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The truth may be puzzling. It may take some work to grapple with. It
may be counterintuitive. It may contradict deeply held prejudices. It
may not be consonant with what we desperately want to be true. But
our preferences do not determine what's true.

Carl Sagan

If you want to do evil, science provides the most powerful weapons
to do evil; but equally, if you want to do good, science puts into your
hands the most powerful tools to do so. The trick is to want the right
things, then science will provide you with the most effective methods
of achieving them.

Richard Dawkins

I'd take the awe of understanding over the awe of ignorance any day.

Douglas Adams
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RESUMO

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas, e a sua
deficiéncia prejudica diversas fungdes metabélicas e reduz o crescimento. O Zn também €
um micronutriente essencial para os humanos, e alimentos produzidos a partir de plantas
com baixo teor de Zn podem causar a deficiéncia desse elemento em humanos. A
deficiéncia de Zn é provavelmente a deficiéncia mineral mais comum em cereais, em
particular no arroz e no trigo. Uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
homeostase de Zn deverd auxiliar na produgdo de linhagens mais eficientes na captura e
transporte desse metal. Diversos genes relacionados com a homeostase do Zn ja foram
identificados no genoma de arroz (Oryza sativa L.). Entre eles, onze genes da familia ZIP
(Zinc regulated transporter / Iron regulated transporter Protein). A fim de desvendar a
fungdo in vivo desses genes, foram realizadas buscas no banco de mutantes do Rice
Genome Resource Center (www.rgrc.dna.affrc.go.jp). Quatro linhagens mutantes por
insercio do retrotransposon TosI7 foram encontradas: OsZIP2 (NG2551), OsZIP3
(NE0018), OsZIP4 (NE1520) e OsZIP7 (ND7016). Para obtengdo de linhagens
homozigotas, sementes obtidas do banco foram germinadas e o DNA gendmico foi
extraido. A identificacdo de linhagens homozigotas foi feita por PCR com uso de trés pares
de primers: dois deles complementares a regides gendmicas proximas a inser¢do, € um
complementar 2 cauda 3’ do retroelemento TosI7. Homozigotos foram identificados para
todas linhagens, exceto para a linhagem NG2551. Essas plantas foram crescidas em casa de
vegetacdo para obtencdo de sementes. Visando verificar se a insercdo do TosI7 afeta a
transcri¢io dos genes interrompidos, plantas homozigotas foram submetidas a auséncia de
Zn e tiveram RNA extraido. De fato, o nivel de transcritos foi reduzido pela inser¢ao, como
se observou por qPCR. A taxa de germinagdo de sementes do tipo selvagem e das trés
linhagens mutantes foi avaliada, e somente a linhagem NE0018 apresentou uma redugo na
taxa de germinagdo. Plantas do tipo selvagem e homozigotas das trés linhagens mutantes
foram crescidas sob trés concentragoes diferentes de Zn (0,02; 0,2; e 2 uM) e tiveram

determinadas as concentragdes de Zn, Fe, Cu e Mn.
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1. INTRODUCAO

1.1. O zinco na nutricio vegetal

As plantas necessitam de um conjunto de nutrientes minerais essenciais, sem 0s
quais elas sao 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 ¢ 100 mg kg™ (Alloway, 2004).

O zinco (Zn) é um dos oito micronutrientes essenciais para plantas. Ele € o metal de
transicio mais abundante nos organismos depois do ferro (Fe), e € o tunico metal
representado em todas as seis classes de enzimas (Broadley et al., 2007). Em solugdo, o Zn
existe num estado de oxidagdo +2 e, em contraste com 0 Fe'? e o Cu*?, ele é redox-estdvel
sob condigdes fisioldgicas (Barak & Helmke, 1993). Desse modo, o zinco s6 existe na
forma Zn*? em sistemas biolégicos e ndo participa de reagdes de oxirredugdo (Maschner,
1995).

As fungdes metabdlicas do Zn sdo baseadas na sua forte tendéncia em formar
complexos tetraédricos com ligantes N, O e especialmente S. Trés sitios primarios de
ligacdo para o Zn*? em proteinas sdo reconhecidos: estrutural, catalitico e cocatalitico
(Maret, 2005). Os sitios estruturais servem para o Zn garantir o dobramento correto da
protefna. Nos sitios cataliticos, o Zn estd diretamente envolvido na fungdo catalitica da
enzima. Em sftios cocataliticos, o Zn pode ser utilizado para fungdes cataliticas,
regulatérias e estruturais. Mais de setenta metaloproteinas contendo Zn ja foram
identificadas (Barak & Helmke, 1993), entre elas: dlcool desidrogenase, anidrase carbonica,
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CuZn-superoxido dismutase, fosfatase alcalina, fosfolipase, carboxipeptidase e RNA
polimerase.

Esse papel do Zn como componente integral de diversas enzimas, torna esse
elemento crucial para vdrios processos metabélicos na planta, tais como a fotossintese, a
formagdo de sacarose e amido, sintese protéica, manutencdo da integridade da membrana,
metabolismo de auxina, e reprodu¢do. Uma das fungdes mais conspicuas do Zn estd
relacionada com a regulagdo da expressao génica: vérios fatores de transcricdo dependem
da presenca do Zn para formar o motivo dedo-de-zinco, reconhecer seqiiéncias de DNA

especificas e ativar a transcri¢ao (Alberts et al., 1998; Brown, 2006).

1.2. Deficiéncia de zinco em plantas

Quando o suprimento de Zn disponivel para a planta € inadequado (deficiéncia de
Zn), uma ou mais das importantes funcGes fisiolégicas do Zn € incapaz de operar
normalmente e o crescimento da planta € prejudicado (Alloway, 2004). As mudangas no
metabolismo causadas pela deficiéncia de Zn s3o complexas, mas algumas dessas
mudancas sdo tipicas e podem ser relativamente bem explicadas pelas fun¢des do Zn em
reacdes enziméticas especificas (Marschner, 1995).

Os sintomas caracteristicos mais visiveis da deficiéncia de Zn sdo: crescimento
reduzido e folhas cloréticas, necréticas e/ou mal formadas. Varias mudangas bioquimicas
também podem ser relacionadas a deficiéncia de Zn: redugdo da atividade fotossintética,
producdo de radicais livres, diminui¢io da sintese protéica, reducdo dos niveis do

fitormdnio 4cido indol-acético, entre outras.



1.3. Zinco na nutricio humana

O Zn é um micronutriente essencial ndo sé para as plantas, mas também para os
animais, incluindo os seres humanos. J4 foram identificadas mais de trezentas enzimas que
contém Zn envolvidas em processos metabdlicos bdsicos nos humanos, portanto um
consumo adequado desse mineral € necessdrio para o crescimento e reprodugdo normais
(FAO/WHO/IAEA, 1996). Estima-se que aproximadamente um ter¢o da populacdo
mundial esteja sob risco de consumo insuficiente de Zn, condi¢do que pode resultar em
vdrios problemas de satde, entre os quais destacam-se o crescimento retardado, a
imaturidade sexual, problemas cognitivos € a imunodepressdo (IZiINCG, 2004). A
deficiéncia de Zn em humanos € a terceira mais importante no mundo, depois das
deficiéncias de Fe e vitamina A (Hambidge, 2000).

Os humanos obtém todo Zn de que necessitam através da dieta. Plantas deficientes
em Zn geralmente t&m baixas concentragdes de Zn nos tecidos, e essa deficiéncia acaba por
ser transmitida aos seus consumidores primdrios e secunddrios. Muitos produtos
alimenticios sdo derivados diretamente de plantas, incluindo cereais como 0 arroz, o trigo, o
milho e o sorgo. Mas é importante notar que o conteido de Zn de produtos animais também
& afetado pelas relagdes solo-planta, pois ruminantes consomem pasto e outros animais (e.g.
sufnos e aves) consomem cereais. Portanto, a deficiéncia de Zn n3o sé reduz a

produtividade agricola (Fageria et al., 2002), como também reduz o valor nutricional de

graos e produtos animais consumidos por humanos (Alloway, 2004).

1.4. Arroz
A deficiéncia de Zn € uma das deficiéncias nutricionais mais comuns em plantas

utilizadas na alimentacdo humana, especialmente em cereais (Marschner, 1995). E entre os



cereais, 0 arroz e o trigo sdo particularmente suscetiveis a essa deficiéncia (Cakmak et al.,
1998).

O arroz (Oryza sativa L.) é a base da dieta para a metade da populagdo mundial e
prové 20% da energia consumida por humanos. Esse cereal € o principal componente da
dieta em dezessete paises da Asia e do Pacffico, nove pafses nas Américas do Sul e do
Norte e oito paises da Africa (FAO, 2004). Devido a sua proeminéncia na dieta de paises
em desenvolvimento, o arroz tem sido um dos alvos de pesquisas na drea de
biofortificagdo. Isso porque a producdo de linhagens com maior conteido de
micronutrientes — tais como Fe, Zn e vitamina A — poderd ter um impacto significativo na
solucio do problema da md nutri¢do (HarvestPlus, 2006).

O Brasil estd 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. Cerca
de metade da produgio nacional & origindria das lavouras de arroz irrigado no Rio Grande
do Sul: 5,8 milhdes de toneladas por ano, o que equivale a cerca de 50% da producio total
brasileira e 3,1% do Produto Interno Bruto (Menezes et al., 2004).

Uma estratégia possivel para resolver o problema da deficiéncia de Zn € a aplicac@o
de fertilizantes no solo. Contudo, essa é uma abordagem ineficiente a longo prazo do ponto
de vista econdmico e ambiental. Isso se deve ao fato de apenas 20% do Zn aplicado se
tornar disponivel para captura e o restante terminar por ser adsorvido no solo (Singh et al.,
2005).

Uma abordagem alternativa consiste na biofortificacio de cereais, de modo a torna-
los mais eficientes em capturar o Zn, utilizd-lo para seu crescimento e alocd-lo para as
partes consumidas pelos humanos. A produgio dessas linhagens pode ser alcangada por

cruzamento, utilizando a variabilidade genética jd existente, ou por engenharia genética. Os



dois métodos irdo se beneficiar de uma melhor compreensdo dos processos fisiologicos
envolvidos na homeostase do Zn. Progresso considerdvel ji foi feito na identificacdo de
mecanismos que diferentes espécies e genétipos possuem para a eficiente captura de Zn a

partir de solos deficientes (Singh et al., 2005).

1.5. Captura de zinco pelas plantas

As plantas devem obter todo o Zn de que necessitam a partir do solo. Contudo,
muitas condi¢des do solo podem resultar em quantidades insuficientes de Zn disponivel.
Por exemplo, solos arenososos geralmente t€m um baixo contetido total de Zn, e solos
calcéreos possuem um pH alcalino que diminui a disponibilidade desse metal (Alloway,
2004). Solos inundados por longos perfodos de tempo, como nas plantagdes de arroz
irrigado, produzem condigdes redutoras. Isso pode levar a uma elevagdo no pH e a uma alta
concentracdo de fons bicarbonato, o que também inibe a captura de Zn pelas plantas
(Marschner, 1995).

A raiz é o principal 6rgdo de captura de nutrientes minerais nas plantas.
Aparentemente, a maioria do Zn parece ser obtida como um cation divalente (Zn™); e em
pH alto, possivelmente também € obtido como um cition monovalente (ZnOH") presentes
na solucdo do solo (Marschner, 1995). Porém, foi proposto que as raizes também podem
absorver o Zn quelado a fitosideréforos (Zhang et al., 1991). Fitosideréforos (PS) sao
aminodcidos ndo-protéicos que podem ser excretados na rizosfera para mobilizagao de
metais insoldveis. Inicialmente, a liberagdo de PS foi descrita como um mecanismo para
mobilizar o Fe*® presente no solo em compostos inorganicos insoldveis (Marschner &

Romheld, 1994). Contudo, descobriu-se que os PS liberados por raizes de gramineas podem



ligar-se ndo s6 ao Fe'?, como também efetivamente quelam o Zn*> (e também Cu*?, Mn*,

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

1.6. Familia ZIP

O genoma completo do arroz ja foi seqiienciado, e vdrios genes de fungdo
desconhecida foram revelados por meio da andlise em larga escala de etiquetas de
seqiiéncias expressas (IRGS, 2005). Dentre esses genes putativos, vérios foram
relacionados & homeostase do Zn por homologia com genes de outras espécies ja
caracterizados (Gross et al., 2003).

Onze genes da familia ZIP foram encontrados pelo nosso grupo no genoma do arroz
(Gross et al., 2003). Essa familia deriva seu nome dos primeiros membros identificados:
ZRT, IRT-like Protein. O gene IRT1 (iron-regulated transporter) codifica um transportador
de cétions expresso em raiz de Arabidopsis thaliana submetido a deficiéncia de Fe (Eide et
al., 1996), e ZRT1 e ZRT2 (zinc-regulated transporter) sdo respectivamente
transportadores de alta e baixa afinidade em leveduras (Zhao & Eide, 1996a; 1996b).
Membros dessa familia de transportadores de Zn e Fe ja foram encontrados em plantas,
bactérias, fungos e humanos (Gaither & Eide, 2001).

Prevé-se que a maioria das protefnas ZIP tem oito dominios transmembrana, e as
extremidades carboxi e aminoterminais localizadas no exterior da membrana plasmdtica
(Fig. 1). Também € estimado que as protefnas ZIP tenham entre 300 e 500 aminoacidos, €
essa variacio se deve em grande parte 2 regido de tamanho varidvel entre os dominios
transmembrana 3 e 4 (Guerinot, 2000).

A funcdo dos genes ZIP é o transporte de cdtions 'através de membranas, em

particular o Fe*? e o Zn*?. Contudo, ja foi observado que alguns desses genes também sdo



capazes de transportar outros cations, tais como Cd*?, Cu™ e Mn* (Guerinot, 2000). A
funcdo exata de vérios genes dessa familia ja foi caracterizada em bactérias, leveduras,
humanos e plantas. Em plantas, os transportadores ZIP foram descritos principalmente em
dicotileddneas, incluindo Arabidopsis thaliana e Thlaspi caerulenscens (Grotz et al., 1998;
Pence et al., 2000).

Em arroz, Ramesh et al. (2003) ji confirmaram os genes OsZIPI e OsZIP3 como
transportadores de Zn por testes de complementacao de leveduras mutantes. Esse mesmo
trabalho detectou a expressdo desses dois genes em raizes e partes aéreas apds 96 horas sob
auséncia de Zn. O gene OsZIP2 além de ndo complementar a levedura mutante, também
apresentou niveis muito baixos de transcrigdo.

Ishimaru et al. (2005) também conseguiram caracterizar o gene OsZIP4 como
transportador de Zn por complementagdo de leveduras mutantes. OsZIP4 também €
expresso em rafzes e partes aéreas e é induzido em deficiéncia de Zn. OsZIP5 e OsZIP7
foram induzidos por deficiéncia de Zn em rafzes e partes aéreas respectivamente. Contudo,
os autores ndo conseguiram replicar os resultados de Ramesh er al. (2003), pois ndo foi

detectada a indugdo da expressao de OsZIPI e OsZIP3 por deficiéncia de Zn.



Figura 1 — Topologia provével de um membro da familia ZIP. Prevé-se que as proteinas da famili
ZIP tenham oito dominios transmembrana, ¢ uma regido varidvel entre os dominios transmembrana

3 ¢ 4 (adaptado de Guerinot, 2000).
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2. OBJETIVO

Caracterizar a funcao de membros da familia multigénica ZIP em arroz.

2.1. Objetivos especificos
e Procurar linhagens mutantes para genes da familia ZIP por inser¢ao do
retrotransposon Tosl7 no banco de mutantes do Rice Genome Resource Center.
e Identificar plantas homozigotas para a inser¢do em plantas segregantes.
e Avaliar a expressdo dos genes interrompidos em plantas homozigotas submetidas a
deficiéncia de Zn.
e Caracterizar as plantas mutantes quanto a taxa de germinagdo e aos teores de metais

divalentes (Zn, Fe, Cu e Mn) submetidas a diferentes concentragdes de Zn.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Busca e obtenc¢io de linhagens mutantes

As seqiiéncias gendmicas dos genes putativos da familia ZIP identificados por
Gross et al. (2003) em arroz foram utilizadas como seqiiéncias query para buscas no banco
de mutantes por inser¢io do retrotransposon Tosl7 do Rice Genome Resource Center —
RGRC (www.rgrc.dna.affrc.go.jp), utilizando-se a ferramenta BLAST. A fim de determinar
o local da insercio do TosI7 em cada gene interrompido, a seqiiéncia gendmica, a
seqiiéncia do cDNA e a segiiéncia flanqueadora da insercdo foram alinhadas com o
programa DIALIGN (Morgenstern et al., 1998). Sementes para as linhagens encontradas

foram solicitadas junto ao RGRC.

3.2. Identificagdo de plantas homozigotas

As sementes de arroz (Oryza sativa ssp. japonica cv. Nipponbare) obtidas do banco
de mutantes e do tipo selvagem foram submetidas ao seguinte processo de assepsia:
lavagem com 4gua e detergente neutro, quinze minutos em hipoclorito de sédio 2,5%, cinco
minutos em etanol 70% e trés lavagens de dez minutos em dgua destilada. As sementes
foram entdo distribuidas em placas de Petri com papel filtro embebido em 5 ml de dgua
destilada. Essas placas foram mantidas por uma semana em uma cémera de germinacdo a
28°C e fotoperiodo de 16 horas de Iuz e 8 de escuro. As sementes germinadas foram
transferidas para solo e regadas com 4gua destilada conforme necessario (Fig. 2A). Folhas
dessas plantas foram coletadas ap6s trés semanas e armazenadas a —20°C.

O DNA gendmico foi extraido das folhas pelo método de SDS (Dellaporta ez al.,

1983). A integridade do extrato de DNA foi avaliada através de eletroforese em gel de
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agarose (1%). A identificagao de linhagens homozigotas foi feita através de uma estratégia
baseada em PCR com trés primers (Miyao et al., 1998): dois deles complementares a
regides gendmicas proximas 2 inser¢do, € um complementar a cauda 3’ do retroelemento
Tos17. Dois amplicons poderio resultar dessa reagdo: um de tamanho maior na auséncia da
insercao do Tos!7, e um de tamanho menor na presenga da inser¢do (Fig. 2C). Desse modo,
plantas sem a inser¢do deverdio apresentar somente a banda relativa ao amplicon maior,
plantas heterozigotas deverdo apresentar as duas bandas e plantas homozigotas para a
insercio deverdo apresentar somente a banda relativa ao amplicon menor.

Os produtos dessas reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1%). As plantas identificadas como homozigotas para a inser¢do do Tos/7 foram
transferidas para casa de vegetagdo no Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA) em
Cachoeirinha, RS (Fig. 2B). As sementes produzidas por essas plantas foram coletadas para

utilizag@o nos experimentos subseqiientes.
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Gene sem a insergao:

r
= ———

500 bp

Gene com a insergao:
Amplicon pequeno

= I"” = Tost17 ] L I

Figura 2 — (A) Plantas crescidas em solo para posterior extragdo de DNA e genotipagem. (B)
Plantas crescidas em casa de vegetagdo para producdo de sementes. (C) Esquema ilustrativo dos

possiveis amplicons sintetizados na reagdo para genotipagem.
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3.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Sementes homozigotas para a inser¢do do Tos/7 e sementes do tipo selvagem foram
submetidas ao processo de assepsia e germinadas sob as condi¢des descritas anteriormente.
As plantulas foram entdo transferidas para potes pldsticos contendo 600 ml de solugdo
nutritiva (Yoshida er al., 1972) por 15 dias. Ap6s esse perfodo, as plantas foram submetidas
a mesma solugd@o nutritiva sem Zn por 7 dias. Folhas e raizes (n = 3, amostras compostas
por quatro individuos) foram coletadas ao final do tratamento e armazenadas a —80°C.

O RNA total foi extraido das raizes com TRIzol® (Invitrogen) e quantificado com o
fluorimetro Qubit™ (Invitrogen). Entdo, 1 pg de RNA de cada replicata foi tratado com
DNAse I (Invitrogen) para remogdo de qualquer DNA gendmico contaminante. O cDNA
foi sintetizado com a transcriptase reversa M-MLYV (Invitrogen) e com primer Oligo-dT, e

posteriormente utilizados para qPCR.

34.qPCR

As reacgdes foram realizadas com primers especificos para os genes OsZIP3 (5'-
GCATAGATCTTCAGAATAACAGAGGA-3"; 5-TCACCTGAGATAAGCTTTGGTTT-
3", OsZIP4 (5'-GATTCTTGGGCAAATGGTGT-3"; 5-ACAACGCTGGGGATTATTTG-
3", OsZIP7 (5-TGCACAACAACGCATACAGA-3'; 5-TCAGCCAACAACACTCTCCA-
3") e o gene de referéncia OsUBQ (Miki et al., 2005).

As reagdes foram realizadas utilizando-se SYBR Green (Invitrogen) com o aparelho
ABI 7500 (Applied Biosystems). O programa SDS System (Applied Biosystems) foi
utilizado para andlise dos dados. A eficiéncia de PCR foi calculada como descrito por
Ramakers et al. (2003), e a expressio relativa foi obtida através do método conforme em

Desbrosses-Fonrouge et al. (2005).
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3.5. Taxa de germinacio

Oitenta sementes de cada genétipo foram submetidas ao processo de assepsia e
distribuidas igualmente em quatro placas de Petri com papel filtro embebido em 5 ml de
dgua destilada. Ap6s um perfodo de sete dias, verificou-se o nimero de sementes que havia

emitido radicula e hipocétilo.

3.6. Concentraciio de cations divalentes

Sementes foram submetidas ao processo de assepsia e germinadas conforme
descrito anteriormente. As plantas foram adaptadas a solugdo nutritiva (Yoshida et al.,
1972) por 15 dias e submetidas por 40 dias a2 mesma solugdo nutritiva com trés
concentracdes diferentes de Zn: 2 pM; 0,2 uM; e 0,02 uM (Fig. 3). ApGs esse periodo,
raizes e folhas foram coletadas (n = 3, amostras compostas por quatro individuos) e
armazenadas em estufa a 60°C para secagem. Essas amostras foram maceradas em
nitrogénio liquido e pastilhadas sob uma pressdo de 3,5 t. Os teores de Zn e outros
nutrientes foram quantificados por PIXE (Particle-Induced X-Ray Emission) no
Laboratério de Implantagéo I6nica, Instituto de Fisica, UFRGS.

A técnica de PIXE baseia-se no bombardeamento das amostras com particulas
carregadas (Campbell et al., 1995). Conforme essas particulas carregadas atravessam a
amostra, elas perdem energia principalmente ao excitar elétrons dos atomos pelos quais ela
atravessa. Os elétrons de camadas internas da eletrosfera recebem energia suficiente para
serem ejetados, o que resulta numa configuragdo eletrnica instdvel. Entdo, os elétrons de
camadas externas 'caem' de modo a preencher essas vagas, e ao fazé-lo, liberam o excesso

de energia na forma de raios X. As energias desses raios X sdo caracteristicas do elemento,

o '\ OTECA 14



e portanto podem ser usadas para identificar a composigdo elemental da amostra. Além
disso,a0 medir a intensidade das linhas de raios X caracteristicas, também € possivel
determinar a concentra¢do da maioria dos elementos a partir de aproximadamente 1 ppm

(parte por milhdo).

Figura 3 — Plantas homozigotas das trés linhagens mutantes e plantas do tipo selvagem submetidas a

diferentes concentragoes de Zn.

3.7. Andlise estatistica
As médias obtidas foram comparadas através da andlise de varidncia (ANOVA),
seguida de teste de Duncan, conforme Quinn & Keough (2002). As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

15



4. RESULTADOS

4.1. Obtencio de linhagens mutantes

Quatro linhagens mutantes por inser¢do do retrotransposon TosI7 foram
encontradas no banco: NG2551 para OsZIP2, NE0018 para OsZIP3, NE1520 para OsZIP4
e ND7016 para OsZIP7. A inser¢ao do Tosl7 ocorreu entre 0 3° e 4° éxon na linhagem
NG2551, na regido reguladora na linhagem NEO0O18, entre o 2° e 3° éxon na linhagem

NE1520, e no 2° éxon na linhagem ND7016 (Fig. 4).

Tos17
OsZIP2 (NG2551) ___[: [ l : W IL;_j
T-?;?ﬂ
1_!‘-1\ g . -
OsZIP3 (NE0018) . - — ) = -
Tos17
OSZIP4 (NE1520) el M v
Tos17
e, - 500 b
OSZIP7 (ND7016) s =} — p

Figura 4 — Localizacdo da inser¢dao do retrotransposon Tosl7 nas quatro linhagens mutantes

solicitadas. As linhas negras representam introns, e os retangulos coloridos representam €xons.

4.2. Identificacio de plantas homozigotas
Plantas homozigotas para a inser¢do do Tosl7 foram identificadas em trés das

quatro linhagens: NE0018, NE1520 e ND7016 (Fig. 5). Na linhagem ND7016 (Fig. 5A) as

16



plantas A, B, E e G sdo homozigotas para a inser¢do, a planta F € heterozigota e as plantas
C e D nio apresentam inser¢do. Entre as plantas da linhagem NE0018 (Fig. 5B), a planta F
é a inica homozigota para a inser¢do, enquanto todas as outras ndo apresentam inser¢do. Ja
na linhagem NE1520 (Fig. 5D), as plantas A, B, C, E, G e I sdo homozigotas para a
insercao, as plantas D e H sdo heterozigotas e s6 a planta F ndo apresenta a inser¢do.

Virias tentativas de identificar plantas com inser¢do na linhagem NG2551 foram
realizadas, no entanto ndo foi possivel encontrar nenhuma que apresentasse a inser¢go, nem

mesmo em heterozigose (Fig. 5C).

(A) (B)
M -WwABCDEF G M -WwABCDEFG
660 - _ - : 1
411 - ”M-ﬁmmmum - == Wm“““mw"
(©) (D)
335—_ A W G R S e s 166-—m
154 ouw

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR para genotipagem das
linhagens ND7016 (A), NE0O18 (B), NG2551 (C) e NE1520 (D). M, marcador; wt, tipo selvagem;
letras indicam as plantas segregantes; nimeros indicam os tamanhos esperados dos amplicons (em

pares de base).

1Y



4.3. Analise da expressao dos genes interrompidos

A insercdo do retrotransposon Tos!7 causou a redugdo significativa na expressdo
relativa dos genes interrompidos. Plantas da linhagem NE1520 (mutantes para o gene
OsZIP4) apresentaram uma reducio de 75% na expressdo relativa de OsZIP4 em
comparagdo as plantas das outras linhagens (Fig. 6). O mesmo padrao foi observado para
plantas da linhagem ND7016 (mutantes para o gene OsZIP7), as quais apresentaram uma
redugio de 77% na expressdo relativa de OsZIP7 (Fig. 7). Nio foi possivel detectar sinal de
expressio de OsZIP3 nas condigdes testadas: nem nas plantas WT, nem nas plantas

mutantes.

Expressédo Relativa

WT NEOO18 NE1520 ND7016

Figura 6 — Expressdo relativa obtida por qPCR do gene OsZIP4 em raizes de plantas de arroz dos

genétipos WT (Nipponbare), NE0O18 (zip3), NE1520 (zip4) e ND7016 (zip7) submetidas a sete

UFRGS - BIRLIOTFCA

§* G AR RS

18



dias de deficiéncia de Zn. Os valores correspondem a média de trés replicatas biolégicas (n = 3) =

erro padrdo. Letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05) segundo teste de Duncan.

Expressao Relativa

=
[\¥]
|

0,1+

WT NEOO18 NE1520 ND7016

Figura 7 — Expressfo relativa obtida por qPCR do gene OsZIP7 em raizes de plantas de arroz dos
genétipos WT (Nipponbare), NE0018 (zip3), NE1520 (zip4) e ND7016 (zip7) submetidas a sete
dias de deficiéncia de Zn. Os valores correspondem & média de trés replicatas biol6gicas (n = 3) +

erro padrio. Letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05) segundo teste de Duncan.

4. 4. Taxa de germinacio

Diferencas foram observadas na taxa de germinagdo entre os genétipos avaliados. A
linhagem NEO0O018 (zip3) teve uma taxa de germinacdo significativamente menor em
comparagio ao tipo selvagem e 2 linhagem NE1520 (zip4) (Tab. 1). Essa diferenca foi de

15% no niimero de sementes germinadas.

19



Tabela 1. Taxa de germinagdo de sementes dos genétipos WT (Nipponbare), NEOO18 (zip3),
NE1520 (zip4) e ND7016 (zip7). Os valores representam a média (x erro padrdo) de quatro
repetigdes, e letras iguais ndo diferem pelo teste de Duncan (p < 0,05), n = 20.

Linhagem Sementes Germinadas %o
WT 19,50+ 0,29 a 100
NEO0018 16,50+ 1,32 b 85
NE1520 19,25+ 0,48 a 99
ND7016 18,80 + 0,48 ab 96

4.5. Concentracdo de cations divalentes

A concentracdo de Zn apresentou um padrdo similar entre todos os quatro gendtipos
avaliados (Fig. 8A). Plantas cultivadas na concentragdo de 2 uM de Zn apresentaram
quantidades significativamente maiores (cerca de 2,5 vezes maior) de Zn nas folhas quando
comparadas as plantas crescidas nas concentragdes menores. Entretanto, ndo foi observada
diferenca significativa entre as plantas crescidas nas concentrages de 0,2 e 0,02 pM de
Zn.

Plantas das linhagens NE0O18 (zip3) e NE1520 (zip4) apresentaram um padrdo
semelhante na concentragdo de Mn. As plantas dessas duas linhagens crescidas sob 0,2 uM
de Zn tiveram uma quantidade significativamente maior de Mn nas folhas (Fig. 8B). A
concentracdo de 0,02 uM de Zn levou a um maior actimulo de Fe somente nas plantas WT
e ndo nos mutantes (Fig. 9A). Néo foi observada diferenca significativa nas concentragdes

de Cu entre as plantas nos diferentes tratamentos (Fig. 9B).
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Figura 8 — Concentracio de Zn (A) e Mn (B) em folhas de plantas de arroz submetidas a tr€s diferentes concentragdes de Zn (2; 0,2; e 0,02 uM de

Zn) por 40 dias. Média (+ erro padrio) de tiés repetigdes bioldgicas (n = 3), e letras iguais ndo diferem significativamente de acordo com teste de

Duncan (p < 0,05).
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Figura 9 — Concentrag@o de Fe (A) e Cu (B) em folhas de plantas de arroz submetidas a trés diferentes concentragdes de Zn (2; 0,2; e 0,02 uM de

Zn) por 40 dias. Média (+ erro padrdo) de trés repeticdes bioldgicas (n = 3), e letras iguais ndo diferem significativamente de acordo com teste de

Duncan (p = 0,05).
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5. DISCUSSAO

Quatro mutantes em genes da familia multigénica ZIP foram encontrados no banco
do RGRC: NG2551 (zip2), NE0018 (zip3), NE1520 (zip4) e ND7016 (zip7). A inser¢do
ocorreu em locais distintos dentro desses genes: ocorrendo em fntrons em duas linhagens,
num éxon em uma das linhagens, e na regiao regulatoria em outra. O fato de ja terem sido
encontradas linhagens para quatro dos onze membros da familia ZIP pode ser explicado
pela preferéncia do TosI7 por seqiiéncias com baixo nimero de cépias, as quais geralmente
sdo ricas em genes (Yamazaki ef al., 2001).

Plantas homozigotas foram identificadas para todas linhagens, exceto para a
linhagem NG2551. Uma possivel explicagdo para isso € que a mutacdo seja dominante e
leve 2 letalidade mesmo em heterozigose. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de
erro no envio das sementes.

A andlise da expressdo relativa dos genes interrompidos mostrou que a insergio do
Tos17 reduz significativamente os niveis de transcri¢cdo. Os perfis de expressdao dos genes
OsZIP4 e OsZIP7 em raizes tiveram padrio semelhante ao obtido por Ishimaru ef al.
(2005), que também observou a expressdo desses genes em raizes sob deficiéncia de Zn.
Entretanto, nio foi possivel analisar o efeito da inser¢do do TosI7 no gene OsZIP3 pois nao
foi detectado qualquer sinal, resultado semelhante ao obtido por Ishimaru et al. (2005).
Realmente, Ramesh ef al. (2003) observaram que a expressao de OsZIP3 foi muito maior
em partes aéreas do que em raizes. A fim de contornar esse problema, outros 6rgdos e
tecidos deverio ser avaliados quanto a expressao desse gene.

Em relacdo & taxa de germinag@o, somente a linhagem NE0018 (zip3) apresentou
uma redugdo no nimero de sementes germinadas. Este resultado sugere uma possivel

participagdo do gene OsZIP3 no desenvolvimento inicial da planta. Duas hip6teses podem

23



ser levantadas. A primeira € que esse gene tem um papel importante na alocagao do Zn para
o grdo, e a taxa de germinacdo reduzida seria o resultado de menores niveis totais de Zn no
grio. A segunda € que esse gene tem um papel importante na mobilizagdo do Zn do gréo
para a plantula, e assim o Zn armazenado ndo seria facilmente disponibilizado para a
plantula em desenvolvimento. Grewal & Graham (1997) observaram que sementes com
menores concentracdes de Zn das espécies Brassica napus € Brassica juncea apresentaram
problemas no desenvolvimento inicial. Esses resultados sugerem que as reservas de Zn
presentes na semente tém um grande impacto no crescimento vegetativo inicial assim como
na captura de Zn pelas plantas em solos deficientes em Zn. A andlise dos teores de Zn e
outros metais € essencial para uma determinagdo mais precisa do papel de OsZIP3 na
germinacdo. De fato, essa andlise foi tentada utilizando-se PIXE, contudo ocorreram
problemas na obtencdo de pastilhas, o que impossibilitou o uso dessa técnica. Amostras
estdo sendo submetidas a ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) para
medir os teores desses metais.

A taxa de captura de Zn ndo foi alterada nas trés linhagens mutantes conforme
observado no teor de Zn nas folhas. Uma explicag@o possivel para isso € que no genoma de
arroz foram identificados onze genes pertencentes a familia ZIP e com grande homologia
entre si (Gross ef al., 2003). Experimentos de complementacdo de leveduras defectivas no
transporte de Zn demonstraram que os genes OsZIPI, OsZIP3 (Ramesh et al., 2003) e
OsZIP4 (Ishimaru et al., 2005) sdo transportadores de alta afinidade de Zn. No genoma de
Arabidopsis thaliana foram encontrados nove membros da familia ZIP (Guerinot, 2000) e
alguns deles ja foram caracterizados com transportadores de alta afinidade de Zn (Grotz et
al., 1998). Esses dados podem indicar a existéncia de genes de fun¢ao complementar ou de

mecanismos compensatérios utilizados pelas linhagens mutantes. Isso poderia explicar os
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teores semelhantes de Zn observados nas trés linhagens mutantes. Duas estratégias serao
utilizadas para abordar este problema: anélise da expressdo de outros genes da famflia ZIP
em linhagens mutantes sob deficiéncia de Zn, e gera¢do de duplos mutantes.

Diferencas significativas foram observadas nos teores de Zn entre plantas cultivadas
sob 2 uM de Zn e sob as outras duas concentragoes (0,2 e 0,02 uM). Os teores semelhantes
de Zn nas duas concentra¢des mais baixas podem ser o resultado da agdo de um mecanismo
de alta afinidade de captura do metal.

Plantas das linhagens NE0O18 (zip3) e NE1520 (zip4) cultivadas na concentragao
intermedidria de Zn (0,2 pM) apresentaram maiores concentragdes de Mn nas suas folhas.
Os genes OsZIP3 e OsZIP4 sao transportadores especificos de Zn, pois ndo transportam Fe
e Mn (Ramesh et al., 2003; Ishimaru et al., 2005). E possivel que os genes recrutados para
compensar a falta desses genes ndo sejam igualmente especificos, podendo transportar
outros metais como o Mn. Essa especificidade ampla foi observada no gene A7IRT1, o qual
é relativamente especifico para o transporte de Fe mas também € capaz de transportar Cd,
Co, Mn, e/ou Zn (Eide et al., 1996; Korshunova et al., 1999).

Em plantas, a deficiéncia de Zn pode causar um aumento na concentra¢do de Fe nas
folhas (Zhang et al., 1989; Kobayashi et al., 2004), o que foi observado somente nas
plantas do tipo selvagem cultivadas na concentra¢do mais baixa de Zn. Uma possivel
explicagdo para esse fato é que os genes expressos para compensar a falta dos genes
mutados tenham menor afinidade por Fe. Nao foi encontrada qualquer diferenga nas

concentracdes de Cu, resultado também obtido por Ishimaru et al. (2005).
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