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INTRODUGAO

No sistema de cultivo de arroz irrigado por inundagdo, quando ha presenca de
excesso de ferro na composigdo do solo, devido as condigbes anaerdbicas presentes,
ocorre a redugao dos ions Fe* para Fe* que sdo prontamente disponiveis para as plantas.
Entre os sintomas de toxidez por ferro, destacam-se a toxidez direta, que é a absorgdo
excessiva de Fe* e sua translocacdo para as folhas, gerando sintomas como o
bronzeamento, amarelecimento e necrose foliar (MENGEL e KIRKBY, 1982) e a toxidez
indireta, que ocorre pela absorgdo limitada de outros micronutrientes essenciais
ocasionando amarelecimento das plantas e redugéo do numero de afilhos (MARSCHNER et
al., 1986). Genotipos sensiveis a esse tipo de estresse apresentam redugéo significativa na
produtividade.

Em condigbes de estresse, as plantas desencadeiam respostas em nivel
molecular, ativando cascatas de sinalizagdo que suprimem ou aumentam a expressao de
genes alvo. Os fatores de transcrigéo (FTs) sé@o proteinas que regulam a transcrigdo génica,
desta forma, as modificagbes nas atividades dos FTs alteram dinamicamente o
transcriptoma, ocasionando alteracdes metabdlicas e fenotipicas em resposta a
determinado estimulo ambiental (MITSUDA e OHME-TAKAGI, 2009). Em eucariotos, a
regulacéo transcricional € mediada pelo recrutamento de FTs que reconhecem e ligam-se a
elementos regulatérios de agédo cis (ERAC), que sdo pequenas sequéncias de DNA
presentes na regido promotora dos genes. Os FTs interagem com estes ERACs especificos,
com outros FTs, e com a maquinaria basal de transcricdo para regular a expressédo dos
genes alvo (PRIEST et al., 2009).

As proteinas do tipo regido basica e ziper de leucina (dominio bZIP) sdo FTs que
apresentam uma regido basica que permite a ligagdo com o DNA e o ziper de leucina,
permitindo a formacédo do dimero (ELLENBERGER, 1994). Em arroz, pesquisas recentes
indicam que FTs bZIP apresentam expressdo diferencial em plantulas em resposta a
estresses (NIJHAWAN et al., 2008). Entre os estresses bidticos destaca-se a resposta a
acao patogénica do fungo Magnaporthe oryzae, e em resposta a estresses abidticos a
expressdo de genes bZIP foi induzida em plantulas em condigdes de elevada salinidade,
seca e frio (ZOU et al., 2008), e em folhas e raizes em resposta ao estresse por frio, anoxia,
salinidade, seca, estresse oxidativo e acido abscisico (HOSSAIN et al., 2010).
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Este trabalho teve por objetivo identificar os genes super expressos regulados
pelos FTs da familia bZIP em plantulas de arroz Oryza sativa subsp. japonica submetidas
ao estresse por toxidez de ferro.

MATERIAL E METODOS

No estudo foi utilizada a cultivar de arroz Nipponbare (Oryza sativa L. subsp.
japonica), escolhida por apresentar genoma totalmente sequenciado (IRGSP, 2005) com
anotagao génica avangada (RAP 5 — Rice Annotation Genome Project). O experimento foi
estabelecido em hidroponia, onde as sementes foram pré-germinadas e posteriormente
transferidas para baldes contendo solugdo nutritiva completa, conforme descrito por
Camargo e Oliveira (1981), em delineamento experimental completamente casualizado com
trés repeticdes. As plantas foram cultivadas nestas condi¢gdes por quatorze dias, sendo que
a solugdo nutritiva foi renovada aos sete dias. No décimo quarto dia, as plantas da solugéo
controle foram trocadas para uma nova solugdo nutritiva completa e pH 5,5 e as plantas da
solugdo tratamento foram trocadas para solugdo nutritiva completa adicionada de 7mM de
FeSO,7H,O + EDTA e pH 4,5, permaneceram nesta solugdo durante quatro dias.
Transcorrido esse periodo, procedeu-se a coleta das amostras. A extragdo do RNA total foi
realizada a partir de tecido foliar, utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen) conforme
recomendagdes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram purificadas com o kit
RNeasy (Qiagen). Para hibridizagdo no microarranjo foi realizada a sintese do cDNA (DNA
complementar) a partir do RNA mensageiro, segundo o protocolo Synthesis of Double-
Stranded cDNA (NimbleGen), utilizando o kit SuperScript™ Double-Stranded cDNA
Synthesis (Invitrogen). Posteriormente o cDNA foi enviado para a NimbleGen, onde as trés
repeticdes de cada condigdo foram marcadas com o fluorocromo cianina 3 - cy3 (single
channel) e hibridizadas com as sondas do microarranjo Rice transposome array v.2.0
(PICAULT et al., 2009) e produzido com a tecnologia NimbleGenTM sendo composto por
385.000 sondas/oligonucleotideos selecionadas pelo conteudo GC e Tm (temperature of
melting). Este microarranjo contém 90.000 sondas representando 45.000 genes de Oryza
sativa subsp. japonica (2 sondas/oligonucleotideos por gene). Os oligonucleotideos foram
construidos para a extremidade 3’ dos genes no intuito de detectar as fitas sintetizadas pela
transcriptase reversa. A andlise dos dados de expressao foi realizada utilizando o software
R (R Development Core Team, 2006) e os pacotes Limma e Biobase do software
Bioconductor. Foi realizado o teste-t Bayesiano e o método de ajustamento por BH. A
anotagao da descrigdo dos genes foi realizada no banco de dados do RAP-DB versdo 5, e a
ontologia génica foi realizada utilizando o programa Blast2GO (CONESA et al., 2005). Para
identificar os genes regulados pelos fatores de transcrigdo bZIP, primeiramente foi realizada
busca no banco de dados PLACE (HIGO et al., 1998) por ERACSs responsivos a estresses e
regulados pelos FTs da familia bZIP, posteriormente foi recortada a regido promotora de
1000 pares de bases a montante ao inicio de 1569 genes super expressos (log, fold-change
> 1, P<0,05) em resposta ao estresse por toxidez de ferro no microarranjo. Posteriormente,
foi realizada a busca da ocorréncia ERACs na regido promotora utilizando o teste Z
(P<0,05) segundo a técnica descrita por Nemhauser et al. (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No microarranjo foram identificados quatro FTs da familia bZIP (Tabela 1). No
banco de dados do PLACE foram encontrados 33 ERACs reconhecidos como sitios de
ligagdo ao DNA pelos FTs da familia bZIP. Destes, sete séo reportados na literatura em
resposta a estresses bidticos e abidticos, portanto, a busca pela ocorréncia significativa (P<
0,05) dos ERACs nas regides promotoras dos 1.569 genes foi realizada com base nestes
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sete ERACs. Foram encontradas 255 regides promotoras com pelo menos uma ocorréncia
significativa de um dos sete ERACs. O ERAC mais freqliiente foi ASF1IMOTIFCAMV
ocorrendo em 76,47% dos 255 analisados, seguido de ABREATCONSENSUS (28%),
EMBP1TAEM (16%), ABADESI1 e UPRE2AT (3,9%), ABADESI2 e UPRE1AT (0,39%)
(Tabela 2). Seis genes apresentam em seu promotor trés ERACs reconhecidos por bZIP, 48
apresentam dois e 201 genes apresentaram apenas um ERAC. Os 255 genes
potencialmente regulados pelos FTs bZIP participam de processos biolégicos como
metabolicos primarios (11,6), processos metabdlicos celulares (9,5%); processos
biossintéticos (7,4%); resposta a estresses (2,7%); respostas a estimulos abiéticos (1,7%) e
processos de sinalizagéo (1,3%) entre outros.

Tabela 1. Identificagao (locus ID) e nivel de expressao Tabela 2. Identificagdo dos elementos regulatérios de
no microarranjo log,FC (log,-fold-change) dos genes acdo cis (ERAC ID), numero de ocorréncias nos
codificadores dos fatores de transcricdo da familia promotores dos 255 genes super expressos (NOP) e
bZIP em resposta a toxidez por ferro em arroz (Oryza nimero maximo de ocorréncias por promotor (NMOP). Os
sativa ssp japonica cv. Nipponbare). valores entre parénteses indicam o nimero de promotores
Locus ID LogaFC para o respectivo NMOP.
050390322700 1,48 ERAC ID NoOP NmMoP
050790124300 1,35 ABADESI1 10 2(1)
051190154900 1,88 ABADESI2 ! M
051290601800 1,67 ABREATCONSENSUS 72 3(1)
* P < 0,05 pelo teste-t Bayesiano ASFIMOTIFCAMY 195 o)
! : EMBP1TAEM 41 3(1)
UPRE1AT 1 1(1)
UPRE2AT 10 1(10)

Entre os genes que respondem a estresses e participam de processos de
sinalizagdo destacam-se alguns fatores de transcricdo: um da familia ERF (responsivos ao
etileno), um FT de proteinas induzidas por déficit hidrico (WDS) e acido abscisico (ABA),
seis FTs da familia dedo de zinco, dois FTs da familia GRAS, dois WRKY, um gene para
helix-loop-helix, e um para HSP (proteinas de choque térmico). Entre outros genes
importantes na resposta a estresse oxidativo, um gene codificador de peroxidase, uma
metalotioneina, 19 genes de proteinas quinases incluindo cinco serina-treoninas quinases e
trés genes codificadores de quinases associadas a parede celular. As proteinas quinases
participam da transdugao de sinais na cascata das MAPK (proteinas quinases ativadas por
mitégeno) que é uma via de sinalizagéo intracelular mediadora de respostas a estresses.
Entre os genes que participam do processo bioldgico de transporte, dois codificam proteinas
de transporte e detoxificagdo de metais pesados da familia MATE, oito genes do citocromo
P450, e trés genes codificadores de tioredoxinas. Considerando as fungdes essenciais e de
protegdo conferidas pelos genes regulados por FTs bZIP e o aumento dos niveis de
expressdo em resposta a toxidez por ferro é razoavel considerar que os quatro FTs bZIP
super expressos neste estudo associados a outros FTs que participam de suas redes de
regulagdo apresentam importancia relevante na resposta do arroz a este estresse. A
importancia do FT bZIP foi verificada em estudos realizados por Xiang et al., (2008) onde
plantas de arroz transgénicas que super expressavam o gene OsbZIP23 apresentaram
aumento da tolerancia a seca, a elevada salinidade e sensibilidade ao ABA. Além disto,
nestas plantas transgénicas, aproximadamente 800 genes apresentaram super expresséo,
0 que evidencia sua regulacao pelo gene OsbZIP23.

CONCLUSAO

Os genes da familia bZIP 0s03g0322700, Os0790124300, Os11g0154900,
0s12g0601800 super expressos em resposta a toxidez por ferro reconhecem elementos
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regulatérios de agéo cis presentes em 255 genes também super expressos nesta condigdo.
Estes genes incluem outros fatores de transcrigdo, genes envolvidos em cascatas de MAP
quinases, transporte e detoxificacdo de metais. Estudos futuros de transformagéo genética,
como a super expressdo dos FTs bZIP em cultivares sensiveis e/ou silenciamento em
cultivares tolerantes, poderéo confirmar que a regulacdo destes 255 genes é realizada por
estes FTs em resposta a toxidez por ferro em arroz.
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