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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o segundo cereal mais produzido no mundo,
sendo considerado um alimento basico para mais de dois tercos da populagéo
mundial (FAO, 2015). No Brasil, o arroz é produzido principalmente nos
ecossistemas chamados de "Terras Baixas". Estas areas ndo possuem boa
drenagem, sofrendo constantes inundacdes. Nessas condicfes de alagamento
temos a ocorréncia de um estresse abidtico que causa a diminuicdo da
produtividade do arroz: a sobrecarga de ferro (EMBRAPA, 2005).

Esta toxicidade por ferro esta associada com a presenca de concentracdes
elevadas de ferro reduzido (Fe®") na solugéo do solo, sendo que um dos primeiros
sintomas visiveis € a mudanca da cor das folhas, um fenbmeno chamado de
bronzeamento. Em seguida, o problema culmina com grandes decréscimos na
produtividade, levando a uma reducdo de até 100%, dependendo da
concentracdo de ferro reduzido na solucéo do solo e da tolerancia determinadas
cultivares de arroz (SAHRAWAT, 2004).

A resposta das plantas as condicdes de toxidez por ferro € um fenédmeno
que envolve mudancas em uma série de processos fisioldgicos, bioquimicos e
moleculares, causando significativas variacbes na morfologia, no crescimento e
no desenvolvimento da planta. Desta forma, compreender a resposta inicial de
plantas tolerantes é de grande importancia para entender quais genes podem
auxiliar na manifestacdo dessa caracteristica. Assim, a andlise do transcriptoma
de arroz submetido a estas condi¢cdes de estresse, auxilia na descoberta de
genes e marcadores moleculares que auxiliardo na obtencdo de cultivares com
mais tolerantes a estas condicoes.

2. METODOLOGIA

Sementes de arroz da cultivar BRS Queréncia foram germinadas em camara
de crescimento durante sete dias e, ap0s esse periodo, foram transferidas para
casa de vegetagcdo. Ao atingirem o estadio V3, as plantas foram submetidas a
estresse por excesso de ferro, utilizando solucdo nutritiva adicionada de
300 mg L™ Fe*?, durante 24 horas, enquanto as plantas do tratamento controle
foram mantidas apenas com solucéo nutritiva. O RNA total foi extraido a partir de
folhas e em seguida foi feita a sintese de cDNA, o qual foi sequenciado. Apés o
alinhamento, os softwares MapMan e Genevestigator foram utilizados para
verificar as possiveis mudangcas no metabolismo e andlise da expressdo dos
genes, respectivamente. Por fim, foram utilizados o SignalP 4.1 Server e o Protein
Families Database (Pfam), para a localizacdo de peptideos sinalizadores e a



determinacdo dos dominios proteicos. Para a predicdo da estrutura 3D e a
validacdo dessas estruturas foram utilizados os software Swissmodel e
Ramachandran Plot Analysis. Comparando, posteriormente com o banco de
dados RCSB PDB.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas alteracbes em 30 vias metabdlicas, conforme
demonstrado pela Figura 1 (E). As rotas que apresentaram maior namero de
genes com expressao alterada foram: rotas do metabolismo de proteinas, de
RNAs e de transporte, com 152, 146, 61 e 28 genes respectivamente (Figura 1A).
Dados semelhantes foram encontrados por FINATTO et al. (2005) com a cultivar
Nipponbare, tendo como destaque as rotas com funcdes de ligacdo, catalise e
transporte.

Os genes diferencialmente expressos com elevado aumento na expressao
sao apresentados na FiguralB. Esses genes séo caracterizados por auxiliarem no
processo de homeostase celular e transporte do ion de ferro (COOPER et al.,
2003; GROSS et al., 2004).

A andlise realizada no software Genevestigator demonstrou que o perfil de
expressao obtido dos genes mais superexpressos ndo se encontra nos outros
estresses, demonstrando uma maior especificidade desses genes para a
condicdo de excesso de ferro, sendo que o gene 0s03g0399800 nao foi
identificado pelo programa. Os estresses por submersao e por deficiéncia de ferro
apresentaram maior similaridade com os resultados obtidos, do que o estresse
por excesso de sal e por frio (Figura 1D). Quando analisamos os tecidos vegetais
temos que apenas no estresse de submersdo sdo encontrados esses genes
expressos na folha (Figura 1C).

Dentre os genes com maiores valores de superexpressao foram encontrados
trés para 0s quais ndo se tinha este tipo de informacdo na literatura:
0s03g0251000, 0Os05¢g0227600 e 0s03g0399800. Para se obter mais
informagdes sobre o produto desses genes suas sequéncias foram analisadas
pelo Pfam classificando-as para as respectivas familias génicas: Jacalin,
Hydrophob seed e Trypan PARP. A familia de Jacalin e Trypan PARP ja foram
relacionadas, em outros experimentos, com condi¢cdes de estresse por excesso
de sal (RAVAL et al., 2004) e na condicdo de baixos niveis de irradiacdo UV
(CLAYTON et al., 1990), respectivamente.

Uma importante etapa para predicdo de funcdo é a identificacdo de sua
estrutura tridimensional (3D), sendo possivel prever a conformacdo de uma
proteina comparando-a com outra proteina de estrutura conhecida (PROSDOCIMI
et al., 2002). Desta forma, realizou-se a predicado da estrutura das trés proteinas
ineditamente descritas aqui (Figura 1 - F, G, H). A estrutura que mais se
assemelha ao produto dessas proteinas é: 0s03g0399800 a uma lectina de
tubérculo (Heltuba), sendo essa considerada uma provavel proteina de defesa
(BOURNE et al.,1999); 0Os03g0251000 a uma proteina da soja que realiza
interacOes hidrofobicas (LEHMANN et al.,1993); e 0 Os05g0227600 ndo possuli
similaridade estrutural com nenhuma proteina descrita até 0 momento.
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Figura 1 (A) Numero de genes diferencialmente expressos e suas
respectivas rotas metabdlicas. (B) Genes com as maiores valores de
superexpressao. (C) Perfil de expressao diferencial em relacéo ao tecido vegetal
(D) Perfil de expressdo em diferentes estresses. (E) Visdo geral do metabolismo
alterado atraves do software MapMan; (F, G e H) Predicdo da estrutura
tridimensional das proteinas: (F) 0Os03g0251000, (G) 0Os05g0227600 e (H)
0s03g0399800.
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4. CONCLUSOES

De acordo com estes resultados, podemos concluir que existe uma variacao
no controle transcricional de genes envolvidos em diferentes rotas metabdlicas
qguando a cultivar BRS Queréncia € submetida ao estresse por excesso de ferro.
Os genes que obtiveram maiores valores de superexpresséo estdo relacionados
com os processos de homeostase celular e transporte de ferro, demonstrando
semelhanca entre as respostas de estresse por excesso e por deficiéncia de ferro.
A elucidacdo desta resposta adaptativa representa um importante meio para
identificacédo de genes candidatos a futuros estudos.
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