CARACTERIZACAQ DA EXPRESSAO GENICA DE FERRITINA EM PLANTULAS
DE ARROZ EM CONDICOES DE TOXIDEZ POR FERRO
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A toxidez por forra om arroz ¢ wma downga abidtica cavsada polo cxcesse de fermo
aolivel ns dpua, O fare & o micronuiriente eatidnfco mais abundante no sole opde &
encontrado proponderantemente na forma de éxidos de ferro (Fo™) (SANTOS FILHO, 1988),
Nas condigfes da baixas mmemaﬁﬁeﬁ de oxiginio dos solos irrigados pot nundacde,
eneontradas nz cultura o amos, o Fe™ & convertide para & forma altamente solivel & reduzida
(Fe™), 2 qual pode ser faciimente sbeorvida pelas plartas (SANTOS FILHO, 19881 A
toxidez por farro 1o arroz & obeervads airavés da prosenca de sintomag neg folbes ¢ nas raizes
das plantas. Naz folhas mais welhas podem ooorrer lante pequanss manches de oor
avermelbada ou ainda dreas malores de coloragio amerels o laranja (LANTIN & NEUE,
15989}, As raizes totvam-se Menos TUMErDsss ¢ <spossas além de adguirirem uma coloragio
parda espura. Estes distlrbios causam um retardsmento no crescimente das plantas nos
primeios estadios de desstvolviments da cultura. Was etepas rais avangadas, ocorrerd ume
reduciic no rendimento devido 4 alta csterilidade. A toxidez por forro causa pendas
importantes pars a eulturs do arroz irigado no Rio Grande do Sul, notadamenke na regido da
Fronteira Oeste. Estimativas do perdas devido a este distirbin variam de 12% (oultivares mais
toderamees) & $8% {cultivares mais sensiveis) (PONNAMPERUMA & LANTIN, 1985},

Os mecanistmos fisivlogicos envalvidos ha wxidez por ferro em arroz ainda s89 pouce
entendidos, sendo que até o momente duas teorias distirtas tentam explicar o fendmeno. Tma
pozsibilidade, ¢ a ccomréneda de uma desordem fisioldgica indiveta eausada por um estresss
nutricicnel miltiple, Meste caso, 2 oxidaglio que oooms nas ralzes preveniria a entrada Fe**
devido a formagia de um precipitade de Fe™* na superficis das raizes (capa do Fe™} que inibe
2 gbsorgde do outros nutrientes esseneisiz (SANTOS FILHO, 1988). Alternativamente,
posstvel que a toxidez scia devido 2 uma ssturagio dos mecanismos gue mantém as
concentragdes de forro gbaino do mivels crfticos nes etapas do absorgfio, tramsporte ou
aeumulagdo d¢ formo nos tecidos afetados (TANAKA ot al, 1968). Neste caso, ¢ postulada a
participaglo de eompoetos que se liguem a0 meta] 1ais como a5 forritinas e as metalotioninas.
0 nivel do expressio des metalotioninas avmenta com um incremente da eonesntragio de
metgis, 0 que skgere o envolvimento desta o twcanismo de tolerincin (THEIL, 1587
HEIBEH et el 14%8). Matalationinas possuem prands capacidade de lgaeme-se ao zinco e ao
¢obre, porém, ainde méo foram investigadas guanto a capacidade de ligatem-se ao ferro.
Entretanto, cm ¢studos anteriores ff verificedo que oz mRNAS que codificam para
metalotionings sg acummlam nas rafzes primariaz de plintylas de aros que crescem na
preacnga do niveis elevados de ferro (MORAES & ROSS(0, 1908). Ferritines sfo proteinas
multirnéricas que podem conter até 4.500 dtomes de forto om suas 24 sub-unidades {FOBIS-
LOTIZY et al,, 1995). Q papel de forriting na acumulagfo de farre fiol demonstrads om plantas
de fumoe geneticamente modificadas para cxprossarem ferritinas em grandes quantidades
(VAN WUYTSWINEEL, 1955). Bstas plantas eompottan-2¢ tomo sc cstivessem crescends
sob deficiénein da ferre pots ativam o sisterna de ahsorgfio & mangposte do metal, o gue resulla
Em A maior concentragdo de ferro nas folhag, .

Embory ¢m nimere reduzido, algemsas quitivares de amoz de porte modemo com alto
potencial produtive podem ser indicadas para dreas com graves problemas Jdo toxidez por
farro, A cxisténcia destas cubtivares indica o potentia' do uso do melhoramento gonétics para
a =leglo de linhagens tolorantes. Entretanto, as wvarlaghcs do amblente influenpiam, 2
manifestagio dos sintomas de taxides, os quais =30 os parfimetros weados ma avaliagio do grau
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de tolergneia. Isto acdirets em um grande obsticulo pam seleciomar cultivares talerantes mo
ferro wos progremas de melhoramento gendtioo de arroz. O presemte trabatho tem comp
ohietivos desenvolvet um métedo simples e ripido de seleg@o de cultivares tolerantes ao ferra
¢ caracterizar o eftito do aumento da soncentrago de ferrn no pedrio da exprossiio génica de
ferritings, ) conhecimenta dog mecanizmos de tolerdncia ird proporcionar & obengio de
plantas tolerantcs stravés do processe de sclego de lnhagens sssistida por marcadores
maleculatss ¢ pelo uso de plantas transpénicas.

Cluitivares de arrox som distintos niveis de tolerdincia ao farro sob condigdes de campo
foram selecionadas pata cate estude. Cirglenta sementes foram colocadas em plavas para
getminacic ¢ inpubadas emy uma cdmara de erestimetitn (26 °C) o eseurn, Cada tratamento
reeeben nma solupia de Fe804.7H:0 contenda as seguintes concentragfies de ferro elementar:
0 foontrole), 100, 500 ¢ 1000 ppmn, Apds zete dias, o comprimento da raiz priméria foi medide
s o toeido das raizes & das folhas fof coletado zeparadamente ¢ armazenade em nitrogénin
liguide. O BN A total de raires & folhas de plavtas foi extraddo sepundo o métode descrito por
BUGOS e al (1983 O fragmentod dos genes de ferriting foram iselados atzavés da
amplificagily pala rergio em cadein da polimerase (PCR) conforme a2 condiphes previamente
desoritas (MORAES & ROSS0, 1998), A cxprezsio ginica foi analisada através da tdenica de
transeriglo reversa atoplads & PCR (RT-PCE) (MURPHY & TAIZ, 1993},

Todas a8 enltivares testades apresentaram a formagio de uma camada tipica de frro
oxidado (Fe') nas ratzes. Os resultados (Figura 1) mostram ums diminuicdo de comprimento
da taiz primdria devide ao aumncnbo da concentracto de ferro na solugde. Ume diminvicic
significativa do comprimento das rafzes primérias do kodas a2 culiivares fbi verificada nas
plsniuies que receberam 1000 ppm de Fe™, indicando a seturagdo dos mecanismos do
tolerdnoia. J4 com 500 pptn d¢ Fe®™, as cultiveres diferiram quanto o comprimenta das raizes
em funglo da concenttagio de ferro mostrando um nivel de tolardneia similar ao observado
em exparimentos de campo (IRGA, 1996). O comprimento da miz primiria da culti*.'ar BR
IRGIA 409 foi reduzido significativamente (69,3%) pelo tratamento de 500 ppm de Fe™* em
relago ao controle, As cultivares IRGA 417, BR-IRGA 414 ¢ BR-IRGA 410 apresentaram
tedugdies intermedidrias da 52,8, 52,2 c 47,7%, respeetivamente, J4 as cultivares EPAGRI 108
e EPAGRI 107 aprosentatam redupdes ainda mets baixas, com 34,2 ¢ 32,4%, respectivamenta.
Este experimente foi comduzido trés vezes com resultados simitarss.

0 padrfic de expressfo pinics dep forritings foi avaliado pas folhas ¢ raizes das
cultivares BRAGRI 108 {tolcrants) & BR-IRCGA 409 {suscettvel). O nivel de cxpressdo de
mEMAs de frritinas nas folhes e rafzes das duas cultivares diminuin em decorrdncia da alta
concentrapio de Fe®* (500 ppmd. A diminuigde fi maios, ¢ ccomeu em concentragies de
farro menores, nas fblhas o raizes da cultivar tolerante EPAGRI 108, Este rosultado sugere
que EPAGRI 108 ¢ BR-IRGA 405 diferem na capacidade de indugde da Barriting, H possivel
gue uve menar quantidade de ferriting possibiiite que menos ferre seja acumulade na plants,
diminuindo desse modo o influxo do metal nas stapas precedentes de absorgln o transpotts
(VAN WUYTSWINKEL, 1999). Qs noseos dados experimentals ainda s preliminares,
porém les eétde de aeordo com a hipbtese que uma menor expreszio de farriting em EPAGR]
V0% seje & causa da malor tolerdncia desta coliivar & toxidez por ferro. Além disso, foi
verificada a presenga do diversos membros de mPNAs de ferritinas, o que confirms a
cxisténgia de uena familin de genes de ferritina em amoz. A awprogslio diferencial de
deterinados membros da famlilia de genes do ferriting obscrvadas neste trabalha pode ser um
indicativa de que somente alguns membeos possuem wn papel importante pe mecsnizme di
tolerfngia., O papel dos membros da familia da ferriting do arroz no mecanismo de tolerdneia
a0 ferro esta sendo investizado,



() presente trabaiho permile concluir que as cultivares de arwz diferem quanto 4
toleririia #o farro no estddio de plintule e que a expressfo de foritinas ¢ inthide as nivel de
acurtlagdo de mRINAz pela presenca de nfveis elevados de ferre.
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Figura 1- Efeito do Fe®* no cresciments da maiz priméria de plintulas em seis cultivares de
arroz irrigado.
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