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O ferro é um micronutriente essencial para virtualmente todos os organismos vivos, 
e as plantas desempenham um papel fundamental na sua entrada para a cadeia alimentar. 
Como um metal de transição, sua habilidade de ganhar ou perder um elétron confere 
propriedades importantes em reações de oxi-redução, fazendo parte de proteínas 
essenciais para a fotossíntese, respiração e muitos outros processos metabólicos. Essas 
mesmas propriedades permitem que o ferro, quando em excesso, catalise a formação de 
espécies reativas de oxigênio, altamente danosas a qualquer tipo celular (Halliwell & 
Gutteridge, 1992).  

Este problema é comum em plantas crescidas em sistema de alagado, que 
apresentam condições anaeróbicas e baixo pH. Por outro lado, em condições aeróbicas e 
pH neutro ou alcalino, o ferro torna-se altamente insolúvel no solo, e indisponível para as 
plantas (Guerinot & Yi, 1994). Plantas de arroz são altamente suscetíveis a baixas 
concentrações de ferro, diferente de outras espécies cultivadas, como aveia (Takahashi et 
al. 2001).  

Durante a busca por proteínas envolvidas no transporte, remobilização e 
estocagem de ferro, nosso grupo identificou no genoma de arroz 43 genes potencialmente 
relacionados a esses processos (Gross et al. 2003). Entretanto, outros genes devem 
participar da resposta de plantas de arroz à deficiência de ferro. No intuito de melhor 
entender os processos envolvidos na resposta de raízes de arroz a este estresse, o 
objetivo deste trabalho foi identificar novos genes cuja atividade é aumentada em condição 
de deficiência de ferro em relação à condição controle, utilizando a técnica de RDA 
(Representational Difference Analysis).  

Para tanto, plantas de arroz foram submetidas a 3, 6 e 9 dias de exposição às 
condições normal (controle) e estressante (deficiência de ferro, Fe-). RNA das raízes foi 
extraído utilizando-se o reagente comercial TRIzol (Invitrogen) e a síntese de cDNA foi 
realizada utilizando-se o kit SMART (Clontech). O procedimento de RDA utilizado foi 
basicamente o descrito por Pastorian et al. (2000), utilizando-se a população de cDNA 
controle como driver e a população de deficiência de ferro como tester. Dessa forma, foi 
possível isolar seqüências que estão mais presentes na condição Fe- do que na situação 
controle. Tais seqüências são chamadas de produtos diferenciais. Uma alíquota dos 
produtos diferenciais foi clonada no vetor TOPO (Invitrogen) e transformada em células 
competentes de Escherichia coli XL1-Blue, dando origem à biblioteca de genes 
diferencialmente expressos. Foram seqüenciados 192 clones utilizando-se o seqüenciador 
automático ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As seqüências 
resultantes foram comparadas com banco de dados e classificadas por categorias 
funcionais, como mostrado na tabela 1. 

Foram identificadas 28 seqüências ativadas por deficiência de ferro em raízes de 
plantas de arroz. Nenhuma destas seqüências foi relacionada em estudos anteriores como 
sendo induzida por deficiência de ferro, exceto em experimentos anteriores realizados pelo 
nosso grupo com deficiência de ferro em partes aéreas de arroz (Sperotto et al. 2007). 
Aproximadamente 40% das seqüências mostraram sobreposição com outros estresses 
abióticos e também bióticos, não sendo respostas específicas à deficiência de ferro. Logo, 
devem ser consideradas respostas a estresse geral. Aproximadamente 30% das 
seqüências já foram descritas como relacionadas a processos de senescência, sugerindo 
que a deficiência de ferro pode induzir as raízes a entrarem em senescência prematura.  



  

 
Tabela 1: Seqüências ativadas em raízes de arroz sob deficiência de ferro. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para confirmar a ativação dos genes encontrados no RDA e validar a biblioteca dos 

produtos diferenciais, o padrão de expressão de alguns genes foi analisado por RT-PCR 
semi-quantitativo, usando um gene de actina como controle. Conforme visto na figura 1, os 
resultados obtidos confirmam as diferenças de expressão encontradas pela metodologia de 
RDA. 

Em geral, processos de senescência possuem função biológica. Por exemplo, as 
pétalas senescem após a fertilização, e a planta inteira senesce após a produção de 
sementes. Isto sugere que o início da senescência é geneticamente pré-determinado, e 
que este seja um processo complexo finamente controlado. Entretanto, quando as plantas 
enfrentam habitats ou condições adversas, a senescência de determinados tecidos ou da 
planta inteira pode ser prematuramente ativada. Os resultados do RDA sugerem, portanto, 
que a deficiência de ferro, assim como outros tipos de estresses, pode levar as raízes de 
plantas de arroz a entrarem em processo de senescência. 



  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 1: Análise da expressão por RT-PCR semi-quantitativo de genes identificados no 
RDA. A intensidade de banda de cada produto de PCR foi normalizada em relação à 
densidade óptica obtida para o gene da actina. Números abaixo de cada canaleta 
representam a porcentagem em relação à maior densidade óptica normalizada. Números 
entre parênteses indicam o número de ciclos usados nas respectivas reações de PCR. 
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