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O ferro € 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 transigdo, sua habilidade de ganhar ou perder um elétron confere
propriedades importantes em reagdes de oxi-redugdo, fazendo parte de proteinas
essenciais para a fotossintese, respiragdo e muitos outros processos metabdlicos. Essas
mesmas propriedades permitem que o ferro, quando em excesso, catalise a formagéo de
espécies reativas de oxigénio, altamente danosas a qualquer tipo celular (Halliwell &
Gutteridge, 1992).

Este problema é comum em plantas crescidas em sistema de alagado, que
apresentam condigdes anaerdbicas e baixo pH. Por outro lado, em condi¢des aerdbicas e
pH neutro ou alcalino, o ferro torna-se altamente insoltvel no solo, e indisponivel para as
plantas (Guerinot & Yi, 1994). Plantas de arroz sdo altamente suscetiveis a baixas
concentragdes de ferro, diferente de outras espécies cultivadas, como aveia (Takahashi et
al. 2001).

Durante a busca por proteinas envolvidas no transporte, remobilizacédo 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 a deficiéncia de ferro. No intuito de melhor
entender os processos envolvidos na resposta de raizes de arroz a este estresse, o
objetivo deste trabalho foi identificar novos genes cuja atividade ¢ aumentada em condi¢ao
de deficiéncia de ferro em relagdo a condigdo controle, utilizando a técnica de RDA
(Representational Difference Analysis).

Para tanto, plantas de arroz foram submetidas a 3, 6 e 9 dias de exposi¢ao as
condigdes normal (controle) e estressante (deficiéncia de ferro, Fe-). RNA das raizes foi
extraido utilizando-se o reagente comercial TRIzol (Invitrogen) e a sintese 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 populacdo de cDNA
controle como driver e a populagao de deficiéncia de ferro como tester. Dessa forma, foi
possivel isolar seqiiéncias que estdo mais presentes na condicdo Fe- do que na situagao
controle. Tais seqliéncias sdo chamadas de produtos diferenciais. Uma aliquota dos
produtos diferenciais foi clonada no vetor TOPO (Invitrogen) e transformada em células
competentes de Escherichia coli XL1-Blue, dando origem a biblioteca de genes
diferencialmente expressos. Foram sequienciados 192 clones utilizando-se o seqlenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias
resultantes foram comparadas com banco de dados e classificadas por categorias
funcionais, como mostrado na tabela 1.

Foram identificadas 28 sequiéncias ativadas por deficiéncia de ferro em raizes de
plantas de arroz. Nenhuma destas seqiiéncias foi relacionada em estudos anteriores como
sendo induzida por deficiéncia de ferro, exceto em experimentos anteriores realizados pelo
nosso grupo com deficiéncia de ferro em partes aéreas de arroz (Sperotto et al. 2007).
Aproximadamente 40% das seqiiéncias mostraram sobreposicdo com outros estresses
abidticos e também bidticos, ndo sendo respostas especificas a deficiéncia de ferro. Logo,
devem ser consideradas respostas a estresse geral. Aproximadamente 30% das
sequéncias ja foram descritas como relacionadas a processos de senescéncia, sugerindo
que a deficiéncia de ferro pode induzir as raizes a entrarem em senescéncia prematura.



Tabela 1: Sequéncias ativadas em raizes de arroz sob deficiéncia de ferro.

Functional Rice Pipeline D fion Redundancy Eoval Senescence
Categories clone No. escuption (ﬂ.-u)s £-value related
Nucleotide-binding
protein
JO13058H19 MYB family transeription factor 0.0 X
J013000A19 WREY17 transcription factor 0.0 X
J013132D22 Basic helix-loop-helix (bHLH) le-63
J033052D22 C2 domain-containing protein, similar to zinc finger 15(15%) 0.0
o RMD1 protein. short vegetative phase protein (SVP) — o107
e MADS-box transeription factor 1% ul
J023043P08 AGAMOUS-like MADS-box protein (FDEMADSE) 1(1%) le-146
Stress response
J023018C18  Universal stress protein (USP). similar to ethrylene-responsive ERG 1(1%) 1e-150
J033034F03 Heat shock protein 82 I:Da (HSP82) 8 (8%) le-28
Protein
degradation
J013104L05 Cysteine protease 1(1%) Te-19 X
JO33021F14 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 (UBC2) 1(1%) 2e-32 X
Lipid metabolism
002-167-B02 Lipid transfer protein (LTP) 2(2%) 0.0 X
006-207-F06 Fatty acid hydroxylase 1(1%) 3e-19 X
Cell signaling
002-155-A07 Ethylene-responsive protein (ERF) 1(1%) 0.0
Carbohydrate
metabolism
J033117C01 (-Glucosidase 3 (3%) 1e-168 p.4
JO13048L15 UDP-sulfoquinovese: DAG sulfoquinevosyltransferase — 1(1%) GedD
hypothetical glycosyl transferase N
Cell division
J033034K16 Cell division control protein 2 (CDC2) 1(1%) Ze-12
Structural
J033082N17 Myosin heavy chain 1(1%) 0.0
Protein
biosynthesis
J033038C19 605 ribosomal protein L27 T(7%) 00
Protein
modification
J033114L22 Protein kinase T (%) 0.0
Others
J023008A06 Senescence-associated protein (SAP) 4(4%) 0.0 X
J033114G10 DEAD/DEAH-box helicase, spliceosome RNA helicase 2 (2%) 2e-38
001-047-A06 Ferrochelatase II. heme synthase 1(1%) 3e-80
1013156003 (5)-2-hydroxy-acid oxidase, glycolate oxidase (GOX) 1(1%) le-142
J033034E03 Cytochrome P450 oxy 1(1%) le-31 p.&
JO33112K10 Xyloglucan galactosyltransferase
Unlnown
J013065D13 Unknown protein 0.0
002-104-F08 Unknown protein 0.0
J023073K07 Unlmowa protein 1(1%) 0.0
Total 28° 100 (100%)

: Represents the percentage i relation to the total number of clones analyzed
Total number of different genes with homology

Para confirmar a ativagao dos genes encontrados no RDA e validar a biblioteca dos
produtos diferenciais, o padrdo de expressdo 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 diferencas de expressao encontradas pela metodologia de
RDA.

Em geral, processos de senescéncia possuem fungao bioldgica. Por exemplo, as
pétalas senescem apds a fertilizagdo, e a planta inteira senesce apés a produgao de
sementes. Isto sugere que o inicio da senescéncia é geneticamente pré-determinado, e
que este seja um processo complexo finamente controlado. Entretanto, quando as plantas
enfrentam habitats ou condi¢cdes adversas, a senescéncia de determinados tecidos ou da
planta inteira pode ser prematuramente ativada. Os resultados do RDA sugerem, portanto,
que a deficiéncia de ferro, assim como outros tipos de estresses, pode levar as raizes de
plantas de arroz a entrarem em processo de senescéncia.
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Figura 1: Andlise da expressao por RT-PCR semi-quantitativo de genes identificados no
RDA. A intensidade de banda de cada produto de PCR foi normalizada em relagéo a
densidade oOptica obtida para o gene da actina. NUmeros abaixo de cada canaleta
representam a porcentagem em relagdo a maior densidade 6ptica normalizada. NUmeros
entre parénteses indicam o numero de ciclos usados nas respectivas reagoes de PCR.
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