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“Nao existe meio de verificar qual é a boa decisdo, pois ndo existe termo de
comparagdo. Tudo ¢é vivido pela primeira vez e sem preparagdo. Como se um
ator entrasse em cena sem nunca ter ensaiado. Mas o que pode valer a vida, se
o primeiro ensaio da vida j é a propria vida? E isso que faz com que a vida
pareca sempre um esbogo. No entanto, mesmo 'esbogo' ndo ¢ a palavra certa
porque um esbogo ¢ sempre um projeto de alguma coisa, a preparacdo de um
quadro, ao passo que o esbogo que ¢ a nossa vida ndo é o esbogo de nada, ¢

um esbogo sem quadro."

Milan Kundera em A4 Insustentavel Leveza do Ser
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Resumo. O ferro ¢ elemento essencial para quase todos os organismos,
participando de reagdes importantes no metabolismo das plantas, incluindo a
fotossintese. A homeostase desse metal ndo ¢ completamente entendida em organismos
vegetais, sendo que tanto o excesso quanto a deficiéncia sao deletérios. O arroz (Oryza
sativa L. ssp. indica) ¢ normalmente cultivado em terrenos irrigados, o que pode levar ao
excesso de ferro. Neste trabalho, nds utilizamos a técnica de Analise Diferencial de
Representacdes (RDA) para isolar seqiiéncias cuja expressdo ¢ aumentada ou diminuida
pelo excesso de ferro. Foram isoladas 24 seqiiéncias aumentadas e 15 inibidas. Onze
seqliéncias tiveram seu padrdao de expressao confirmado como sendo ativadas pelo
excesso de ferro, de 14 testadas. Nenhuma seqiiéncia teve seu padrao confirmado como
sendo inibido pelo excesso de ferro. Dentre as seqiiéncias confirmadas como
diferencialmente expressas, foram encontrados genes relacionados a fotossintese,
resposta a estresse, degradacao de proteinas, metabolismo de aglicares e aminoacidos e
fatores de transcricdo. Varios desses genes estdo associados a senescéncia em outros
trabalhos, indicando que a planta sob excesso de ferro pode estar entrando na rota que
leva a senescéncia. Também foi encontrado um fator de transcricdo da familia WRKY
cuja expressao ¢ mais acentuada no 3° dia de tratamento, com diminui¢do gradual até o
9° dia. Esse dado pode indicar que essa proteina pode estar envolvida na resposta inicial

ao estresse, sendo um candidato a regulador da resposta.
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Introducéo

A cultura mundial do arroz ¢ a segunda maior entre os cereais em extensao de area
plantada, ficando atras apenas do cultivo de trigo. Estima-se que metade da populagao
mundial baseie sua dieta em arroz, sendo que 20% das calorias disponiveis para o
consumo humano provém da producdo de arroz (Christou 1994; FAO 2007).
Principalmente na Asia, onde estio os maiores produtores, o arroz ¢ fundamental na
agricultura de subsisténcia, tendo por isso importancia cultural e social (Christou 1994).
Com cerca de 13 milhdes de toneladas produzidas ao ano, o Brasil ¢ o décimo maior
produtor mundial, sendo o primeiro entre os ndo-asiaticos. O Rio Grande do Sul
apresenta posicao destacada entre os Estados brasileiros na produ¢do de graos. Os dados
do Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA) referentes a safra de 2004/2005 mostram
que o Estado responde por cerca de 46% da produg@o nacional de arroz, com uma area
cultivada de 1.028.886 ha e cerca de 6.000.000 milhdes de toneladas ao ano (IRGA
2005).

Existem dois sistemas principais de manejo da lavoura de arroz. O plantio no seco,
similar ao trigo, milho e outros cereais, e o plantio em terrenos alagados ou irrigados. No
plantio no seco, ou sequeiro, o ambiente ¢ bastante aerdbico e o pH € neutro ou basico.
O ferro, embora seja o quarto elemento de maior abundancia na crosta terrestre,
encontra-se normalmente como jon ferroso (Fe™), que forma polimeros altamente
insoluveis de 6xido-hidroxidos com a matéria organica do solo e, por isso, € de dificil
absorcao pelas raizes (Christou 1994). A deficiéncia de ferro pode ser um problema
nesse tipo de plantio, onde a concentracao de ferro disponivel ¢ de aproximadamente 10

210" M, sendo que o ideal para que as plantas desenvolvam-se adequadamente ¢ de

12



10* a 10° M (Guerinot e Yi 1994). Segundo estimativas da Organizagio Mundial de
Saude (OMS, World Health Organization — WHO — http://www.who.int/), metade da
populacdo mundial sofre de deficiéncia de ferro em algum grau. Assim, a baixa
quantidade do metal em um dos alimentos-base da populacdo ¢ um argumento para a
elaboragdo de projetos para, por meio de esforcos conjuntos, melhorar o valor nutritivo
do arroz (e de outros cereais; ver Harvest Plus — http://www.harvest-plus.org/).

No plantio do tipo irrigado, plantulas de duas a trés semanas sdo transferidas para
terrenos alagados com uma lamina de dgua de cerca de 5 cm, normalmente utilizando
adgua proveniente de rios. Esse sistema, devido a independéncia em relacdo a
pluviosidade e ao uso de uma maior quantidade de fertilizante, ¢ o que gera maiores
rendimentos (Christou 1994). Porém, o alagamento causa a acidificacdo do solo bem
como diminui drasticamente o contato com o oxigénio, tornando o ambiente andxico €
bastante redutor. O ferro, que em ambiente aerdbico e de pH neutro encontra-se quelado
na matéria organica do solo na forma Fe™, é reduzido a forma fon férrico (Fe*?), a qual é
mais solivel e, portanto, mais facilmente absorvida pelas raizes das plantas
(Ponnanperuma 1972). O aumento da concentragio de Fe™ pode levar a uma absor¢io
excessiva ¢ a toxidez por ferro, que rapidamente ¢ acumulado nas folhas (Sahrawat
2004). O pH critico varia de 3 a 7, e a concentragdo de Fe™ em locais com problemas
de toxidez ¢ de 300-500 mg/L na solucdo do solo (Ottow et al. 1982), chegando a
acumular de 300 a 600 mg/Kg nas folhas mais jovens (Tanaka et al. 1966). No Rio
Grande do Sul, a maior parte das cultivares utilizadas ¢ sensivel ao excesso de ferro.

O grau de dano causado pela toxidez por ferro varia de acordo com a cultivar, bem
como a época do plantio, o manejo da agua e a época de submergéncia (Saharawat

2004). No Rio Grande do Sul, estima-se que em locais onde a toxidez por ferro ¢
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acentuada, a perda na producdo pode chegar a 20% (IRGA 2004), enquanto que em
localidades da Africa, a perda pode variar entre 12% e 100% (Sahrawat 2004). Os
principais sintomas observados sao o bronzeamento das folhas, que adquire coloragdo
amarelada ou alaranjada, principalmente as mais velhas; inclusdes marrons nas folhas
mais jovens, causadas pela deposicao de ferro, as quais se espalham para as nervuras
durante a progressdo da toxidez; raizes se tornam de coloragdo marrom, (Sahrawat
2004); baixa taxa de crescimento e esterilidade das espiguetas, causando diminui¢ao da
produtividade e, em casos mais severos, morte da planta (Ponnamperuma et al. 1955).

A resposta fisioldgica contra o excesso de ferro ¢ dada, em um primeiro momento,
pelas raizes. Sdo descritos trés fatores que contribuem para a diminuig@o da toxidez: (1)
oxidagdo do Fe™ para Fe™ ainda na rizosfera, pelo oxigénio mantido em aerénquimas
nas folhas, nddulos e nas proprias raizes; (2) capacidade de exclusdo, o que impede a
entrada de ferro, o qual ¢ acumulado na superficie do tecido; (3) capacidade de retencao,
impedindo a translocacdo do ferro para a parte aérea (Tadano 1975). A capacidade de
oxidagdo do ferro por parte das raizes ¢ maior em regides de crescimento no que nas
partes basais (Yoshida 1981). O suprimento de potassio (K) aumenta o potencial redox
das raizes, sendo portanto um modulador do potencial de oxidagdo do ferro da forma
Fe™® para Fe™ nas raizes, podendo contribuir para a tolerancia ao excesso de ferro
(Sahrawat et al. 2004). Ele também esta envolvido tanto na exclusdo de ferro quanto na
translocacdo para as folhas (Howeler 1973; Tadano 1975). Tadano et al. (1975)
demonstrou que o poder de exclusdo de uma planta de arroz saudavel ¢ de 87% da
quantidade de ferro que chega até as raizes, indicando a importancia da exclusdo para a
toxidez por ferro. Jaywardena et al. (1977) sugerem, por intermédio de um estudo com

17 variedades de arroz com diferentes graus de susceptibilidade ao excesso de ferro, que
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exista um mecanismo baseado mais em tolerancia dos tecidos a altas concentragdes de
ferro do que em resisténcia a entrada do metal através das raizes. Nesse trabalho, ¢
demonstrado que as cultivares menos suscetiveis apresentam maior conteudo de ferro
em seus tecidos, indicando que existem maneiras de imobilizar o metal dentro da planta,
impedindo seus efeitos toxicos. Em um trabalho do nosso grupo, foram comparadas uma
cultivar resistente (EPAGRI 108) e outra sensivel (BR-IRGA 409) em relagdo ao
excesso de ferro, sendo possivel notar um comportamento distinto na resposta ao
estresse. EPAGRI-108 acumula menos ferro tanto em raizes quanto em parte aérea do
que BR-IRGA-409 (Stein et al., comunicacdo pessoal), indicando um possivel
mecanismo de exclusdo. Assim, percebe-se que os mecanismos de resposta a esse
estresse abidtico ndo estdo totalmente elucidados, principalmente se estes mecanismos
baseiam-se na tolerancia ao ferro presente nos tecidos ou em resisténcia a sua absorg¢ao.
Também ndo se sabe se diferentes cultivares respondem por meio de vias diferentes ou
se apenas possuem intensidade de resposta diferentes ao excesso de ferro.

Em condi¢des anaerdbicas, as raizes de arroz liberam oxigénio, em uma tentativa
de reoxidar o Fe™, diminuindo, assim, a absorgdo. Isso leva a deposi¢io de ferro e
manganés (Mn), que precipitam e formam a chamada capa férrica, que recobre a
superficie da raiz. A capa férrica, segundo Zhang et al. (1999), impede a absor¢ao
excessiva de Fe', além de Mn na forma Mn' e outros compostos toxicos de terrenos
alagados, podendo também servir como um reservatorio de fosforo (P). Outros autores
sugerem, no entanto, que a capa férrica pode resultar em diminuicdo da captagdo de
outros nutrientes essenciais, tanto pela barreira criada pelo ferro quanto por interagdes
com o proprio solo (Howeler 1973; Neue et al. 1998). Olaleye et al. (2001), utilizando

duas cultivares africanas, mostrou que as plantas apresentavam menor quantidade de P,
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K e Mn e maior quantidade de calcio (Ca), magnésio (Mg) e do proprio ferro quando
eram submetidas a quantidades crescentes de ferro. Sahrawat (2004), em sua revisdo,
indica a existéncia de dois tipos de toxidez por ferro em arroz. A pseudo-toxidez ocorre
quando os sintomas observados sdao causados por deficiéncia de outros nutrientes como
P, K, Ca, Mg e zinco (Zn), podendo a planta acumular concentragdes toxicas de ferro
nos tecidos ou ndo. O alaranjamento das folhas ¢ o sintoma caracteristico dessas plantas.
Ja a toxidez verdadeira ocorre quando os sintomas observados sdo causados somente
pelos niveis toxicos de ferro dos tecidos, ndo sendo observada qualquer deficiéncia
aparente de outros nutrientes. Nesse tipo de toxidez, o sintoma caracteristico ¢ o
bronzeamento das folhas. A pseudo-toxidez pode ocorrer em niveis mais baixos de ferro
na solu¢do do solo do que a toxidez verdadeira (Sahrawat 2004)

A toxidez por ferro pode ainda ser influenciada por outros fatores. Tanaka et al.
(1966) mostrou que plantas em estadio de crescimento vegetativo sdo menos tolerantes
ao excesso de ferro do que plantas em estadios posteriores, indicando que a capacidade
de responder a esse estresse varia ao longo do desenvolvimento. Também, o acimulo de
inibidores da respiragao, como sulfeto de hidrogénio, acidos organicos e outros produtos
resultantes do alto poder redutor da solucdo liquida do solo podem tornar o arroz mais
suscetivel a toxidez por ferro (Tadano & Yoshida 1978). A textura e a quantidade de
matéria organica presente no solo, bem como a capacidade de troca de cations, sdo
fatores que podem modular a toxidez por ferro (Sarahwat 2004). A deficiéncia ou
mesmo a indisponibilidade de outros nutrientes pode afetar a capacidade da planta de
impedir a ascensdo do ferro até a parte aérea, impedindo a oxidagdo, a exclusdo e a

retengdo feita pelas raizes (Sahrawat 2004 e referéncias citadas).
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Intracelularmente, o ferro apresenta diversas fungdes, sendo essencial para o
crescimento e desenvolvimento vegetal. Participa de centros de oxirredugdo, na forma
do agrupamento ferro-enxofre (Fe-S), da respiracdo mitocondrial e da fotossintese
(Rouault & Tong 2005). Estd também envolvido na sintese de citocromos e clorofila,
sendo também cofator de diversas enzimas (Taiz & Zeiger 1998). Assim, sua aquisi¢ao ¢é
de extrema importancia, sendo a deficiéncia de ferro umas das trés mais prejudiciais do
ponto de vista agronomico (deficiéncia de fosforo e de nitrogénio incluem-se entre elas)
(Marschner 1995). Existem dois mecanismos de resposta a deficiéncia de ferro
claramente descritos. A estratégia 1, utilizada por dicotiledoneas e monocotiledoneas
ndo-gramineas, consiste na: (i) protonagio da rizosfera para solubilizagdo de Fe'; (ii)
redugio do ferro na forma Fe™ para Fe' por uma redutase; (iii) absor¢ao da forma Fe'™
através de um transportador de especificidade seletiva da familia dos transportadores
regulados por ferro (IRT) (Guerinot & Yi1994; Eide et al. 1996; Connolly & Guerinot
2002). A estratégia 2, utilizada pelas gramineas, grupo que inclui o arroz, consiste na: (i)
liberagdo, pelas raizes, de fitossider6foros, aminoacidos nao-protéicos derivados do
acido muginéico, os quais possuem a capacidade de formar complexos com Fe™ e
solubiliza-lo; (ii) absor¢do por meio de transportadores especificos da familia Yellow
Stripe-Like (YSL), que reconhecem o complexo formado pelo ferro ligado a
fitossider6foros (Guerinot & Yi 1994; Connolly & Guerinot 2002; Curie et al. 2001;
Schaaf et al. 2004). Em um trabalho do nosso grupo, foi demonstrada com a utilizagao
de ferramentas de bioinformatica a existéncia de genes tanto de estratégia I quanto de
estratégia Il no genoma de arroz, indicando que, possivelmente, o uso de cada uma das
estratégias nao seja exclusivo (Gross et al. 2003). Ishimaru et al. (2006) comprovaram

que, além da absor¢do de ferro na forma Fe® ligado a fitossider6foro, plantas de arroz
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também absorvem a forma Fe™, por meio do transportador IRT1, classicamente descrito
como sendo de estratégia 1 (Eide et al. 1996; Connolly et al. 2002). Essa capacidade
poderia ser uma adaptacao a terrenos alagados ou irrigados, nos quais o ferro na forma
Fe' apresenta-se em maior quantidade (Ishimaru et al. 2006).

O ferro, quando em excesso na sua forma livre dentro da célula, aumenta a
producao de radicais livres. O radical hidroxila, o mais danoso deles, ¢ produzido pela
reagao de Fenton, na qual o ion Fe™ ¢ oxidado a Fe™ (Becana et al. 1998). Essa reagao,
acoplada & reacdo de Haber-Weiss, na qual Fe™ é reduzido a Fe™ juntamente com um
fon superdxido, torna o processo ciclico, pois o Fe? estara novamente disponivel para a
producdo de hidroxilas (Floyd 1983). Como conseqiiéncia, ocorre lipoperoxidacdo e
danos a proteinas ¢ acidos nucléicos, podendo levar a célula a morte (Halliwell &
Gutteridge 1984). Em arroz, Fang et al. (2001) mostraram que folhas tratadas com niveis
toxicos de ferro aumentam a lipoperoxidagao. Também foi demonstrado que a atividade
de peroxidases, envolvidas na detoxificacdo de perdxido de hidrogénio, ¢ aumentada
apos tratamento com ferro (Fang & Kao 2000). Kampfenkel et al. (1995) mostraram, em
plantas de Nicotiana plumaginifolia, que o excesso de ferro induz estresse oxidativo,
diminui¢do do transporte de elétrons, aumento da energizagdo das tilacdides e alta
reducdo do fotossistema II (PSII), causando diminui¢do da taxa fotossintética e levando
a fotoinibicdo. Esses dados levam a sugestdo de que a redugdo na fotossintese estd
provavelmente relacionada a danos no transporte de elétrons através das tilacoides. Suh
et al. (2002) demonstraram, em ervilha, que o excesso de ferro leva a producdo de
oxigénio singleto do Cyt B6/f, difundindo para o PSII, causando danos e levando a

fotoinibicdo. A fina regulagdo da homeostase do ferro ¢, entdo, de extrema importancia,
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tendo em vista seu potencial de causar danos a macromoléculas quando em excesso, bem
como sua necessidade para os principais processos celulares em plantas.

Apoés a absor¢do nas raizes, o ferro ¢ transportado em direcdo a parte aérea via
xilema, seguindo o fluxo transpiratorio, normalmente ligado a quelantes como o acido
citrico (Cataldo et al. 1988), formando o complexo Fe -citrato. Isso indica que plantas
que absorvem ferro na forma Fe™ devem oxidé-lo para realizar um transporte adequado.
Nas folhas, entdo, o complexo Fe"-citrato é reduzido, sendo posteriormente
transportado por proteinas carreadoras de cations bivalentes, através da membrana
plasmatica. De acordo com Marschner (1995), o ferro chega aos diferentes 6rgaos da
planta na forma de Fe™-livre por meio do apoplasto. Provavelmente, a redugdo do Fe™
ligado a citrato ¢ feita por redutases de membrana plasmatica. A presenca de redutases
do tipo redutase-oxidase de ferro (FRO) no mesofilo de folhas foi demonstrada para
ervilha (Waters et al. 2002) e em folhas de Arabidopsis (Robinson et al. 1997; Wintz et
al. 2003). Apos a redugdo, o Fe™ ¢ possivelmente transportado através da membrana
plasmatica, complexado com nicotianamina (NA). Um gene do tipo YSL de Arabidopsis
(YSL2) é expresso na membrana e também da vasculatura das folhas, podendo ser um
candidato ao transporte do ferro para dentro do simplasto (DiDonato et al. 2004).

Pouco se sabe sobre a distribui¢do intracelular do ferro, bem como sobre o
transporte e a regulacdo da concentracao nas diferentes organelas. Fitoquelatinas (PC) e
metalotioneinas (MT) sdo polipeptideos comumente envolvidos na tolerancia
intracelular a metais pesados. Sua funcdo consiste em seqiiestrar e formar complexos
com metais potencialmente toxicos quando livres, tornando-os inertes (Rauser 1990;
Robinson et al. 1993; Briat ¢ Lebrun 1999). Em relagao ao ferro, no entanto, ainda nao

foi demonstrada qualquer acdo protetora dessas moléculas. Becker et al. (1998) nao
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encontraram evidéncias do aumento da sintese de PCs e MTs em resposta ao aumento da
concentracao de ferro em plantas de ervilha.

Existem alguns trabalhos relacionados a genes envolvidos no transporte
intracelular de ferro. Em Arabidopsis, foi identificado um transportador do tipo proteina
de macréfago associada a resisténcia natural (do inglés Natural Resistance Associated
Macrophage Protein, NRAMP), que € expresso em parte aérea (Thomine et al. 2003).
Esse mesmo trabalho mostra que o AtNRAMP3 ¢ um transportador de Fe™ localizado
no tonoplasto, estando possivelmente envolvido na remobilizagdo do ferro que encontra-
se no vacuolo (Thomine et al. 2003). Lanquar et al. (2005) mostraram que AtNRAMP3 e
também AtNRAMP4 realizam a mobilizagao do estoque de ferro do vactolo, o que, sob
baixa concentragdo de ferro, passa a ser essencial para a germinag¢do das sementes.
Belouchi et al. (1997) clonaram e caracterizaram trés genes NRAMP em arroz
(OsNRAMP1, OsNRAMP2 e OsNRAMP3). Experimentos de expressdo mostraram que,
enquanto OsNRAMP1 ¢ expresso principalmente nas raizes e OsSNRAMP2 em folhas,
OsNRAMP3 ¢ expresso em niveis semelhantes em raizes e folhas. Também foi
mostrado que OsNRAMPI1 ¢ capaz de complementar funcionalmente o mutante de
levedura fet3fet4 (Curie et al. 2000), deficiente no transporte de ferro.

Uma das maneiras de estocar ferro intracelularmente ¢ por meio da ferritina. A
proteina ¢ composta de 24 subunidades, sendo capaz de estocar até¢ 4500 atomos de ferro
em seu interior (Connolly & Guerinot 2002). O poo!l de ferro ligado a ferritina ¢
equilibrado pelo pool de ferro livre, funcionando como um tampao de quantidade de
ferro (Pich et al. 2001). Os genes de ferritina de plantas normalmente apresentam
peptideos de transito para plastideos (Proudhon et al. 1996), o que ¢ justificavel pelo fato

de a maior parte do ferro intracelular ser localizado nos cloroplastos (Hendry &
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Brocklebnak 1985). O ferro complexado a ferritina representa mais de 90% de todo ferro
encontrado no embrido da semente de ervilha, atuando como uma fonte de reserva de
ferro para o desenvolvimento do aparato fotossintético da plantula apos a germinagdo
(Marentes & Grusak 1998). Foram identificados, em Arabidopsis, quatro genes
correspondentes a ferritina, sendo que duas copias (AtFerl e AtFer3) sdao induzidas em
condicdes de excesso de ferro (Petit et al. 2001a). Na regido promotora do gene AtFerl
foi identificada uma seqliéncia de resposta dependente de ferro (do inglés Iron
Dependent Responsive Sequence, IDRS), a qual ¢ responsavel pela inducdo da
transcricao desse gene quando a planta € exposta a condigdes de excesso de ferro, e pela
repressao em niveis normais de ferro ou em deficiéncia (Petit et al. 2001b). Um trabalho
(Petit et al. 2001a) em Arabidopsis mostra que, além do excesso de ferro, também o
tratamento com peroxido de hidrogénio aumenta a expressio de AtFerl e AtFer3,
sugerindo a ligagdo entre a produgdo de radicais livres e a presenga de ferro. Em
Nicotiana tabacum, a superexpressao de ferritina tornou a planta resistente a estresse
oxidativo, reforcando a idéia de que o excesso de ferro ¢ toxico por meio de radicais
livres (Deak et al. 1999). Em outro trabalho, a superexpressdo de ferritina em M.
tabacum causou o seqiiestro do ferro e um aumento na atividade de redutase das raizes,
resposta tipicamente dada a deficiéncia de ferro, indicando que o ferro foi alocado para o
interior das ferritinas e passou a ser indisponivel (Van Wuytswinkel et al. 1998).
Também se sabe que a sintese de ferritina ¢ induzida pelo excesso de ferro (Lobreaux et
al. 1995; Gaymard et al. 1996). A maior parte do ferro ligado a ferritina, no entanto, esta
localizada no cloroplasto, indicando sua fun¢do na prevencdo de danos ao aparato

fotossintético (Lobreaux et al. 1995; Becker et al. 1998). A presenca de ferritina ja foi
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também detectada em mitocondrias de Arabidopsis e ervilha, onde ela pode ter fungdo
semelhante (Zancani et al. 2004).

O aminoacido nao-proteinogénico NA, um dos intermediarios na sintese de
fitossider6foros nas plantas de estratégia 1, € ubiquo nas plantas superiores (Scholz et al.
1992), forma complexos estaveis tanto com Fe™ quanto com Fe™ (Stephan et al. 1996),
e o ferro, quando ligado a NA, ¢ menos reativo do que quando livre (Von Wirén et al.
1999). Isso o torna um dos principais candidatos a quelante de ferro tanto no transporte
intracelular quanto no transporte através da planta. O mutante de tomate chloronerva,
auxotrofico para NA, apresenta um fenotipo de deficiéncia de ferro constante, mesmo
em suficiéncia de ferro, ativando constitutivamente a redutase de raiz responsavel pela
reducio de Fe™ em Fe™. Apresenta também precipitagdes de compostos de ferro nas
células foliares, indicando que sem NA o metal ndo se mantém solivel e disponivel
dentro das células e, por isso, o fendtipo de deficiéncia de ferro independe da
concentracao do metal (Becker et al. 1995). Pich et al. (2001) mostraram, por meio de
marcagdo com anticorpo especifico em ervilha e tomate, que a maior parte da NA se
encontra no citoplasma em condi¢des normais, enquanto que, em condigdes de excesso
de ferro, sdo observadas inclusdes nos vacuolos, indicando a fun¢do da organela na
armazenagem do metal. Essa fungdo ja ¢ bastante conhecida para levedura, onde o
vactiolo ¢ o principal compartimentalizador de ferro (Raguzzi et al. 1988; Bode et al.
1995). Parece, entdo, que as plantas possuem mais de um compartimento para
armazenagem de ferro, tendo a ferritina papel principal no cloroplasto e a NA no
vacuolo, tanto protegendo a célula contra danos oxidativos causados pelo ferro livre

quanto fornecendo o metal em concentragdes ndo toxicas (Pich et al. 2001).
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A NA ligada a Fe™ ¢ transportada por genes YSL em Arabidopsis (Waters et al.
2006) e em arroz (Koike et al. 2004), espécie na qual a familia génica apresenta 18
membros (Gross et al. 2003, Koike et al. 2004). Koike et al. (2004) mostraram que
OsYL2 ¢ expresso principalmente no floema, sugerindo um possivel papel do gene no
carregamento e descarregamento do floema. Além do transporte realizado por meio da
complexacdo com NA, o ferro ¢ descrito como sendo transportado através do floema por
peptideos e proteinas. Em Ricinus communis, foi identificada uma proteina de 2,4 kDa
que se liga especificamente a Fe™ e ndo a Fe™, denominada proteina tranportadora de
ferro (do inglés iron transport protein, ITP), que € capaz de se ligar também a outros
metais como Cu'?, Zn™ e Mn" (Kriiger et al. 2002). Assim, percebe-se que o excesso de
ferro e seus efeitos toxicos em plantas, embora tenham alguns aspectos bem estudados,
ainda permanece sem um modelo que acople todos os eventos que parecem estar
envolvidos tanto na toxidez per se como na defesa da planta contra esse estresse.

O arroz, além de ser uma das culturas mais importantes do mundo, ¢ também a
planta-modelo para estudos de fisiologia e genética em monocotiledoneas (Shimamoto
& Kyozuka 2001). Portanto, estudos sobre a homeostase de ferro nesse modelo sdo de
extrema importancia para a elucidagdo dos mecanismos que controlam a entrada, o fluxo
e a exclusdao de ferro, bem como a identificagdo de genes ativados ou reprimidos em
resposta ao excesso ¢ a deficiéncia desse metal. As duas principais variedades de Oryza
sativa jé& tiveram as seqiiéncias de seus genomas completamente determinadas: variedade
indica (Yu et al. 2002) e variedade japonica (Goff et al. 2002). Nosso grupo, conforme
brevemente citado acima, realizou buscas nos bancos nos quais esses dados
encontravam-se disponiveis, procurando por genes sabidamente relacionados com a

homeostase de ferro em Arabidopsis e em outras espécies. Foram identificados 18 genes
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relacionados a familia génica YSL, dois relacionados com a familia génica FRO, onze
genes relacionados com a familia génica IRT/ZIP, oito genes relacionados com a familia
génica NRAMP e dois genes relacionados com a familia génica das ferritinas (Gross et
al. 2003). Ja estdao sendo conduzidos experimentos em nosso laboratorio com o intuito de
avaliar as mudancas na expressdo desses genes, ndo somente em €XcCesso como em
deficiéncia de ferro. Essa abordagem nos permitird fazer inferéncias sobre quais genes
possuem papel relevante nas repostas ao estresse por este metal. No entanto, somente
sdo avaliados genes que ja conhecemos, impossibilitando a identificagdo de novos genes
envolvidos. Além disso, a maior parte dos trabalhos relacionados aos efeitos do excesso
de ferro em plantas trata da resposta fisiologica ao estresse. Nosso trabalho ¢ a primeira
tentativa de analisar de maneira mais geral os mecanismos moleculares envolvidos nesta
resposta.

A técnica de Andlise de Diferenca Representacional (do inglés Representational
Difference Analysis RDA) foi inicialmente desenvolvida por Lisitsyn et al. (1993) para
identificar diferencas entre populagdes de DNA gendmico, sendo posteriormente
modificada por Hubank & Schatz (1994) para permitir a analise de diferengas entre
populagdoes de mRNAs. Baseada em ciclos sucessivos de hibridizacao subtrativa seguida
de PCR, esta técnica enriquece a amostra e permite o isolamento de seqiiéncias relativas
a mRNAs expressos diferencialmente. Também reduz a representagdo de seqii€ncias
ndo-diferencialmente expressas. E um método bastante sensivel e permite o isolamento
de genes cuja expressao ¢ aumentada ou diminuida entre duas populagdes diferentes de
cDNA relativas a duas situagdes contrastantes (Pastorian et al. 2000). Um de seus
poucos pontos negativos € a ndo-normalizagdo das seqiliéncias encontradas, muitas vezes

resultando em redundancias bastante altas para uma mesma seqiiéncia. Porém,
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considerando sua facil execugdo e eficiéncia, ¢ uma técnica recomendada para a analise
diferencial de expressdo génica em laboratorios de pequeno porte (Kozian &
Kirschbaum, 1999). Tendo em vista que a técnica ja foi usada com sucesso em nosso
laboratorio para a analise da expressao diferencial em arroz em resposta a deficiéncia de
ferro (Sperotto et al. in press), A RDA foi a técnica de escolha para a identificagdo de

novas seqiiéncias envolvidas na resposta ao excesso de ferro.
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Abstract

Iron is essential for virtually all living forms, and participates in many important
reactions in plant metabolism, including photosynthesis. Iron homeostasis in plants is
not completely understood, and both iron deficiency and overload are deleterious to
plants. Rice (Oryza sativa L. ssp. indica) is largely cultivated in submerged conditions,
what can lead to severe iron overload. In this work, we used the Representational
Difference Analysis (RDA) to isolate sequences up-regulated in response to iron-excess
treatment in rice shoots. We isolated 24 sequences, being able to attribute putative
functions to 20 of them. Photosynthesis, protein degradation and stress response are the
most representative categories. Several genes found are already described as responsive
to other stresses, but this is the first report of their up-regulation by iron-excess. We also
observed that some genes are related to the senescence process, which has overlapping
gene expression with stress-response. We suggest that iron excess-treated rice shoots are
entering a senescence program after nine days of treatment, and that some of the genes
found are preparing the nutrient salvage pathway that is characteristic of senescing
tissues. We also found a WRKY transcription factor up-regulated mostly in the third day
of treatment, suggesting that it could be a regulator of the iron excess/senescence

response in rice plants.

Keywords. Rice — Iron excess — Representational Difference Analysis —

Photosynthesis — Stress Response — Senescence
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Introduction

Iron is a transition metal that is essential for virtually all living organisms. Because
of a singular capability to gain or lose electrons, it has a crucial participation in
metabolic processes like oxi-reductive reactions of photosynthesis, electron transport in
respiratory chain and nitrogen assimilation. Although iron metabolism and homeostasis
in plants has received more attention in the last years, especially iron uptake by roots,
the molecular and physiological aspects of iron homeostasis remain largely unknown.

Iron is very abundant in the soil, but is normally chelated to organic matter in its
oxidized and insoluble form, Fe™, which is not readily available to absorption (Guerinot
and Yi 1994). Under iron deficiency, some iron-uptake strategies have been developed.
Strategy I, used by all plants except graminaceous species, involves (i) the release of
protons into the rhizosphere to lower the soil pH, (ii) the induction of Fe™-chelate
reductase expression to reduce Fe™ to the more soluble Fe* form, and (iii) the uptake of
the resulting Fe™” via an Fe™ transporter. Strategy II, used by graminaceous plants,
involves the release of mugineic acid family phytosiderophores from roots, which
solubilize the Fe™ chelated in the organic matter, and the absorption of Fe™-
phytosiderophore by a specific transporter (Guerinot and Yi 1994). Rice, although a
graminaceous plant, has genes for both strategies (Gross et al. 2003), and takes up iron
in both forms: as Fe™-phytosiderophore, probably mediated by Yellow Stripe Like
(YSLs) transportes, typical of the strategy II; and as Fe™ by the Iron Regulated

Transporter 1 (IRT1), a strategy I transporter (Ishimaru et al. 2006). Iron defficiency
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leads to chlorosis, reduction of photosynthetic machinery and reductions in crop yield
(Spiller and Terry 1980).

On the other hand, iron can be very dangerous when in excess into the cell. Free
iron can act as a potent generator of reactive oxygen species (ROS), especially the
hydroxyl radical, through the Fenton reaction (Becana et al. 1998). This radical is
extremely toxic to cell metabolism, leading to oxidation of biological macromolecules
like lipids, proteins and nucleic acids, causing membrane leaking and even cell death
(Cadenas 1989; Halliwell and Gutteridge 1992). Oxidative stress caused by iron excess
in plants was demonstrated in Nicotiana plumbaginifolia (Kampfenkel et al. 1995) and
in rice (Fang et al. 2001; Yamauchi and Peng 1995). Most plant iron is localized in
chloroplasts (Mengel and Kirkby 1982), and therefore it is the first organelle to be
damaged by iron excess. Increased cytochrome b6/f content, leading to higher
susceptibility of the photosystem II (PSII) to photoinhibition and consequent
photosynthesis decrease, was described in pea plants (Suh et al. 2002).

Rice, when cultivated in submerged conditions, is more prone to iron toxicity. This
is due to the anaerobic environment imposed by submersion, which lowers the pH and
changes the insoluble Fe™ form to the more soluble Fe™ form (Ponnanperuma 1972).
This leads to excessive iron absorption and toxicity. In rice, the observed symptoms of
iron toxicity are bronzing or yellowing of older leafs, iron deposition in spots on young
leafs, iron plaque formation in roots, slower of growth rate, decreased grain production
and even death (Sahrawat et al. 2004; Ponnamperuma et al. 1955). Two distinct types of
toxicity have been described in the literature: a true (or real) iron toxicity — characterized
by the accumulation of toxic levels of iron in the plant body (Sahrawat 2000; Olaleye et

al. 2001) and a indirect toxicity — a multiple nutritional disorder, caused by deficiency of
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other nutrients like Ca, Mg and Zn (Benckiser et al. 1984). This second type is caused by
the rice characteristic iron plaque on its root surfaces, which is formed due to oxidation
of ferrous to ferric iron and the precipitation of iron oxide/hydroxides on the root
surface, blocking or decreasing the absorption of other nutrients (Chen et al. 2006). The
experimental conditions used in this work simulate the true iron toxicity.

In this work, we use the cDNA-RDA to isolate sequences up-regulated by iron
excess in shoots of rice plants. We found genes related to various cellular functions,
including photosynthesis, protein degradation, stress response, sugar and amino acid
metabolism, and transcriptional regulation. Some genes are already described to be
responsive to other stresses, and some are related to senescence, a process that has
common gene expression profiles with stress response. We also found a transcription
factor up-regulated at the early phase of stress induction, suggesting a possible

regulatory role over other genes.

Material and Methods

Plant growth

Rice seeds (Oryza sativa L. spp. indica) from BR-IRGA 409 cultivar were
provided by Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA). Seeds were germinated for 4
days in an incubator (28°C, first 2 days in the dark and last 2 days in the light) on petri
dishes lined with filter paper soaked in distilled water. After germination and growth in
vermiculite and nutrient solution (Yoshida et al. 1976) for 14 days (28°C, with 16 hours

of light), plants were transferred to glass pots involved in aluminum foil and containing
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500 ml of nutrient solution. Plants (four plants per pot) were kept for 10 days in
adaptation solution (modified from Yoshida et al. 1976) containing 3.2 ppm Fe as
FeCl;.6H,0, pH 5.0 + 0.1. Plants were then transferred to the control treatment (6.5 ppm
Fe as FeSO4.7H20, pH 5.0 = 0.1) or to the iron-excess treatment (500 ppm Fe as
FeS04.7H20, pH 5.0 £ 0.1) for additional 3, 6 and 9 days. All solutions were replaced
every 3 days. Plants were cultivated in a growth room at 26 + 1°C under white light with

a photoperiod of 16 / 8 h light / dark cycle (irradiance of approximately 60 pmol m™s™).

RNA extraction and cDNA synthesis

Rice shoot tissues were harvested from plants grown under control treatment or Fe-
excess treatment for 3, 6 and 9 days (n = 4 per group). Total RNA was extracted using
Trizol (Gibco® BRL). RNA quality was assessed by denaturing-condition agarose gel
electrophoresis and spectrophotometer analysis. First-strand cDNA synthesis was
performed with reverse transcriptase (Superscript II, Invitrogen® Life Technologies)
using 1 pg of RNA (approximately 300 ng from each sampling time: 3, 6 and 9 days,
from each treatment). cDNA was then prepared using the SMART PCR cDNA
Synthesis Kit (Clontech® Laboratories), according to the manufacturer’s instructions, in

the presence of RNase OUT (Invitrogen® Life Technologies).

Representational Difference Analysis

The cDNA Representational Difference Analysis (cDNA-RDA) was performed

essentially as described by Pastorian et al. (2000) and optimized by Dutra et al. (2004).
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Double-stranded ¢cDNA pools were digested with the restriction enzyme Sau3Al
(Amershan Pharmacia® Biotech). The resulting products were purified using the GFX
kit (Amershan Pharmacia® Biotech) and ligated to adaptors (RBaml2:
GATCCTCGGTGA and RBam24: AGCACTCTCCAGCCTCTCTCACCGAG). To
provide sufficient amounts of starting material for RDA, the cDNAs were diluted and
amplified using RBam24 as a primer (25 cycles of denaturing at 95°C for 45 sec and
annealing and extension at 70°C for 3 min). The final PCR products were purified using
the GFX kit, resulting in driver cDNA populations from shoots submitted to control
treatment and Fe-excess treatment. To generate the tester populations, a small aliquot of
each driver was completely digested with Sau3Al to remove RBam adaptors, purified
with the GFX Kit and ligated to JBam adaptors (JBam12: GATCCGTTCATG and
JBam24: ACCGACGTCGACTATCCATGAACQG).

In order to isolate iron excess-induced sequences, the first differential product
(DP1) was obtained by mixing pre-denaturated control driver and Fe-excess tester in a
50:1 ratio, in a final volume of 5 pl, followed by hybridization at 67°C for 24 hours and
amplification by PCR with JBam24 primer. To minimize single-stranded cDNA linearly
amplified, the product of the first seven cycles of amplification was used as template in a
new reaction, diluting the unwanted sequences. After purification, DP1 products were
digested with Sau3Al to remove JBam adaptors before ligation to NBam adaptors
(NBam12: GATCCTCCCTCG and NBam?24:
AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG). The second hybridization was performed at a
ratio of 500:1 (5 pg driver: 10 ng DP1). The second differential product (DP2) was
obtained using the same procedure as for DPI, using NBam24 as primer, instead of

JBam?24.
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Cloning and sequence analysis

The DP2 product was purified and cloned into pCR2.1-TOPO Vector (TOPO TA
Cloning Kit, Invitrogen) and transformed in Escherichia coli XL1 Blue competent cells
by electroporation. Individual bacterial clones were grown in 96-well plates. Plasmid
DNA was prepared from 192 selected clones and samples were sequenced in the
ACTGene Laboratory (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil)
using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™). The vector sequence was removed manually and the resulting sequences
were then matched to rice full-length ¢cDNA clones using the Rice Pipeline
(http://cdna.01.dna.affrc.go.jp/PIPE/), a unification tool that dynamically integrates data

from various rice databases (Yazaki et al. 2004).

Semi-quantitative RT-PCR analysis

For the synthesis of first strand cDNA, 1 pg of total RNA from each time of
exposure to the treatment (3, 6 and 9 days of Fe-excess and of control treatment) was
reverse transcribed using an oligo-dT primer and Superscript II (Invitrogen® Life
Technologies) in 20 pl total volume. The synthesized first strand cDNA was diluted five
times and 2 ul were used for PCR analysis with different sets of gene-specific primers.
All primers were designed to amplify 150-200 bp of the 3’-UTR of the genes and to
have similar Tm values (60 + 2°C). Table 1 shows all gene-specific primers used in this

work. PCR conditions used were 95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 72°C for 30 s in a 50
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ul volume. The optimal numbers of PCR cycles were determined for each gene to ensure
that amplification occurred in the exponential phase. Obtained PCR products were
subjected to agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide to compare

the intensity of the bands.

Results

We used the cDNA-RDA technique to find sequences that were up-regulated in
shoots of rice plants by iron excess treatment. The control treatment driver and the iron-
excess treatment tester were hybridized in a 50:1 proportion to generate the DP1, and a
fresh aliquot of control treatment driver was used to be hybridized with DP1 in a 500:1
proportion and generated the DP2. Figure 1 shows all populations and differential
products obtained during the procedure. Differences between populations are clear when
comparing smears. After the second hibridization, bands are well defined in DP2,
indicating enrichment of the differential expressed sequences.

Approximately 200 colonies were isolated and two 96-well plates were grown.
Plasmid DNA was extracted and sequenced. Since the overhang sequence resulting from
cleavage with Sau3Al is the same for all sequences, it is possible that some
amplification products ligate each other instead of ligating adaptors, forming chimaeric
clones. Nineteen chimaeras were found in 192 sequenced clones, all having two different
fragments flanked by adaptors. We included the “chimerical sequences” group in our
analysis, because the most frequent sequences were the same as found in the “only-one
sequence” group. Table 2 shows the 24 different sequences which are homolog to at

least one clone in Rice Pipeline Database. Functional categorization followed the Gene
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Ontology Database (www.godatabase.org/) classification. We only show the best E-
value found for each different sequence, representating the quality of the similarity (the
nearest to zero, the most probable the similarity is not aleatory). Clone numbers are from
the best matches found in the Rice Pipeline Database. Redundancy, shown in percentage
and in absolut numbers, describe how representative a sequence is in the DP2 subtracted
population. The most redundant sequence found 1is a putative N-terminal
acetyltransferase, with 66,83% of sequenced clones.

To confirm the differential expression pattern of sequences, we performed semi-
quantitative RT-PCR experiments. For each tested gene, we designed primers based on
the best match clone found in the Rice Pipeline Database, choosing portions from the 3°
UTR or near to avoid cross-amplification. We show the analysis of expression by RT-
PCR of 3, 6 and 9 days of each treatment in separate (T3, T6 and T9), while the cDNA-
RDA was performed pooling samples from the three times of exposure in equal
amounts. For each gene, we analyzed gene amplification after 20, 25, 30 and 35 cycles
for each time of treatment, for both treatments, to compare band intensity only in the
exponential phase of amplification. Some sequences were tested after different cycle
numbers, to refine the analysis. Actin and ubiquitin were used as internal controls.
Figure 2 summarizes the results of semi-quantitative RT-PCR experiments. Eleven

sequences were found to be up-regulated by iron-excess from 14 tested.

Discussion

The cDNA-RDA approach was used to find sequences that are directly or

indirectly involved in the response to iron-excess treatment after exposure for three
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different periods. Obviously, we were more interested in sequences that indicate a direct
involvement in the response, like transporters that could alocate the excess metal to
subcellular compartments to be stored, proteins or enzymes that could chelate iron,
oxidative stress or other stress response genes, transcription factors that could be master
regulators of the response, and others. Although there is some information about iron
excess stress in plants (Kampfenkel et al. 2005; Suh et al. 2002: Stein et al. personal
comunication) most of them are focused on physiological data. Other reports point out
candidate molecules to perform iron-buffering functions (for ferritin, see Briat and
Lobreaux 1998; for nicotianamine, see Pich et al. 2001). Our work is the first attempt to
uncover the genes and molecular mechanisms involved in iron stress response in rice
plants.

The differential expression pattern of the sequences isolated in our work has been
tested by semi-quantitative RT-PCR. Although RT-PCR quantification may be
problematic because of the exponential nature of the PCR reaction, it is much more
sensitive to detect low amounts of RNA than methods like Northern Blot, RNA Dot Blot
or Ribonuclease Protection Assay. With the use of low-variation or so-called
“housekeeping” genes as normalization standards, it is possible to demonstrate the
differences between cDNA populations (Shin et al. 2004; Zervos et al. 2006).

The most redundant sequence found in our work is a putative N-terminal
acetyltransferase. Protein modification is usual in plants under stress. In rice, histone
acetylation is described to be involved in alterations in gene expression of other genes
after submersion (Tsuji et al. 2006). Protein deacetylation is also involved in response to

abiotic stress like drought and high salinity in Arabidopsis, and is regulated by abscisic
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acid, a common regulator of stress response (Sridha and Wu 2006). However, we could
not associate this gene with a more specific function related to iron-excess.

We found three genes up-regulated by iron-excess that are related to
photosynthesis, RuBisCO activase, chlorophyll a/b binding protein (CAB) and 10 kDa
PSII polypeptide psbR. RuBIsCO activase and CAB have been confirmed as
differentially expressed. Up-regulation of RuBIsCO activase has been previously
described for various stresses, like salt stress (Parker et al. 2006), pathogen infection
(Xiong et al. 2001), and water stress (Cramer et al. 2006). RuBIsCO Activase is a key
regulator of photosynthesis, activating RuBIsCO by removing sugar phosphates from its
active site in an ATP-dependent manner (Portis 1990, Portis 1992). In rice plants under
iron excess, our group has observed that the maximum carboxylation rate, electron
transport rate and maximum apparent quantum yield are affected (Stein et al. personal
comunication), decreasing photosynthetic activity. In additon, RuBIsCO is known to be
degraded (Salekdeh et al. 2002; Mehta 1992) and to decrease its activity in response to
stress (Flexas et al. 2006; Parry 2002). Up-regulation of RuBIsCO activase could
improve photosynthesis efficiency by increasing the amount of RuBIsCO that is
activated for CO, fixation, compensating the reduced photosynthetic rate.

Kampfenkel et al. (1995) described iron-excess effects in N. plumbaginifolia,
reporting high thylakoid energization, increased PSII reduction and photoinhibition. This
is caused by generation of reactive oxygen species (ROS) and photodamage on PSII,
impairing the energy flow from light-harvest to the electron transport through
photosystems and ATP synthesis. Thus, light irradiance over impaired PSII leads to
photodamage and degradation of components of the photosynthetic apparatus

(Kampfenkel et al. 1995; Garcia-Lorenzo 2005). The up-regulation of Chlorophyll a/b
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Binding Protein (CAB) and 10 kDa PSII polypeptide psbR at the mRNA level, seen in
our work, could be a mechanism to compensate protein degradation of the
photosynthetic apparatus. Gorantla et al. (2006) found these two mRNAs to be up-
regulated in rice in response to drought stress. Increasing CAB could also be increasing
chloroplast photoprotection, since CAB is part of the LHCII system, and LHC proteins
are described to ligate xantophylls and participate in chloroplast protection under excess
light (Bassi and Caffarri 2000), a stress that causes photoinhibition. On the other hand,
Teramoto et al (2002) reported down-regulation of LHCII mRNA of Chlamydomonas
reinhardtii in response to high light and CO, concentration. We believe that CAB is up-
regulated in a first attempt to restore the protein degraded due to photoinhibition.

We found three genes (Oryzain Alpha, Rhomboid and E2 Ubiquitin-conjugating
enzyme) up-regulated by iron-excess involved in protein degradation. Oryzain and
Rhomboid were confirmed by RT-PCR. Oryzain Alpha is a cysteine-protease expressed
5 to 8 days after the start of germination and is regulated by gibberellic acid (GA)
(Watanabe et al. 1991). Rhomboid is a serine-protease first described in Drosophila
(Urban et al. 2001), and is involved in regulated intramembrane proteolysis in
Arabidopsis (Kanaoka et al. 2005) and in Drosophila. It is well documented that protein
degradation occurs in senescing plants (Krupinska and Humbeck 2004). Around 7% of
the 2500 genes expressed in senescing leaves of Arabidopsis plants are proteases
(Gepstein et al. 2004), and serine- and cysteine- are two of the representative classes
(Guo et al. 2004). Senescence, although occurring in a developmentally programmed
manner along a plant’s life span, could be triggered by various stresses, such as
nutritional and water deficiencies, light deprivation, drought and oxidative stress

(Buchanan-Wollaston et al. 2003), as well as by the hormone ethylene (Martinez et al.
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2006). The up-regulation of two proteases and of an E2 ubiquitin-conjugating enzyme,
observed in our work, agrees with a supposed protein degradation pathway induced by
iron excess stress. Furthermore, we found a hydroxymetilglutaril-CoA lyase up-
regulated by iron excess. The enzyme catalyses the final steps of leucine degradation,
and could be involved in the same pathway as the other three genes.
Hydroxymetilglutaril-CoA lyase was not confirmed by RT-PCR.

Three genes related to stress response were isolated. DEAD/DEAH box RNA
Helicase and a C2 domain-containing protein (C2 protein) were confirmed as up-
regulated by iron-excess stress, while lypoxigenase could not be confirmed. DEAD box
RNA helicases are the largest family of RNA helicases (Gong et al. 2005) and are
described as responsive to cold stress in Arabidopsis (Seki et al. 2001; Gong et al. 2005)
and salt stress in Hordeum vulgare (Nakamura 2004). One possible role for RNA
helicases in stress-response is to stabilize or enhance protein synthesis, which is very
sensitive to stress (Vashisht et al. 2006). They could act as RNA chaperones, unwinding
RNA secondary structures and protecting mRNA from degradation, which occurs when
translation initiation is inefficient (Jones et al. 1996; Sanan-Mishra et al. 2005). A C2
protein has been described as responsive to cadmium and copper toxicity and to be a
gene associated with leaf senescence in H. vulgare (Ouelhadj et al. 2006). In rice, two
small C2 proteins were isolated as cDNAs up-regulated by fungal elicitors, both derived
from the same gene by alternative splicing. Evidence suggests that the C2 protein
migrates to plasma membrane, recruiting proteins involved in stress response
mechanisms (Kim et al. 2003). Lypoxygenase is a lipid-degradation enzyme. This
process is common to senescence and some stress responses. The involvement of

lypoxygenase has been described in response to oxidative stress in Phalaenopsis (Ali et
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al. 2005), to cold stress, wounding and pathogen infection in maize (Nemchenko et al.
2006) and related to senescence in leaves (Buchanan-Wollaston et al. 2003).
Lypoxygenase was not confirmed as differentially expressed, possibly because the
sensibility of the RT-PCR technique was not high enough.

B-D-Glucan exo-hydrolase and B-glucosidase are different enzymes with the same
B-glucosides-degradating activity. -Glucosidase is associated with several stresses, like
water deficit in maize (Riccardi et al. 1998), cold, salt and drought in Arabidopsis
(Kawasaki et al. 2001; Kreps et al. 2002; Seki et al. 2002), blast fungus infection in rice
cell suspension-cultures (Kim et al. 2003), brown planthopper infestation in rice leaves
(Wang et al. 2005). Matsushima et al. (2003) showed that B-glucosidase is the main
compound of endoplasmatic reticulum (ER)-bodies induced by wound stress. The
reaction that cleaves B-glucosides is involved in activation of abscisic acid (ABA), a
phytohormone critical for plant adaptation to environmental stress (Lee et al. 2006).
Also, B-glucosidase is described as a potential senescence-marker gene in Arabidopsis
(Yoshida et al. 2001).

Two ribosomal proteins were found to be up-regulated by iron excess in our
sequencing, although they were not confirmed by RT-PCR. L11 and L27 are part of the
60S ribosome (Pesaresi et al. 2001; Taylor et al. 1994), and could be involved in
switching the protein synthesis to produce stress-specific genes.

Protein Bet3 is a component of the transport protein particle (TRAPP) complex,
which is involved in vesicular transport through the cytoplasm (Loh et al. 2005).
Although it was confirmed as been up-regulated, there was no clear inference of its

possible function in iron-excess stress. The same is true for NADH ubiquinone
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oxyreductase, involved in the first steps of the mitochondrial respiratory chain (Downs
et al. 1998).

The leucine-rich repeat receptor (LRR) is part of the major family of receptor-like
kinases in plants, the LRR-RKL family (Shiu and Bleecker 2001). In Arabidopsis, a
LRR was described as been involved in ABA signaling and possibly in stress response
(Osakabe et al. 2005).

We found two transcription factors up-regulated by iron excess. Differential
expression of the WRKY transcription factor was confirmed by RT-PCR. WRKY
proteins are a super family of transcription factors that are mainly found in higher plants
with 74 members in Arabidopsis and up to 105 members predicted in rice (Dong et al.
2003). WRKYs was already described as involved in responses to stresses like high
salinity in rice shoots (Zhou et al. 2005), water deficit in grapevine (Cramer et al. 2006),
sucrose starvation in rice suspension cells (Wang et al. 2006), ozone stress in
Arabidopsis (Rizzo et al. in press), cold and drought in barley (Mare et al. 2004),
combined heat shock and drought in tobacco (Rizhsky et al. 2002) and senescence in
Arabidopsis (Miao et al. 2004; Robatzek et al. 2007). In out RT-PCR experiments,
WRKY is up-regulated mostly in the third day of iron excess treatment. It is tempting to
suggest that the WRKY transcription factor is an early regulator of responses to iron
excess, up-regulating other genes important to protect the rice plant against the stress.

More experiments will be necessary to confirm this hypothesis.

Concluding Remarks
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In this work, we isolated 24 sequences up-regulated by iron excess and confirmed
the differential expression pattern of eleven of them by semi-quantitative RT-PCR
analysis. Although we could not confirm differential expression of all sequences,
possibly because the RT-PCR sensibility was not high enough, we were able to make
considerations about the genes found and their functional categorization. Almost all
genes have already been described to be responsive to other stresses, and many are also
responsive to senescence. It has been shown that senescence is a process with extensive
overlap with stress responses concerning gene expression profiles (Park et al., 1998;
Weaver et al. 1998; Chen et al. 2002) which is probably true for iron-excess stress. So,
we suggest that some senescence-associated genes (SAGs) are found in response to iron-
excess because they are preparing the plant to undergo senescence. We don’t have
supporting data to affirm that 9-day iron excess plants are already senescing, although
the iron-excess probably leads to senescence. Gregersen and Holm (2007) analyzed the
senescence transcriptome in the flag leaves of wheat, and eight genes found to be up-
regulated are well correlated with our findings. Further physiological and biochemical
studies will be necessary to test this hypothesis. Furthermore, this is the first attempt to

describe the description of genes up-regulated by iron excess in plants.
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Table 1: Gene-specific PCR primers used for semi-quantitative RT-PCR

Gene

Forward Primer

Reverse Primer

Putative N-terminal acetyltransferase
RuBisCO activase small isoform
chlorophyll a/b binding protein
Oryzain Alpha
Rhomboid protein-related
ubiquitin-conjugating enzyme E2
Lypoxygenase
DEAD/DEAH box RNA helicase
C2 domain-containing protein
beta-glucosidase
Transport protein particle (TRAPP) component Bet3
NADH-ubiquinone oxidoreductase
Leucine-rich repeat/extensin/phytosulfokine receptor
WRKY family protein

TCTTTTGTTAGCGGCAAAGC
CATAGGAGGAGGAGGGCAAG
CAGTTGCAGCAGTGCATGTAT

TACCCCATCTGCAATGTTCA

CACCTGCCTATGTGCTTTGT

GCTGCTGCCATTTCTCCTAC

TAACGCCCTGCATTATTTCC

ACTGCACTGGCTTTCTCGTT
AAGGTGAAGCAAGACGTGGT

GCCTACTGGTTCAGGGACAT

CACATGCTGCCTGTTTGTTC
CAGAGCAAGCCTGAGCACTA
GCGGAGGAGGACAAGTACAG

CCATCATTTGGACCTCAGAT

AGTGCCCACAGCGTGTCTAT
CGGCCTGCTTAAAAGGTGTA
CGATCCAAAGAAGCAAAGATG
GGCTCTGGACGGTCTGATAC
CATCTGGATGGGGATGTCA
GCGGGTTATGAACGTGAGTT
GCAACCCCTCTGTGCTACAT
GTAATGCCTCGTCCGAAACT
TGCGAGCTATGCAAGACTGT
TTCATAGCCAGCTCTGATGC
CTACTTGATGCTGCCGTGAA
CTCGCACAACAGATTGGAGA
CCAAGAGCAACCGAATCAAT
TTCTGCATTCTTTGCTTCCA
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Table 2. Rice gene sequences up-regulated by iron excess treatment.

Functional Categories Cloneg\il;glil;zr) (Rice Description Redtg(l;:i)ancy Best E-value
Protein modification
J013135021 Putative N-terminal acetyltransferase 133(66,83%) 6e-96
Photosynthesis
J013001C24 RuBisCO activase small isoform 26(13,06% le-140
001-034-G02 chlorophyll a/b binding protein 4(2,01%) 0.0
J023063115 photosystem II 10 kDa polypeptide psbR 1(0,05%) 3e-72
Proteolysis
JO13065M08 Oryzain Alpha 6(3,01%) 0.0
J033029B20 rhomboid protein-related 1(0,05%) 0.0
J023056A05 ubiquitin-conjugating enzyme E2 1(0,05%) 0.0
Stress Response
J013079G10 Lypoxygenase 4(2,01%) 0.0
J013048C24 DEAD/DEAH box RNA helicase 1(0,05%) le-169
J033052D22 C2 domain-containing protein 1(0,05%) 2e-73
Sugar Metabolism
J033125115 beta-D-glucan exohydrolase 3(1,5%) 0.0
J033117C01 beta-glucosidase 1(0,05%) le-173
Amino Acid Metabolism
J013170018 hydroxymethylglutaryl-CoA lyase 3(1,5%) le-156
Protein Synthesis
JO13120K02 ribosomal protein L11 2(0,1%) 8e-56
J033038C19 ribosomal protein L27 1(0,05%) 5e-53
Intracellular Transport
J033122A14 TmnSpO“C%r;;i‘;é’;“é‘jg(TRAP P) 1(0,05%) 0.0
Electron Transport
JO13066N17 NADH-ubiquinone oxidoreductase 1(0,05%) le-173
Cell diferentiation/proliferation
1013075017 Leucine-rich repee;;/ ::get:(r)lrsin/phytosulfokine 1(0,05%) 6698
Transcription Factors
JO13058H19 Myb factor protein 1(0,05%) 0.0
JO33138N11 WRKY family protein 1(0,05%) 2e-74
Unknown
J013002B13 Unknown 2(0,1%)
JO23112A22 Unknown 2(0,1%)
J013129D08 Unknown 1(0,05%)
001-105-B04 Unknown 1(0,05%)
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Figure 1: cDNA population used during RDA technique.
100 bp ladder (1), control-treatment driver (2), iron
excess-treatment tester (3), DP1(4) e DP2 (5). 1,0%
agarose gel electrophoresis, stained with ethidium
bromide.
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Control Fe*
T3 76 T9 T3 T6 T9

N-terminal
Acetiltransferase (31)

Rubisco
Activase (22)

CAB Protein (30)
Oryzain (30)

Rhomboid
Protein (35)

DEAD-Box RNA
Helicase (32)

C2 Domain-containing
protein (35)

B-glicosidase(27)

Bet3 (30)

NADH:ubiquinona
oxireductase (29)

WRKY Transcription
Factor (35)

Actin (35)

Ubiquitin (30)

Figure 2: Confirmation of differential expression pattern by semi quantitative RT-
PCR. Numbers in parentheses indicate the number of cycles needed to detect the
PCR product. Control, control treatment; Fe+, iron-excess treatment. 1,0% agarose
gel electrophoresis, stained with ethidium bromide.
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Capitulo 2

Utilizacdo da técnica de Representational
Difference Analysis (RDA) para isolamento de
genes inibidos pelo excesso de ferro em partes

aéreas de plantas de arroz (Oryza sativa)
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Utilizacdo da técnica de Representational Difference Analysis (RDA) para
isolamento de genes inibidos pelo excesso de ferro em partes aéreas de plantas de

arroz (Oryza sativa)

Introducéo

A técnica de cDNA-RDA permite o isolamento de seqii€ncias especificas de um
tratamento ou situa¢do quando em comparag¢ao com outro, enriquecendo a amostra para
essas seqiiéncias de interesse em detrimento das que sdo comuns a ambas as situagdes
(Pastorian et al. 2000). Isso ¢ feito através da hibridizagcdo de uma populacao tester, que
¢ a de interesse, com uma populacao driver, que € utilizada em excesso para remog¢ao
das seqiiéncias em comum. Sendo assim, ao comparar uma populacdo nao-tratada como
tester com uma tratada como driver, a amostra serd enriquecida para seqii€éncias
especificas da populagdo nao-tratada, ou seja, aquelas cuja expressao foi diminuida apos
o tratamento. Neste trabalho, foram realizados experimentos de cDNA-RDA para a
identificacdo de genes inibidos pelo excesso de ferro, os quais podem ter importancia na
resposta ao estresse. A andlise do padrio de expressdao génica das seqiiéncias
encontradas foi feita por meio de RT-PCR semi-quantitativa. Os resultados obtidos sdo

apresentados neste Capitulo.

Material e Métodos

Crescimento das Plantas
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Sementes de arroz (Oryza sativa L. spp. indica) da cultivar BR-IRGA 409 foram
cedidas pelo Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA). As sementes foram germinadas
por quatro dias em incubadora (a 28°C, sendo os primeiros dois dias no escuro e os dois
ultimos sob luz constante) em placas de petri sobre papel filtro e embebidas em agua
destilada. Apds a germinagdo e crescimento em vermiculita e solu¢do nutritiva (Yoshida
et al. 1976) por 14 dias (28°C, com 16 horas de luz), as plantas foram transferidas para
potes de vidro envolvidos em papel aluminio contendo 500 mL de solugdo nutritiva. As
plantas (4 plantas por pote) foram mantidas por 10 dias em solu¢cdo de adaptagdo
(modificada de Yoshida et al. 1976) contendo 3.2 ppm Fe, tendo como fonte de ferro
FeCl3.6H20 e pH 5.0 £ 0.1. Foram entdo transferidas para o tratamento controle (6.5
ppm Fe tendo como fonte de ferro FeSO4.7H20 e pH 5.0 + 0.1) ou para o tratamento
excesso de ferro (500 ppm Fe tendo como fonte de ferro FeSO4.7H20 e pH 5.0 + 0.1)
por 3, 6 e 9 dias. Todas as solugdes foram trocadas a cada trés dias. O experimento foi
conduzido sob fotoperiodo de 16 / 8 horas de luz / escuro, com uma irradiancia de

aproximadamente 60 pmol m-” s-', em temperatura controlada de 26 + 1°C.

Extragao de RNA e sintese de cDNA

As plantas sob os tratamentos controle e excesso de ferro foram coletadas apos 3, 6
ou 9 dias de tratamento (n=4 para cada grupo), sendo as partes aéreas separadas das
raizes. A extracdo de RNA total foi feita utilizando-se o reagente Trizol (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA). A qualidade do RNA foi testada através de eletroforese em gel
de agarose em condicOes desnaturantes e através de andlise em espectrofotometro. A

sintese da primeira fita de cDNA foi feita utilizando-se a transcriptase reversa
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(Superscript II, Invitrogen, CA, USA) com 1 pg de RNA (aproximadamente 300 ng de
cada um dos tempos: 3, 6 e 9 dias, para cada tratamento). Os cDNA foram entdo
preparados com o kit SMART PCR ¢cDNA Synthesis da Clontech® Laboratories (Palo
Alto, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante, na presenga de RNAse OUT

(Invitrogen® Life Technologies).

Representational Difference Analysis

A técnica de cDNA Representational Difference Analysis (cDNA-RDA) foi usada
como descrito por Pastorian et al. (2000), incluindo as otimiza¢des de Dutra et al.
(2004). Os pools de cDNA dupla-fita foram digeridos com enzima de restricdo Sau3Al
(Amershan Pharmacia® Biotech). O produto resultante foi purificado com o kit GFX
(Amershan  Pharmacia® Biotech) e ligado aos adaptadores (RBaml2:
GATCCTCGGTGA e RBam24: AGCACTCTCCAGCCTCTCTCACCGAG). A fim de
obter quantidades suficientes de material, os cDNAs foram diluidos e amplificados,
utilizando-se RBam24 como primer (25 ciclos, desnaturagao a 95°C por 45 segundos, e
anelamento e extensdo a 70°C por 3 minutos). Os produtos finais do PCR foram
purificados com o kit GFX, resultando nas populagdes de cDNA submetidas a
tratamento controle e tratamento excesso de ferro. Essas populagdes foram chamadas de
drivers. Para gerar as populacdes fester, uma pequena aliquota dos drivers foi
novamente digerida com Sau3Al para remover os adaptadores RBam, purificada por
GFX e ligada aos adaptadores JBam (JBaml2: GATCCGTTCATG e JBam24:

ACCGACGTCGACTATCCATGAACQG).
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Para isolar seqiiéncias inibidas pelo excesso de ferro, o primeiro produto
diferencial foi obtido através da mistura de driver excesso ferro: tester controle em uma
propor¢ao de 50:1 (5 ug driver: 100 ng tester), em um volume final de 5 pl e
hibridizagao a 67°C por 24 horas, seguido de amplificagdo utilizando-se JBam24 como
primer. Para minimizar o aumento linear de cDNAs simples fita que possuem
adaptadores JBam em apenas uma extremidade (comuns as duas populagdes), o produto
dos sete primeiros foi usado como molde em uma nova reagdo, diluindo entdo essas
seqiiéncias nao-desejadas. Apds ser purificado, o primeiro produto diferencial (DP1) foi
digerido com Sau3 Al para remog¢ao dos adaptadores JBam e ligado a adaptadores NBam
(NBam12: GATCCTCCCTCG e NBam24: AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG).
A segunda hibridizagao foi feita em uma propor¢ao de 500:1 (5 ug driver: 10 ng DP1).
O segundo produto diferencial (DP2) foi obtido da mesma maneira que o DPI,

utilizando-se NBam24 como primer em vez de JBam24.

Clonagem e Seqiienciamento

A DP2 foi purificada e clonada no vetor pCR2.1-TOPO (TOPO TA Cloning Kit,
Invitrogen) e transformada por eletroporacdo em células competentes de Escherichia
coli cepa XL1 Blue. Clones individuais foram isolados e cultivados em placas de 96
pocos. DNA plasmidial de 192 clones foram preparados e as amostras seqiienciadas no
laboratorio ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil)
utilizando-se o seqiienciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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As seqiiéncias do vetor e dos adaptadores foram removidas manualmente e as
seqiiéncias resultantes foram comparadas a clones completos de cDNA de arroz,
utilizando-se a Rice Pipeline Database (http://cdna.01.dna.affrc.go.jp/PIPE/), uma
ferramenta que unifica informagdes de dados de varias bases de dados relacionadas a

seqiiéncias de arroz. (Yazaki et al. 2004).

RT-PCR Semi-quantitativo

Para a sintese da primeira fita de cDNA, 1 ug de RNA total de cada tempo de
tratamento (3, 6 e 9 dias, tanto para tratamento controle quanto para tratamento com
excesso de ferro) foi utilizado. A transcrig@o reversa foi feita com Superscript Il e um
oligo-dT como primer, em uma reacao de 20 uL como volume final. A reagdo foi entdo
diluida 5 vezes, e 2 puL foram usados para cada reacdo com primers especificos para
cada gene. Todos os primers foram projetados para amplificar seqiiéncias de 150 a 200
pares de base da regido 3’ ndo traduzida e para que tivessem TM (melting temperature)
semelhantes (60 + 2°C). Na Tabela 1 estdo mostrados os primers especificos utilizados.
As condicdes das reagdes foram de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C
por 30 segundos em um volume final de 50 pl. O nimero 6timo de ciclos para cada gene
foi determinado, garantindo que a andlise dos produtos fosse feita ainda durante a fase
exponencial de amplificagcdo. Os produtos de PCR obtidos foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio, nos quais foram comparadas lado-

a-lado as intensidades das bandas.

Resultados
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A realizagdo deste trabalho tem como objetivo isolar seqii€ncias cuja expressao ¢
diminuida pelo tratamento por excesso de ferro. O driver “excesso de ferro” e o tester
“controle” foram hibridizados em uma propor¢ao 50:1 para gerar a DP1, e uma aliquota
nova do driver “excesso de ferro” foi usada em uma nova hibridizagdo com a DP1 em
uma proporcao 500:1, gerando a DP2. A figura 1 mostra todas as populacdes e produtos
diferenciais usados na execucao da técnica. Nota-se um padrao de arraste diferente entre
as populacdes driver, tester ¢ DP1. Apo6s a segunda hibridizacdo, o aparecimento de
bandas na DP2 indica o enriquecimento da populagdo com cDNAs diferencialmente
expressos, sendo os demais subtraidos.

Duas placas de 96 pocos foram preparadas com DNA plasmidial de colonias
transformadas e isoladas, e entdo submetidas ao seqlienciamento. De 192 reagdes de
seqlienciamento, 186 resultaram em seqiiéncias analisaveis. Foram encontradas 15
seqiliéncias diferentes entre si, que possuiam pelo menos um clone com homologia no
Rice Pipeline Database. A categorizacdo funcional de cada uma foi feita seguindo a
classificagdo do Gene Ontology Database (http://www.godatabase.org/). Os resultados
obtidos sdo mostrados na Tabela 2. Sao mostrados os melhores E-values encontrados
para cada clone, indicando o grau de confianga na similaridade entre as nossas
seqiliéncias e as seqiiéncias do banco (quanto mais proximo de zero, mais provavel de
que aquela similaridade ndo seja espuria). Os calculos de porcentagem de redundancia
foram feitos sob o total de seqiliéncias validas, indicando quantas vezes uma mesma
seqiiéncia ¢ encontrada na populacdo DP2.

Para confirmar o padrio diferencial de expressdo das seqii€ncias encontradas,

foram realizados experimentos de RT-PCR semi-quantitativa. Os primers projetados
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anelam nas por¢des 3° UTR dos genes ou muito proximos, minimizando os riscos de
haver reagdo cruzada com outros genes similares que ndo os encontrados em nosso
trabalho. A anélise da expressao por RT-PCR de cada um dos genes, nos tempos 3, 6 ¢ 9
dias de tratamento ¢ mostrada em separado, enquanto que no cDNA-RDA os trés tempos
de exposi¢ao foram agrupados em quantidades iguais. Para cada gene, n6s analisamos a
amplificacdo em 20, 25, 30 e 35 ciclos para cada tempo de tratamento, para ambos os
tratamentos, a fim de comparar as intensidades de banda apenas na fase exponencial de
amplificacdo. Algumas seqii€éncias foram testadas apos diferentes nimeros de ciclos,
para refinar a andlise. Actina e ubiquitina foram usadas como controles internos. Na
figura 2 estdo mostrados os resultados das RT-PCRs semi-quantitativas para trés genes,
B-glicanase (GLCI), fosfatidil-inositol 3,4 quinase (PIK) e ZIP. Nao foi possivel
confirmar a redugdo da expressdo de nenhum destes genes quando as plantas foram

submetidas a excesso de ferro, comparando-se com a expressao no tratamento controle.

Discussao

Os resultados obtidos indicam problemas na obtengdo de seqiiéncias inibidas pelo
excesso de ferro. Inicialmente, observamos que seqiiéncias ja encontradas como sendo
ativadas pelo excesso de ferro foram isoladas (RuBIsCO ativase, B-glucosidase e a
proteina Myb), sendo que as duas primeiras foram confirmadas como sendo ativadas em
experimentos de RT-PCR (ver Capitulo 1). Esse fato poderia indicar contaminagdo da
DP2 controle pela DP2 excesso de ferro. Além disso, encontramos uma seqiiéncia
gendmica, nunca descrita como sendo expressa nos bancos de dados do Rice Pipeline

Database, como a mais redundante de toda a biblioteca. Como nossas preparagdes de
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RNA total ndo foram tratadas com DNAse, a presenca dessa seqiiéncia pode indicar
contaminagdo com DNA gendmico ndo-subtraido.

Grande parte das seqiiéncias encontradas esta relacionada com estresse em plantas.
RuBIsCO ativase e B-glucosidase j& tiveram sua relagdo com estresse comentada no
capitulo 1. As proteinas PDI (proteinas dissulfeto-isomerase) sdo oxirredutases da
familia das tiorredoxinas, envolvidas no dobramento correto de proteinas no reticulo
endoplasmatico (Meiri et al. 2002). Alguns membros da superfamilia PDI-like estdo
relacionadas a estresse do reticulo endoplasmatico, aumentando sua expressio em
resposta a0 mesmo (Houston et al. 2005). B-glicanase (GLC1) j& foi bastante descrita
como aumentando sua expressdo em resposta a diversos estresses, como seca em arroz
(Gorantla et al. 2006), seca e alta salinidade em Vitis vinifera (Cramer et al. 2006) e
dano mecanico em tomate (Wu and Bradford, 2003). Um trabalho mostra que triptofano
sintase aumenta sua expressdao em resposta a fitoprostanos, produtos nao-enzimaticos
resultantes de lipoperoxidagao, relacionados a estresse oxidativo (Loeffler et al. 2005). O
gene glicina desidrogenase / descarboxilase, no entanto, tem sua inibi¢do relacionada a
estresse oxidativo em um trabalho em mitocondrias de ervilha (Taylor et al. 2002).

Ainda assim, foram realizados experimentos de RT-PCR semi-quantitativo para
algumas seqiiéncias. GLC1, j& descrita como sendo ativada por estresses em geral, se
mostrou mais expressa no tempo 3 do tratamento excesso de ferro, ainda tendo alguma
expressao nos tempos 6 ¢ 9. Embora apresente expressdo no tempo 6 do tratamento
controle, claramente a expressdo € mais intensa na situacdo excesso de ferro, se
levarmos em conta que os trés tempos de exposicao foram somados na realizagdo do
cDNA-RDA. O mesmo acontece para PIK, cuja expressdo também ¢ maior na situagdo

excesso de ferro. O gene ZIP, pertencente a familia dos transportadores regulados por
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zinco (ZRT) / IRT, ¢ homologo ao ZIP5 de Arabidopsis, o qual € descrito como tendo a
expressao aumentada por deficiéncia de zinco em parte aérea (Wintz et al. 2003). Nos
experimentos de RT-PCR, o transportador parece ser induzido pelo excesso de ferro, e
ndo inibido.

Parece entdo que obtivemos um conjunto de seqiiéncias que nao sdo inibidas pelo
excesso de ferro, mas sim ativadas. Uma possivel explicacdo, j& comentada, ¢ a
contaminacao da DP2 controle com a DP2 excesso de ferro. Isso, no entanto, ndo explica
a presenca de outras seqiiéncias, ausentes na DP2 excesso de ferro, também ativadas
pelo estresse, como GLCI, PIK e ZIP, e mais outras possivelmente ativadas, tendo em
vista sua correlagio com outros estresses. O manual da Clontech® Laboratories (Palo
Alto, CA, USA) para a Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (Supressive Subtractive
Hybridization — SSH), comenta a possibilidade de, em se comparando duas situacdes
contrastantes, se aquela utilizada como fester apresenta um pequeno numero de
seqliéncias diferencialmente expressas em relagdo ao driver, € provavel que o
background aumente. Ou seja, mesmo que a subtracdo seja realizada de maneira
eficiente, serdo encontradas seqiiéncias comuns a ambas as populacdes, sendo dificil
garimpar aquelas que sdo comuns e aquelas que s3o realmente diferencialmente
expressas. O mesmo problema foi observado na tentativa de isolar seqiiéncias inibidas
por deficiéncias de ferro em nosso laboratério (Sperotto et al., ndo publicado). Talvez
seja possivel isolar essas seqiiéncias utilizando-se outras técnicas, como o SSH, que
normaliza as quantidades dos clones da biblioteca, permitindo o acesso a seqiiéncias
raras. A técnica de SSH (Diatchenko et al. 1996) se baseia em principios semelhantes ao

cDNA-RDA, sendo possivel que as seqiiéncias encontradas sejam resultantes de um
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background alto, devido a uma pequena quantidade de seqiiéncias realmente inibidas

pelo excesso de ferro.
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Tabela 1: primers especificos utilizados nos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo

Gene

Primer Forward

Primer Reverse

Photosystem I 20 kDa subunit/PSI-D
PDI-like protein
beta 1,3-glucanase (GLC1)
glycine dehydrogenase/decarboxylase
tryptophan synthase
phosphatidylinositol 3 and 4-kinase (PIK)
zinc transporter OsZIP

GCTCCGCTCCAAGTACAAGA
ATTTAAGCGTGCCTGGATGT
TCACCTCCAATGACCCTAGC
TCTCGTTCAGCTTCCCAACT
CCAACAAACTGAATGCTTCG
TCTCCCAGGGTCAAGTGAAG
CAGGAATGGCAGGTTTTTGT

TTGACCTTCTCCGGGTAGAC
GTACCAGCAACCCCAATACC
GCAAGCCAGGCAGTATTAGC
TTCACCTTTGAACGGGAATG

GCCATCAGGATCACCTTCTT
TCCATTGAAGAGTGGCTTGTC
AGTTTCAACCAACGGAGTGG
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Tabela 2: Genes encontrados como sendo inibidos pelo excesso de ferro.

Functional Categories Clone}};l;;ﬁl;zr) (Rice Description Redlg(l;:i)ancy Best E-value
Unknown
AP005825 Genomic Sequence 146(78,49) 0.0
J023002B13 Expressed protein 11(5.91%) le-142
001-120-C06 Hypothetical Protein 1(0,53%) le-147
Photosynthesis
J023114B22 Photosystem I 20 kDa subunit/PSI-D 5(2,68%) le-103
J013001C24 RuBisCO activase small isoform precursor 2(1,07%) le-135
Transcription Factor

JO13058H19 Myb factor protein 4(2,15%) 0.0

JO13119H17 Myb DNA binding protein-like 3(1,61) 0.0
Electron Transport (?)

J023022B19 PDI-like protein 4(2,15%) 0.0

Sugar Metabolism
J033112J01 Beta 1,3-glucanase (GLC1) 2(1,07%) 0.0
J033117C01 Beta-glucosidase 1(0,53%) le-12
Amino Acid Metabolism

JO13119H17 Glycine dehydrogenase/decarboxylase 2(1,07%) le-112

J023149F17 Tryptophan synthase 1(0,53%) le-72
Intracellular Transport

J023063C17 Exocyst subunit EXO70 1(0,53%) le-159

Protein Degradation
J023047L02 Phosphatidylinositol 3 and 4-kinase (PIK) 2(1,07%) le-143
Transporter
JO23071F17 Zinc transporter OsZIP 1(0,53%) 2e-13
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Figura 1: Resultados do RDA. 100 bp ladder (1), driver
excesso de ferro (2), tester controle (3), DP1(4) e DP2 (5)
para a situagdo controle. Gel de agarose 1,0% corado com
brometo de etidio.
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Figura 2: Avaliagdo do padrdo diferencial de
expressao das seqii€éncias encontradas atraves
de RT-PCR semi-quantitativo. Os numeros
entre parénteses indicam o numero de ciclos
usados para detectar o produto de PCR. Gel
de agarose 1,0% corado com brometo de
etidio.
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Conclusoes Gerais

Neste trabalho, foi utilizada a técnica de cDNA-RDA com o intuito de isolar
seqiliéncias envolvidas na resposta ao excesso de ferro em partes aéreas de plantas de
arroz, buscando-se tanto sequéncias cuja expressdo € inibida quanto aquelas cuja
expressao ¢ aumentada. As seqiiéncias encontradas tiveram seu padriao diferencial de
expressao analisados através de RT-PCR semi-quantitativa. Foi possivel confirmar que
11 seqiiéncias tém a expressao aumentada pelo excesso de ferro, enquanto que nenhuma
seqiliéncia encontrada como inibida pelo estresse obteve confirmacdo. Ainda assim, a
técnica de RDA ¢ bastante confiavel no que diz respeito a presenca de falsos positivos,
uma vez que as seqiiéncias encontradas como sendo inibidas sdo provavelmente um
ruido de fundo causado pela auséncia de um grande nimero de genes realmente inibidos
por esse tratamento. Também foi possivel verificar que a técnica de RT-PCR semi-
quantitativa, menos sensivel que a RT-PCR em tempo real, foi capaz de demonstrar as
diferencas no padrao de expressao. Provavelmente alguns dos genes testados e ndo
confirmados o seriam, se esta técnica fosse utilizada. Considerando-se a facilidade de
trabalhar-se com a RT-PCR semi-quantitativa, esta técnica se mostra como um boa
ferramenta para este tipo de trabalho. Para estudos de expressao génica mais especificos,

no entanto, a utilizacdo de RT-PCR em tempo real deve render resultados melhores.
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