisponiveis. A principal vantagem dessas duas técnicas para 0 aumento de
minerais € que os grandes investimentos sd0 necessarios apenas nas etapas de pesquisa e
desenvolvimento, e, apds isso, as culturas enriquecidas sdo inteiramente sustentaveis.
Porém uma desvantagem dos cruzamentos é que sao limitados a plantas sexualmente
compativeis, enquanto a engenharia genética ndo possui limitaces taxondmicas, sendo que
até mesmo genes artificiais podem ser utilizados (Gémez-Galera et al. 2010).

A engenharia genética utiliza técnicas de biotecnologia para introduzir diretamente
genes de interesse. Esses genes podem vir de qualquer fonte e sdo desenvolvidos para
atingir um ou mais objetivos especificos. As maiores vantagens da engenharia genetica
sobre 0s cruzamentos convencionais sao a diversidade das fontes de informacao genética, a

rapidez com que as variedades podem ser geradas e, futuramente, a presenca de diversas



vitaminas e minerais na mesma planta sem a necessidade de programas complexos de
cruzamentos (Goémez-Galera et al. 2010).

Apesar de todas essas vantagens, ainda ndo existem grdos enriquecidos com
minerais por meio de engenharia genética. A necessidade de uma longa fase de
desenvolvimento, bem como a existéncia de barreiras em certos paises impedem a

producao, o transporte e 0 uso de produtos transgénicos (Gomez-Galera et al. 2010).
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1.7. Familia ZIF

O trabalho realizado por Haydon e Cobett (2007) descreve um novo gene
encontrado em Arabidopsis thaliana, denominado ZINC-INDUCED FACILITATOR 1
(AtZIF1). Este gene pertence a uma nova familia de transportadores com trés membros em
A. thaliana: AtZIF1, AtZIFL1 e AtZIFL2. O transportador AtZIF1 estd envolvido na
homeostase de zinco, e 0 mutante por perda de funcéo atzifl possui a distribui¢do de zinco
alterada em toda a planta. As proteinas AtZIF1 sdo expressas no tonoplasto e,
provavelmente, estdo envolvidas no transporte de zinco, zinco e algum ligante ou apenas o
ligante no vactolo (Haydon & Cobett, 2007). O trabalho citado também demonstra que a
transcricdo do gene AtZIF1 € induzida por excesso de zinco, e outros dois trabalhos,
Buckhout et al., 2009; Yang et al., 2010, demonstraram que sua transcricdo tambeém &
induzida por deficiéncia de ferro.

Tendo em vista que o gene ZIF1 desempenha um papel importante na homeostase
de zinco e talvez de ferro em A. thaliana, foram utilizadas a sequéncia do gene AtZIF1 e as
sequéncias de outros dois genes ZIFlike de A. thaliana para realizar buscas no genoma do
arroz, com a finalidade de verificar se havia genes com sequéncias semelhantes neste
genoma. Desta forma, foram encontradas 13 cdpias de genes ZIFlike no genoma do arroz
(Figura 1). Dentre esses 13 genes encontrados, estdo os genes OsZIFL4 e OsZIFL9,
localizados nos cromossomos 11 e 12, respectivamente. Foi constatado, em nosso
laboratdrio, que estes dois genes foram gerados a partir de um evento de duplicagdo e que
apresentam 92% de similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos. Além disso, 0s
genes OsZIFL4 e OsZIFL9 apresentam, respectivamente, 9 e 10 sequéncias para a ligacdo

de IDEF1, fator de transcri¢do de resposta a deficiéncia de ferro (Kobaiashi et al. 2009). Os
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outros genes pertencentes a familia ZIF-like de arroz também estdo sendo estudados pelo

nosso grupo e fazem parte do trabalho de doutorado do aluno Felipe Klein Ricachenevsky.
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Figura 1: Arvore filogenética obtida a partir de neighbor-joing mostrando as relagdes entre os genes

OsZIFL 1 a 13, AtZIF1, AtZIFL1, AtZIFL2 e ZmMSF1. Figura cedida por Felipe Klein
Ricachenevsky.
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2. OBJETIVOS

2.1. Analisar a expressdo dos genes OsZIFL4 e OsZIFL9 em diferentes 6rgdos (raizes,
caules e folhas) em estagio vegetativo; em paniculas e folhas-bandeira em diferentes
estagios reprodutivos; em raizes e folhas de plantas submetidas a excesso de zinco e
deficiéncia de ferro.

2.2. Clonar as regides codificantes do gene OsZIFL4 em vetores para expressdo em

leveduras mutantes para 0 transporte de zinco e ferro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Analises por RT-PCR quantitativo

3.1.1. Coleta de plantas crescidas a campo

As coletas de raizes, caules e folhas de plantas nos estdgios reprodutivos R3
(antese), R5 (enchimento do grdo) e R7(endurecimento do grao) foram realizadas no IRGA
(Instituto Rio Grandense do Arroz, Cachoeirinha, RS).

3.1.2 Cultivo de plantas

Em laboratdrio, plantas da cultivar Nipponbare foram germinadas durante 4 dias em
uma incubadora a 28°C em placa de Petri com papel filtro umedecido em agua destilada.
Apdls a germinacdo, as plantas foram transferidas para recipientes com solugdo nutritiva
(descrita por Ogo et al. 2006) contendo 0,1mM de KCI, 0,dmM de KH,;PO,, 0,7 mM de
K2SO4, 2mM de Ca(NOs), e 0,5mM de MgSO,; 0,5uM de MnSO4, 0,01 uM de
(NH4)6M027024, 10uM de H3Bos, 0,5 uM de ZnSO4 0,2uM de CuSO4 e 100uM de
Fex(SO4)s. A solucdo nutritiva foi trocada a cada 3 dias. As plantas submetidas ao
tratamento deficiéncia de ferro foram mantidas em solucdo nutritiva na qual 0 Fey(SOy)3
foi suprimido por 7 dias. J& as plantas submetidas ao tratamento excesso de zinco foram
submetidas a solugdo nutritiva acrescida de 200uM de ZnSO, por 3 dias. As plantas foram

cultivadas em sala de crescimento a 26°C + 1 sob luz branca com um fotoperiodo de 16/8h

luz-escuro (irradiagdo de aproximadamente 100 umol m?s ™).
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3.1.3. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e reacdes de RT-PCR quantitativo

A extracdo de RNA total de raizes, caules, folhas e paniculas foi realizada com o
reagente Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen®) e a quantificacéo através do fluorimetro
QUBIT, Invitrogen®. As amostras foram tratadas com DNAse | (Invitrogen®) e foi
realizada a transcricdo reversa utilizando um primer oligo-dTs, e a enzima transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen®). Experimentos por RT-PCR quantitativo foram realizados
utilizando primers especificos para o0 gene constitutivo ubiquitina (OsUBQ1) e para 0s
genes OsZIFL4 (5’- TGTGATTGAATTAATTGGACTTGC-3; 3’-
GGGGTGCTATTCCAGCTTCT-5") e  OsZIFL9 (5’-TGCCCTAAAATGGATTGTCC-
3’; 3’-CAATGTTGATCTGACCCCAAA-5’). A enzima utilizada foi a Platinum Taqg DNA
polymerase (Invitrogen®). Também foram realizadas reacdes de RT-PCR quantitativo
utilizando  primers para 0S  genes OsNAS1  (5’-
GTCTAACAGCCGGACGATCGAAAGG-3’; 3-
TTTCTCACTGTCATACACAGATGGC -5’), que € um gene marcador de excesso de
zinco (Ishimaru et al., 2008) e para 0 gene OsIRT1(5’- GCAATTCGCTGCATTGTTAG-
3’; GAAGTACATCATCAGTCACGAA- 3’), marcador de deficiéncia ferro (Bughio et al.,
2002; Ishimaru et al., 2006 ).

3.1.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através de teste-t ou ANOVA seguindo de

Tukey HSD, utilizando o programa SPSS Base 12.0 para Windows.
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3.2. Recombinagdo em Escherichia coli

3.2.1. Obtencdo e clivagem do plasmideo

Foi realizada a transformacdo de células Omnimax de E. coli com o plasmideo
pCM190 (descrito por Gari et al, 1997, figura 2). Estas células foram multiplicadas em
meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina. Foi realizada a extracdo do plasmideo
e o tratamento com RNAse. Apos, os plasmideos foram clivados com as enzimas BamHI e
Notl. As amostras (plasmideos integros e plasmideos clivados) foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose (1%).
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Figura 2: Representacédo grafica do plasmideo pCM 190 (Gari et al,1997).
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3.2.2. Adicdo das sequéncias de recombinacdo

A adicdo das sequéncias de recombinacdo foi realizada por meio de duas etapas de
PCR. Na primeira etapa, foram utilizados primers que anelam na extremidade do gene
OsZIFL4 e contem uma extensao de 20 pb (5’-

TAAATTACCGGATCAATTCGGAGTCAATGAGTGAGGAGGCAC-3’; 3’-

TAATTACATGATGCGGCCCTTTGTTTAATTTGGTATTGCCAGG-5’). Na segunda
etapa, foram utilizados primers que anelam na extensdo de 20 pb do primeiro par de
primers (5’-ACGCAAACACAAATACACACACTAAATTACCGGATCAATTCGG-3’;
3’-AATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGATGCGGCCCT-5’), sendo que este
ultimo par também contem uma extensdo de 20 pb (Figura 3). Deste modo, foi obtida uma
construcdo do gene OsZIFL4 com 40 pb nas extremidades, que foi utilizada para inserir o
fragmento através de recombinacdo homdloga no plasmideo pCM190 em células da
linhagem KC8 de E. coli. Apds a amplificacdo, essa construcdo foi purificada utilizando o

kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare®).
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Adicao das recombination tags
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Figura 3: Representacdo grafica do processo da adigdo das sequéncias de recombinagdo por meio de
duas etapas de PCR. Figura cedida por Vinicius de Abreu Waldow.
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3.2.3. Recombinacéo

A recombinacéo foi realizada conforme Parrish et al., 2004, utilizando o produto de
PCR secundario, o plasmideo pCM190 clivado no sitio de BamHI e Notl e células da
linhagem KC8 de E. coli. Como controle positivo, foi utilizado o plasmideo integro e,
como controle negativo, foi utilizado o plasmideo clivado e sem o produto de PCR
secundario.

Com a finalidade de verificar se as colonias que se multiplicaram realmente eram
recombinantes, foi realizado PCR de pool de col6nias, sendo que cada pool continha 10
coldnias. Utilizando-se os primers do PCR primério, o pool que apresentou a amplificacdo
esperada foi selecionado e foi realizada uma nova etapa de PCR, selecionando as col6nias
isoladamente, de forma que cada reacdo continha apenas uma colénia. Os produtos dessas
reacOes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%).

As coldnias que apresentaram a amplificacdo prevista foram inoculadas em meio
LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina. Apos, foi realizada a extracdo do plasmideo
e o tratamento com RNAse. Para confirmar que estas col6nias realmente continham o
plasmideo contendo o fragmento de DNA correspondente ao gene OsZIFL4 clonado, foi
realizada mais uma reacdo de PCR utilizando os primers do PCR primério. Os produtos

dessas reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%).
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4. RESULTADOS

4.1. Anédlises por RT-PCR quantitativo

O gene OsZIFL4 apresentou expressdo pronunciada em raizes, enquanto que o gene
OsZIFL9 ndo apresentou expressdo nesse Orgdo (Figura 4). Tanto OsZIFL4 quanto
OsZIFL9 aumentaram a expressao ao longo do desenvolvimento das paniculas, sendo que a
expressdo de OsZIFL9 foi detectada desde a fase R5, enquanto OsZIFL4 teve expressdo

detectada apenas em R7.
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Figura 4: Andlise da expressao dos genes OsZIFL4 (a) e OsZIFL9 (b) em raizes, caules e folhas em
estagio vegetativo e em folhas-bandeira e paniculas nos estagios reprodutivos R3, R5 e R7. Os
valores de expressao sao relativos a expressao de ubiquitina e representam as médias de 3 amostras

+ erro padrao.

A expressdo do gene OsZIFL4 aumentou cerca de 3,5 vezes em raizes de plantas
submetidas a excesso de zinco (Figura 5) e 2 vezes em plantas submetidas a deficiéncia de
ferro (Figura 6). O aumento da expressdao do OsZIFL4 nesses dois tratamentos foi
correspondente ao aumento da expressao dos genes OsIRT1 e OsNAS1, que sdo marcadores
de excesso de zinco e deficiéncia de ferro, respectivamente. Ja o gene OsZIFL9 ndo teve

expressédo detectada em nenhum dos dois tratamentos.
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Figura 5: Andlise da expressdo dos genes OsZIFL4 e OsNAS1 (marcador de excesso de zinco) em
raizes de plantas de arroz submetidas a excesso de zinco. Os valores de expressdo sdo relativos a

expressdo de ubiquitina e representam as médias de 3 amostras * erro padrao.
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Figura 6: Andlise da expressdo dos genes OsZIFL4 e OsIRT1 (marcador de deficiéncia de ferro) em

raizes de plantas de arroz submetidas a deficiéncia de ferro. Os valores de expressdo sao relativos a

expressdo de ubiquitina e representam as médias de 3 amostras + erro padrao.
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4.2. Recombinag&o em Escherichia coli

Considerando que apenas 0 gene OsZIFL4 teve a expressdo regulada por ferro e
zinco, apenas este gene foi escolhido para a realizacdo de experimentos de complementacao
de leveduras mutantes. Para realizar estes experimentos, a primeira etapa consiste em
inserir a sequéncia codificante do gene em vetor de expressdo em leveduras através de
recombinagdo em E. coli. Para a recombinacdo em E. coli, foram realizados os seguintes

passos:

4.2.1. Obtencdo e clivagem do plasmideo

Foram obtidos os plasmideos pCM190 integro e clivado. O plasmideo clivado foi

detectado no gel como uma banda Gnica com o tamanho esperado: 8012pb (Figura 7).

M PI PC

5000

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (1%). M: marcador, Pl: plasmideo integro, PC: plasmideo

linearizado por clivagem com as enzimas BamHI e Notl.

22



4.2.2. Adicdo das sequéncias de recombinacio

As sequéncias de recombinacdo foram adicionadas por meio de duas etapas de PCR,
gerando uma construgdo contendo o gene OsZIFL4 mais 40 pb em cada uma das

extremidades, totalizando 1502pb (Figura 8).

(a)
M

1650

1000

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR primario (A) e secundario (B).
M: marcador, 1: produto do PCR primario, 2: produto do PCR secundario, C-: controle negativo

C+: controle positivo.

4.2.3. Recombinacéo

Entre os pools de coldnias selecionados, apenas um apresentou a amplificagdo
esperada (Figura 9, nimero 3). Quando as 10 coldnias pertencentes a esse pool foram
analisadas por PCR isoladamente, 5 apresentaram a amplificagdo que era esperada para 0s

recombinantes (Figura 10, nimeros 2, 6, 7, 8 e 9). Quando inoculadas em meio LB liquido
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contendo ampicilina, apenas uma coldnia apresentou multiplicacdo, porém esta col6nia nao

apresentou a insercdo de DNA correspondente ao gene OsZIFL4 clonado (Figura 11).

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR de pool de colbnias. M:
marcador, 1 a 4: produtos de PCR obtidos de diferentes pools, C-: controle negativo, C+: controle

positivo.

1650
1000

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR de coldnia. M: marcador, 1 a

10: produtos de PCR obtidos de diferentes colénias, C-: controle negativo, C+: controle positivo.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR de colénia. M: marcador, 1:
produto de PCR obtido a partir da extracdo do plasmideo, C-: controle negativo, C+: controle

positivo.
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5. DISCUSSAO

O gene OsZIFL4 apresenta um perfil de expressdo raiz-especifico. Também foi
observado que OsZIFL4 ¢é induzido em deficiéncia de ferro e excesso de zinco. Ja a
expressdao de OsZIFL9 ndo foi detectada em raizes em condicbes controle ou sob 0s
tratamentos. Esses resultados sugerem que, ap0s o0 evento de duplicacdo, os padrdes de
expressao divergiram, pois enquanto os dois genes sdo expressos em paniculas, somente
OsZIFL4 é expresso em raizes. OsZIFL9 possui expressdo pronunciada em paniculas ja na
fase R5, enquanto OsZIFL4 tem expressdo detectada apenas em R7, sendo, ainda assim,
bem menor do que a expressdao de OsZIFL9 nesta mesma fase. Entdo, sugerimos que 0
ancestral comum de OsZIFL4 e OsZIFL9 era expresso tanto em raizes quanto em paniculas
e que estes dois genes podem estar sofrendo um processo de subfuncionalizagcdo, com o
gene OsZIFL4 se especializando em raizes e 0 gene OsZIFL9, em paniculas. O processo de
subfuncionalizacdo, descrito por Hughes (1994), sugere que genes duplicados adquirem
mutacdes deletérias, porem complementares, que alteram uma ou mais funcbes desses
novos genes em comparacao ao gene ancestral. A forca deste conceito esta no fato de que
ele ndo se baseia na ocorréncia de mutagGes benéficas esparsas, mas sim na ocorréncia de
mutacBes deletérias que causam a perda de funcdo em regides reguladoras (Force et al.,
1999), de forma que os genes gerados por duplicacdo acabam compartilhando fungdes antes
exercidas pelo ancestral.

O gene OsZIFL4 foi induzido em ambos os tratamentos: deficiéncia de ferro e
excesso de zinco. Isso pode acontecer porque a deficiéncia de ferro causa aumento das
concentragbes de zinco na planta, pois alguns dos transportadores que fazem parte dos
mecanismos de absorcdo de ferro (induzidos sob deficiéncia) também transportam zinco de

maneira secundaria (Lee & An, 2009). Sendo assim, a inducdo observada em deficiéncia de
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ferro pode ser consequéncia do aumento da absor¢do de zinco pela planta, e ndo
diretamente por causa da deficiéncia de ferro. Experimentos com deficiéncia conjunta de
ferro e zinco, assim como a quantificacdo de ferro e zinco nas raizes de plantas utilizadas
nestes experimentos, poderdo testar esta hipotese.

A partir dos resultados obtidos por RT-PCR quantitativo nos experimentos de
excesso de zinco e deficiéncia de ferro podemos sugerir trés possiveis mecanismos
fisiologicos. Caso o gene OsZIFL4 codifique um transportador vacuolar de zinco, o
transportador OsZIFL4 atuaria transportando o zinco excedente para dentro dos vacuolos,
ajudando a evitar a toxidez por excesso de zinco nas células quando as plantas sdo
submetidas a excesso de zinco. Esta é a hipotese mais provavel, tendo em vista que 0
trabalho realizado por Haydon & Cobett (2007) sugere que 0 gene AtZIF1 codifica um
transportador vacuolar de zinco. Porém, duas outras hipdteses menos provaveis também
podem ser sugeridas a partir desses mesmos resultados: OsZIFL4 poderia ser um
transportador de membrana e atuaria transportando ferro para dentro das celulas em
situacOes de deficiéncia de ferro, tal como o transportador IRT1 (Ishimaru et al., 2006); ou
ainda, seria um transportador vacuolar de ferro e atuaria transportando ferro para fora dos
vacutolos, com o objetivo de disponibilizar o ferro estocado em situacfes de deficiéncia de
ferro, assim como acontece com os transportadores NRAMP3 e NRAMP4 (Lanquar et al.,
2005).

Experimentos utilizando complementacdo funcional de leveduras poderédo
esclarecer a fungdo do gene OsZIFL4. Néo foi possivel completar estes experimentos, pois
a etapa de recombinago necessaria ndo foi bem sucedida. E possivel que as amplificacbes
obtidas nas figuras 8 e 9 tenham ocorrido por causa de uma contaminacdo amostral. Como

perspectivas, pretendemos concluir os experimentos realizando complementacao funcional
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de leveduras mutantes, ja disponiveis no laboratorio, para o transporte de ferro e zinco. E
importante destacar que a etapa de recombinacdo foi realizada 3 vezes e, em todas, foram
obtidos resultados semelhantes. Portanto, para a realizacdo de uma nova etapa de
recombinac&o, sera feita a clivagem do plasmideo e adi¢do das sequéncias de recombinacéao

novamente.
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