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RESUMO

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2010. Estudo da expressao génica associada a senescéncia foliar e
remobilizacdo de ferro para a semente no arroz. Orientadora: Andréa
Miyasaka de Almeida. Co-orientadores: Marcelo Ehlers Loureiro e Antdnio
Costa de Oliveira.

O arroz é um dos cereais mais importantes no mundo em termos de
consumo e de fornecimento de calorias, no entanto, é relativamente pobre em
nutrientes. Tem sido mostrado que a folha bandeira presente logo abaixo da
panicula desempenha importante papel no fornecimento de nutrientes para o
gréo de arroz em desenvolvimento. Desta forma, analisou-se a influéncia da
remocao da panicula na senescéncia e na expressao de genes relacionados
com o processo de senescéncia foliar e com a translocacdo de nutrientes na
folha bandeira em duas cultivares de arroz (BR-IRGA 409 e IRGA 417).
Adicionalmente, realizou-se uma analise in silico (dados de microarranjos) da
expressdao dos transportadores de ferro da familia “Yellow Stripe” (YS) e
também foram verificados possiveis elementos cis presentes na regido
promotora destes genes. O perfil protéico de folha bandeira e ndo bandeira em
dois estadios de desenvolvimento do grao foi comparado para detectar
proteinas diferencialmente expressas utilizando-se testes estatisticos para
reducdo de falsos positivos. Os resultados confirmam que a remocao da
panicula retarda a senescéncia da folha bandeira nas cultivares estudadas.
Dois dos fatores de transcricdo analisados (OsNAP e OsNAC like GmNACS3)
apresentaram grande aumento de expressado durante a senescéncia da folha
bandeira principalmente na fase final de enchimento do grao comparados com
a folha ndo senescente. A remog¢do da panicula causou diminuicdo na
expressao destes genes na folha bandeira. Um dos mais bem caracterizados
genes da familia YS (OsYSL2) teve maior expressdo no estadio leitoso no
genotipo IRGA 417. Este fato, aliado a maiores niveis de OsNAAT1 na folha
bandeira e a maior expressao de OsYSL2 e OsNAS3 no estadio leitoso no
grao, podem sugerir o maior teor de ferro neste genétipo. A analise in silico de
dados de microarranjos em graos mostrou que alguns genes dentro da familia
YS, OsYSL6, OsYSL13 e OsYSL5 tém expressao relativamente alta durante

todo processo de enchimento do grdo, enquanto outros genes (OsYSL18,
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OsYSL1, OsYSL15, OsYSL4 e OsYSL12) tém aumento somente no estadio
pastoso. Genes da familia OsNAS e OsNAAT envolvidos na via de sintese de
queladores de ferro para o transporte mediado por genes YS tiveram
expressao maior no estadio leitoso durante o enchimento do grdo. Os 18 genes
putativos candidatos da familia YS apresentaram variadas sequéncias cis
possivelmente relacionadas com o processo de senescéncia foliar incluindo
elementos responsivos a acido abscisico, auxina, acido salicilico, jasmonato e
etileno. A analise do perfil protéico demonstrou variacdo na percentagem de
volume de spots quando se comparou os estadios de desenvolvimento leitoso
e pastoso e também folha bandeira e ndo bandeira. Desta forma, a expresséo
dos fatores de transcricdo relacionados com senescéncia ou com resposta a
deficiéncia por ferro na folha bandeira pode estar relacionada com o processo
de remobilizacdo de nutrientes durante o enchimento dos graos. Da mesma
forma, a expressdo no grdo de genes transportadores de ferro, quanto de
genes envolvidos na sintese de queladores durante a senescencia foliar
contribuiria para o processo. As diferencas no perfil protéico demonstram que
possiveis alteracdes no metabolismo durante o processo de senescéncia da
folha bandeira. O melhor esclarecimento da via de regulagdo dos fatores de
transcricao ligados a senescéncia foliar e sua relagdo com os genes envolvidos
na remobilizagcdo de nutrientes poderdo ser de grande importancia para o
desenvolvimento de plantas que visem sanar problemas de deficiéncia

nutricional humana.
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ABSTRACT

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Brazil, February
2010. Study of gene expression associated with leaf senescence and iron
remobilization to the rice seed . Adviser: Andréa Miyasaka de Almeida. Co-
advisers: Marcelo Ehlers Loureiro and Antdnio Costa de Oliveira.

Rice is one of the most important cereals in the world in terms of
consumption and supply of calories, however, is relatively poor in nutrients. It
has been shown that this flag leaf just below the panicle plays an important role
in supplying nutrients to the rice grain development. Thus, was analyzed the
effect of panicle removal on senescence and the expression of genes related to
the leaf senescence process and the nutrients translocation in the flag leaf of
two rice cultivars (BR-IRGA 409 and IRGA 417). Additionally, we carried out an
in silico analysis (microarray data) of the expression of iron transporters of the
Yellow Stripe family (YS) and were also checked possible cis elements present
in the promoter region of these genes. The protein profile of the flag leaf and no
flag leaf in two stages of grain development was compared to detect
differentially expressed proteins using statistical tests to reduce false positives.
The results confirm that removal of the panicle retards the senescence of flag
leaves of cultivars. Two of the transcription factors analyzed (OSNAP and
OsNAC like GmNAC3) showed a large increase of expression during
senescence of flag leaves mainly at the final stage of grain filling compared with
no senescent leaves. The removal of the panicle caused a decrease in the
expression of these genes in flag leaf. One of the well-characterized genes of
YS family (OsYSL2) had higher expression in the milky stage of IRGA 417
genotype. This fact, coupled with higher levels of OsNAAT1 in the flag leaf and
the greatest expression of OsYSL2 and OsNASS in the milky stage in the grain,
may suggest the higher iron content in this genotype. In silico analysis of
microarray data in grains showed that some genes within the YS family,
OsYSL6, OsYSL13 and OsYSLS5 have relatively high expression during the
whole process of grain filling, while other genes (OsYSL18, OsYSL1, OsYSL15,
and OsYSL4 OsYSL12) have increased only in the dough stage. OsNAS and
OsNAAT genes involved in synthesis of iron chelators for the transport
mediated by YS genes had higher expression in the milk stage during grain
filling. The 18 putative candidate genes of YS family showed various cis
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sequences possibly related to the process of senescence including responsive
elements to abscisic acid, auxin, salicylic acid, jasmonate and ethylene.
Analysis of protein profiles demonstrated variation in the percentage of spot
volume when comparing the milk and dough developmental stages and also
flag leaf and no flag leaf. Thus, the expression of transcription factors related to
senescence or response to iron deficiency in the flag leaf can be related to the
remobilization of nutrients during grain filling. Likewise, the expression in the
grain of iron transporter genes or involved in the synthesis of chelators during
leaf senescence contribute to the process. The difference in protein profile
shows that possible changes in metabolism during senescence of flag leave.
The best elucidation of the regulation of transcription factors linked to leaf
senescence and its relationship with genes involved in the remobilization of
nutrients may be of great importance for the development of plans that aimed
remedy the problems of human nutritional deficiency.



1 - Introducao Geral

1.1 - Importéncia sécio-econémica do arroz

O arroz é um dos principais cultivos agricolas em nivel mundial sendo
responsavel por aproximadamente 11% da area cultivada no planeta. Constitui
alimento basico de mais da metade dos 6 bilhdes de habitantes do globo
terrestre, sendo que na América Latina é a fonte basica de calorias. O arroz
possui importancia econémica e social para o Brasil, que é grande produtor e
ocupa a décima posicao na producdo em nivel mundial e a primeira fora dos
paises asiaticos. O consumo per capita anual de arroz polido no Brasil é de
aproximadamente 30 kg. hab™ ano™ (Informe Agropecuario - EPAMIG, 2004).
Desta forma, observa-se claramente o papel de destaque exercido pelo arroz
na agricultura e na alimentacdo demonstrando ao mesmo tempo, devido ao
grande consumo, o0 seu potencial para utilizagdo em programas que visem
reduzir as caréncias em nutrientes essenciais para uma alimentacao

balanceada.
1.2 - Importéancia nutricional do ferro

Um dos problemas relacionados com a caréncia de nutrientes é a
anemia, causada pela ingestao insuficiente de ferro e atinge uma grande parte
da populacdo. A deficiéncia de ferro na infancia causa anemia ferropriva que
ocasiona uma variedade de sintomas que incluem palidez, anorexia, fadiga,
irritabilidade, reducdo do crescimento, prejuizos do desenvolvimento
neuropsicomotor e da capacidade de regulacdo térmica (Holst, 1998) entre
outras. Mulheres com quadro de anemia severa aumentam a incidéncia de

morte durante o parto.
1.3 - Absorcao e transporte de ferro nas plantas

Os mecanismos e os genes envolvidos na homeostase do ferro em
plantas (absorcéo, transporte e armazenamento) vém sendo cada vez mais
estudados. Na absorcdo de ferro, as plantas podem usar duas estratégias:
estratégia | ou de reducédo, presente em dicotiledéneas e monocotiledéneas



ndo graminaceas, e a estratégia |l ou de quelacdo presente em
monocotiledéneas graminaceas (figura 1). Na estratégia de reducao, a
acidificacdo da rizosfera gerada pela extrusdo de prétons por H*-ATPases
presentes nas células epidérmicas da raiz, aumenta a solubilidade do ferro. A
proteina ferro quelato redutase (FRO - Ferric Reductase Oxidase) reduz o ferro
da sua forma oxidada (Fe*®) para ferro reduzido (Fe*®) que por sua vez é
transportado por transportadores de membrana especificos de Fe*?,
denominados de proteinas IRT (Iron Regulated Transporter), para o interior da
célula. Neste processo de absorcédo de ferro ha gasto de energia (ATP) pelas
H*-ATPases e de poder redutor pela FRO (Hell et al, 2003). Genes que
codificam ferro quelato redutase, FRO1, FRO2, FROS3, e transportadores de
Fe*?, IRT1 e IRT2, tém sidos isolados e identificados em Arabidopsis (Eide et
al., 1996; Robinson et al., 1999; Vert et al., 2001). A expressao destes genes é
fortemente induzida em raizes de plantas sob deficiéncia de ferro.

Na estratégia Il, aminoacidos ndo protéicos denominados de
fitossider6foros (PS) sdo secretados para a rizosfera onde formam um
complexo com o ferro Fe™ (Fe™®-FS). O complexo formado é entdo
transportado para o interior das células epidérmicas por meio de
transportadores especificos denominados de Yellow Stripe (YS) (Briat et al.,
1997).

Embora a estratégia | de absorcdo de ferro seja comum em
dicotiledéneas e monocotiledéneas nao graminaceas, vem sendo mostrado que
0 arroz também possui transportadores de Fe*?, denominados de OsIRT1 e
OsIRT2, que tem expressao predominantemente em raizes. Desta forma, o
arroz, além de absorver Fe*® quelado a fitossideréforos, é capaz de absorver
Fe*? diretamente, uma estratégia vantajosa para o crescimento em condicdes

de alagamento onde a forma ferrosa é predominante. (Ishimaru et al., 2006).



Figura 1 - Mecanismo de absorgédo de ferro pelas plantas. Estratégia | - A
proteina ferro quelato-redutase (FRO) reduz Fe*® do solo liberando Fe*? para ser
transportado através da membrana plasmatica pelo transportador IRT. A solubilidade
do ferro é aumentada pela acidificagcdo da rizosfera através da atividade da enzima
ATPase. No processo ha gasto de energia (ATP) e poder redutor (NADH). Estratégia Il
— Os fitossideroforos (PS) séo sintetizados no citoplasma. PS sao liberados no solo € o
complexo Fe-PS sdo subsequentemente transportados através da membrana via
transportadores YS. (Fonte: Guerinot, 2007 modificado).

Independente da estratégia de absorcao, o ferro € direcionado para o
xilema através de transportadores nas células corticais. No xilema é
complexado com acidos organicos, como o citrato e, em seguida, translocado
para a parte aérea via fluxo transpiratorio (Curie e Briat, 2003) (figura 2). Em A.
thaliana o complexo Fe*® — citrato ao chegar as células do mesofilo foliar é
entdo reduzido por enzimas FRO1 que estdo presentes na membrana das
células foliares utilizando NADPH como poder redutor (Bruggemann et
al.,1993).

A via de sintese do acido mugineico (MA), uma familia de
fitossider6foros que as gramineas podem secretar de suas raizes para quelar
Fe*® no solo, tem sido caracterizada (Ma et al., 1993). Nesta via, observa-se a

nicotianamina (NA) que nédo é somente uma intermediaria chave para a



biossintese de MA para a estratégia Il, mas também um importante quelador de
ions que pode facilitar o transporte de ferro e outros metais dentro das plantas
(von Wiren et al., 1999). NA participa no transporte floematico e distribuicao
citoplasméatica de metais através de transportadores de membrana codificados
pelos genes YS. Em arroz existem 18 putativos genes Yellow stripe like (YSL)
que tem a expressado dependente do tecido ou 6rgdo da planta. Um destes
genes, denominado de OsYSL2 foi demonstrado ser um transportador de
metal-NA expresso no floema e pode estar relacionado com o transporte a
longas distancias (Koike et al., 2004), como, por exemplo, de uma folha

senescente (fonte) para um grao em desenvolvimento (dreno) (Figura 2).

Figura 2 - Representagdo esquematica da circulagcdo de ferro-quelato a
longas-distancias. A circulagdo de Fe-citrato nos vasos do xilema e Fe-nicotianamina
nos vasos floematicos esta representada por linhas azul e rosa respectivamente. Ao
longo do vegetal, transportadores YSL s&o indicados com circulos pretos. (Fonte: Briat
et al., 2007).



1.4 - Senescéncia foliar e remobilizacao de nutrientes para o grao

Durante o desenvolvimento reprodutivo ocorre todo um complexo
processo que leva a remobilizacdo de nutrientes oriundos de 6rgaos
senescentes como folhas, para o grao. A senescéncia é governada
basicamente pela idade de desenvolvimento da folha. No entanto, a
senescéncia foliar é também influenciada por varios sinais internos e
ambientais. Os fatores ambientais que influenciam a senescéncia incluem
fatores bidticos e abidticos. Dentre os fatores abibticos pode-se citar a seca,
limitagdo de nutrientes, temperaturas extremas, etc. Os fatores bioticos incluem
infeccdo por patégenos e sombreamento por outras plantas. A senescéncia
foliar pode ocorrer prematuramente nestas condi¢coes desfavoraveis. Dentre os
fatores internos destacam-se os horménios vegetais e o desenvolvimento
reprodutivo que também podem atuar regulando a senescéncia foliar (Lim et
al., 2007) (figura 3).

A senescéncia foliar ndo é um processo de degeneragao passivo e
desregulado. Durante a senescéncia, as células foliares passam por mudancas
na estrutura celular, metabolismo e expressdo génica. A primeira e mais
significante mudanca na estrutura celular é o colapso dos cloroplastos, a
organela que possui até 70% da proteina foliar. Em contraste, o nucleo e
mitocOndria que S0 essenciais para expressdo génica e energia,
respectivamente, permanecem intactos até os ultimos estagios da senescéncia.
Metabolicamente, a assimilacdo de carbono é substituida por catabolismo de
clorofilas e macromoléculas tais como proteinas, lipidios de membrana e RNA.
O aumento da atividade catabdlica é responsavel pela conversao de materiais
celulares acumulados durante a fase de crescimento da folha em nutrientes
exportaveis que sao supridos para o desenvolvimento das sementes ou para
outro 6rgado em crescimento (Lim et al., 2007).
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Figura 3 — Modelo das vias regulatorias na senescéncia foliar. A senescéncia
foliar é considerada um processo complexo em que o efeito de varios sinais internos e
externos sado integrados a via de senescéncia dependente do desenvolvimento foliar.
Multiplas vias integradas a varios fatores sao possiveis interconectadas para formar
uma rede regulatéria. Estas vias regulatérias ativam conjuntos distintos de genes
associados a senescéncia que sao responsaveis por executar o processo de
degeneracao e por ultimo levar a morte celular (Fonte: Lim et al., 2007).

O mecanismo envolvido na senescéncia foliar, seja induzido por sinais
ambientais, sinais internos ou mesmo pela prépria idade de desenvolvimento
da folha, vem sendo estudado com o0 uso de mutantes defectivos no
mecanismo normal de senescéncia e /ou usando-se ferramentas de biologia
molecular como “microarray” para o “screening” de genes relacionados ao
mecanismo. Um grande numero destes genes tem sido encontrados e
codificam para fatores regulatérios da percepcao de sinais como os fatores de
transcricdo. Em Arabidopsis foram identificados 96 genes que codificam fatores
de transcricdo e que tem expressdao aumentada na senescéncia foliar. Estes
genes pertencem a 20 familias de fatores de transcri¢cao diferentes, estando as
familias NAC e WRKY entre as maiores. Dentro da familia WRKY, o fator de
transcricdo AtWRKYS53 aumenta sua expressdao no estadio inicial de

senescéncia foliar e diminui nos ultimos estadios implicando que esta proteina



pode desempenhar um papel regulatério nos eventos iniciais da senescéncia
foliar (Hinderhofer et al., 2001). Uma linhagem “knockout” do gene WRKY53
mostrou atraso na senescéncia foliar enquanto que a super-expressao causou
senescéncia precoce mostrando sua funcdo como um elemento positivo na
regulacdo do processo (Miao et al, 2004). Outro fator de transcrigcéo,
AtWRKY®6, mostrou alto nivel de expressao durante a senescéncia foliar como
também durante a infeccdo por patégenos (Robatzek et al, 2002). Na familia
NAC, cerca de um quinto dos 100 fatores que compdéem a familia em
Arabidopsis tem a expressdo aumentada durante a senescéncia foliar natural e
na senescéncia induzida pelo escuro (Guo et al. 2006). Além do mais, o
mutante “knockout” do gene AINAP (fator de transcricdo NAC) teve
senescéncia atrasada mostrando que este gene funciona como elemento
positivo na senescéncia foliar. Ort6logos a AtNAP existem em feijao e arroz e
exibem expressdao aumentada durante a senescéncia foliar (Lim et al, 2007).

Estudos em trigo revelaram que o fator de transcricdo do tipo NAC,
TaNAM , além de regular a senescéncia esta relacionado a um aumento de
proteinas, zinco e ferro no grao. A reducao na expressao deste gene por RNAI
levou a um atraso da senescéncia da planta por mais de trés semanas e
reduziu o conteudo de proteinas, zinco e ferro em mais de 30%. O ort6logo
deste gene esta presente em arroz sendo denominado de ONACO010 (Uauy et
al, 2006). Em soja, os genes GmNAC1, GmNAC3 e GmNAC6 séo expressos
em diferentes estadios de desenvolvimento do grdo mostrando que estes
genes tém papel importante durante a formacao do grao (Meng et al., 2007).

Em arroz foram identificados 140 putativos genes NAC ou NAC-like que
possuem estruturas variadas e potencial diversidade de fungbes. Analise pela
técnica de “one-hybrid” revelou que 12 proteinas NAC representando diferentes
composicoes de motivos podem se ligar ao DNA no sitio nucleo de ligacao dos
fatores NAC. Além disso, analise da expressdao génica mostrou que 12 genes
sao expressos em tecidos especificos (calo, raiz, estame ou endosperma
imaturo) sugerindo que estes genes podem ter um papel regulatério crucial no
crescimento e desenvolvimento do arroz (Fang et al 2008). Quanto aos fatores
de transcricao do tipo WRKY, existem cerca de 112 putativos genes em arroz
(RiceTFDB, 2009).



Durante o estresse de deficiéncia de ferro em plantas de arroz, ocorre
alteracao da expressado de genes relacionados com a absorgao, transporte e
acumulo deste nutriente na planta. Foi identificado também que alguns fatores
de transcricdo tém a expressao modificada. Os genes OsNAC1, OsNAC5 e
OsWRKY45, pertencentes as familias mencionadas acima, tem sua expressao
aumentada na parte aérea de plantas de arroz quando sujeitos ao estresse por
deficiéncia de ferro (Ogo et al, 2006). O fator de transcricdo OsIDEF2,
pertencente também a familia NAC, e se liga especificamente ao elemento “cis”
responsivo a deficiéncia de ferro (IDE2) (Ogo et al, 2008). Outro fator de
transcricdo relacionado a respostas a deficiéncia por ferro é denominado de
OsIDEF1.

O arroz é uma planta monocarpica ja que se reproduz apenas uma vez
com sua posterior morte. E uma boa planta experimental para estudar os
mecanismos de senescéncia monocarpica em plantas anuais ja que o grao em
formacao situa-se exclusivamente no topo da planta, ao contrario de outras
plantas que apresentam em varias posi¢cdes. Uma das caracteristicas desta
planta € uma folha especial denominada de “folha bandeira” que emerge como
a ultima folha no desenvolvimento reprodutivo, mas sua senescéncia ocorre
anteriormente em relacéo a outras duas folhas situadas também abaixo do eixo
da panicula. A remog¢do da panicula promove um retardo da senescéncia
destas folhas mostrando que o desenvolvimento do 6rgao reprodutivo seria um
sinal inicial para desencadear o processo (Ray et al, 1981; Biswas et al.,
1980). Além do mais, durante o enchimento do grao de arroz, a folha bandeira
€ responsavel pelo fornecimento de grande parte dos nutrientes para a
panicula mais préoxima (Grusak e DellaPenna, 1999 apud Narayanan et al,
2007).

A funcao de muitos dos fatores de transcrigdo associados a senescéncia
foliar ou de genes relacionados com a homeostase de ferro em arroz carece de
estudos. A caracterizacao funcional destes genes incluindo a via de
sinalizacdo que estes estdo envolvidos e o0os genes alvos que regulam é
indispensavel para o entendimento da via regulatéria molecular da
senescéncia. Dentro desta perspectiva, estudos que visem o entendimento dos

mecanismos envolvidos na senescéncia foliar e o processo de remobilizacao
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de nutrientes para a semente, atrelado a grande importancia do arroz na
alimentacao, podera ser de grande valia para o desenvolvimento de plantas

que visem sanar problemas de deficiéncia nutricional humana.
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CAPITULO I

ESTUDO DE GENES ENVOLVIDOS NA SENESCENCIA FOLIAR E NA
REMOBILIZACAO DE FERRO PARA O GRAO DE ARROZ EM
DESENVOLVIMENTO



Resumo

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2010. Estudo de genes envolvidos na senescéncia foliar e na
remobilizacao de ferro para o grao de arroz em desenvolvimento.
Orientadora: Andréa Miyasaka de Almeida. Co-orientadores: Marcelo Ehlers
Loureiro e Antonio Costa de Oliveira.

A folha bandeira tem um importante papel no fornecimento de nutrientes
para o grdao. O melhor entendimento do processo de senescéncia da folha
bandeira e remobilizacdo de nutrientes para o grao podera ser importante para
produzir plantas enriquecidas nutricionalmente. Desta forma, analisou-se a
influéncia da remocao da panicula na senescéncia e na expressao de genes
relacionados com o processo de senescéncia foliar e com a translocacao de
nutrientes na folha bandeira em duas cultivares de arroz. Adicionalmente,
realizou-se uma andlise in silico (dados de microarranjos) da expressao dos
transportadores de ferro da familia “Yellow Stripe” (YS) e também foram
verificados possiveis elementos cis presentes na regido promotora destes
genes. Genes relacionados com senescéncia foliar tiveram expressao
diferenciada na folha bandeira durante o desenvolvimento reprodutivo. Dois
dos fatores de transcricdo analisados (OsNAP e OsNAC like GmNAC3)
apresentaram grande aumento de expressado durante a senescéncia da folha
bandeira principalmente na fase final de enchimento do grao comparados com
a folha ndo senescente. A remog¢do da panicula causou diminuicdo na
expressao destes genes na folha bandeira. Um dos mais bem caracterizados
genes da familia YS (OsYSL2) teve maior expressdo no estadio leitoso no
genotipo IRGA 417. Este fato, aliado a maiores niveis de OsNAAT1 na folha
bandeira e a maior expressao de OsYSL2 e OsNAS3 no estadio leitoso no
grao, podem sugerir o maior teor de ferro neste genétipo. A analise in silico de
dados de microarranjos em graos mostrou que alguns genes dentro da familia
YS, OsYSL6, OsYSL13 e OsYSL5 tém expressao relativamente alta durante
todo processo de enchimento do grdo, enquanto outros genes (OsYSL18,
OsYSL1, OsYSL15, OsYSL4 e OsYSL12) tém aumento somente no estadio
pastoso. Genes da familia OsNAS e OsNAAT envolvidos na via de sintese de
queladores de ferro para o transporte mediado por genes YS tiveram

expressao maior no estadio leitoso durante o enchimento do grdo. Os 18 genes
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putativos candidatos da familia YS apresentaram variadas sequéncias cis
possivelmente relacionadas com o processo de senescéncia foliar incluindo
elementos responsivos a acido abscisico, auxina, acido salicilico, jasmonato e
etileno. Desta forma, a expressao dos fatores de transcrigcdo relacionados com
senescéncia ou com resposta a deficiéncia por ferro na folha bandeira pode
estar relacionada com o processo de remobilizacdo de nutrientes durante o
enchimento dos grdos. Da mesma forma, a expressdo no grdo de genes
transportadores de ferro, quanto de genes envolvidos na sintese de queladores

durante a senescencia foliar contribuiria para o processo.
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Abstract

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Brazil, February
2010. Study of genes involved in senescence and remobilization of iron to
the rice grain in development. Adviser: Andréa Miyasaka de Almeida. Co-
advisers: Marcelo Ehlers Loureiro and Antdnio Costa de Oliveira.

The flag leaf has an important role in providing nutrients to the
grain. Better understanding of the process of flag leaf senescence and nutrient
remobilization to the grain may be important to produce nutritionally enriched
plants. Thus, was analyzed the effect of panicle removal on senescence and
the expression of genes related to the leaf senescence process and the
nutrients translocation in the flag leaf of two rice cultivars (BR-IRGA 409 and
IRGA 417). Additionally, we carried out an in silico analysis (microarray data) of
the expression of iron transporters of the Yellow Stripe family (YS) and were
also checked possible cis elements present in the promoter region of these
genes. Senescence-related genes had differential expression in flag leaves
during reproductive development. Two of the transcription factors analyzed
(OSNAP and OsNAC like GmNAC3) showed a large increase of expression
during senescence of flag leaves mainly at the final stage of grain filling
compared with no senescent leaves. The removal of the panicle caused a
decrease in the expression of these genes in flag leaf. One of the well-
characterized genes of YS family (OsYSL2) had higher expression in the milky
stage of IRGA 417 genotype. This fact, coupled with higher levels of OsNAAT1
in the flag leaf and the greatest expression of OsYSL2 and OsNASS3 in the milky
stage in the grain, may suggest the higher iron content in this genotype. In silico
analysis of microarray data in grains showed that some genes within the YS
family, OsYSL6, OsYSL13 and OsYSL5 have relatively high expression during
the whole process of grain filling, while other genes (OsYSL18, OsYSL1,
OsYSL15, and OsYSL4 OsYSL12) have increased only in the dough stage.
OsNAS and OsNAAT genes involved in synthesis of iron chelators for the
transport mediated by YS genes had higher expression in the milk stage during
grain filling. The 18 putative candidate genes of YS family showed various cis
sequences possibly related to the process of senescence including responsive
elements to abscisic acid, auxin, salicylic acid, jasmonate and ethylene. Thus,
the expression of transcription factors related to senescence or response to iron
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deficiency in the flag leaf can be related to the remobilization of nutrients during
grain filling. Likewise, the expression in the grain of iron transporter genes or
involved in the synthesis of chelators during leaf senescence contribute to the
process. The best elucidation of the regulation of transcription factors linked to
leaf senescence and its relationship with genes involved in the remobilization of
nutrients may be of great importance for the development of plans that aimed
remedy the problems of human nutritional deficiency.

16



1 - Introducao

O arroz é um dos cultivos agricolas de maior importancia para a
alimentagcdo humana sendo consumido por mais da metade da populacdo do
planeta, além de ser grande fonte de calorias. No entanto, grande parte da
populagédo sofre de problemas relacionados com a falta de nutrientes como o
ferro por exemplo. Desta forma, estudos que visem o incremento de nutrientes
nos grdos de arroz podem contribuir enormemente para sanar problemas

relacionados com deficiéncia nutricional.

Remobilizacdo de reservas de metais a partir de folhas e cascas para
suprir as sementes tem sido estimada em um estudo recente e representa no
maximo 40% do conteudo em sementes de Arabidopsis (Waters e Grusak,
2008). Estudos vém demonstrando que a folha bandeira presente no eixo da
panicula desempenha um importante papel na remobilizacdo de nutrientes para
0 grao de arroz em desenvolvimento. A folha bandeira emerge como a ultima
folha no desenvolvimento reprodutivo, mas sua senescéncia ocorre
anteriormente em relacéo a outras duas folhas situadas também abaixo do eixo
da panicula. A remog¢do da panicula leva a um retardo no processo de
senescéncia da folha bandeira sugerindo que o 6rgao reprodutivo seria um
sinal inicial desencadeador do processo (Ray et al.,, 1981; Biswas et al., 1980)
e, durante o enchimento do grao de arroz, a folha bandeira é responsavel pelo
fornecimento de grande parte dos nutrientes para a panicula mais préxima

(Grusak e DellaPenna, 1999 apud Narayanan et al, 2007).

A senescéncia foliar e a remobilizagdo de nutrientes sdo processos
altamente complexos e regulados sendo governada basicamente pela idade de
desenvolvimento da folha. No entanto, outros fatores como sinais internos
(hormdnios e desenvolvimento reprodutivo) e ambientais (fatores bibticos e
abiéticos) podem atuar. Varios genes, codificantes para fatores de transcricéo,
tem expressdo alterada na senescéncia foliar em Arabidopsis. Os principais
fatores de transcricdo sao pertencentes a familia WRKY e NAC (Lim et al.,
2007).

O mecanismo envolvido na absorcao e translocacao de ferro em arroz

tem sido caracterizado. Os genes pertencentes a familia de transportadores
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denominados de “Yellow Stripe” desempenham importante papel, tanto na
absorcdo de Fe*3-fitossideréforos nas raizes, quanto no transporte de ferro
quelado a nicotianamina ou acido desoximugineico no interior das plantas
(Koike et al. 2004)

O objetivo do presente trabalho foi analisar a expressdo de genes
relacionados com o processo de senescéncia na folha bandeira em dois
genotipos de arroz com presenca ou auséncia de panicula. Da mesma forma,
genes relacionados a homeostase de ferro foram analisados na folha bandeira
e em graos em desenvolvimento, além de caracterizar os principais elementos

cis presentes na regiao promotora de genes YS.

2 - Material e Métodos
2.1 - Material vegetal

Foram utilizadas as cultivares de arroz irrigado BR-IRGA 409 e IRGA
417 contrastantes quanto ao acumulo de ferro nos graos (Mendes, 2009). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, na Unidade de Crescimento
de Plantas da Universidade Federal de Vigcosa/MG. As plantas foram
germinadas em papel GERMITEST® e permaneceram em estufa incubadora
(BOD) a 26°C, fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 100% por 5 dias
(120 horas). Apds o periodo de germinacdo as plantulas foram transferidas
para vasos com capacidade de 5 Kg de terra onde permaneceram até
atingirem a idade reprodutiva (cerca de 120 dias). Tal como no cultivo em
campo, o solo permaneceu alagado durante todo o experimento (figura 1).
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Figura 1 — Plantas de arroz das cultivares BR-IRGA 409 e IRGA 417 em casa

de vegetacao no inicio do desenvolvimento reprodutivo.

O experimento foi conduzido com plantas em que a panicula
permaneceu intacta e com plantas em que houve a remocdo da mesma de
moda a analisar o efeito na expressao génica. Coletas foram feitas em quatro
diferentes estadios de maturacao do gréo: inicial, leitoso, pastoso e pré-maduro
ou, respectivamente, R2, R6, R7 e R8 (Counce et al., 2000). No primeiro
estadio (R2), ocorre o desenvolvimento inicial da panicula dentro da bainha da
folha bandeira. Neste estadio, ocorre expansao total e formacado do colar da
folna bandeira (figura 2). Os dois estadios seguintes, R6 e R7 estéo
relacionados a consisténcia do grao e o ultimo estadio (R8) esta relacionado a
maturagéo final do grédo e amarelecimento das folhas. Como o processo de
maturagdo nao ocorre de maneira simultanea, houve o monitoramento do
desenvolvimento das plantas de forma individualizada e sempre foram
amostradas a primeira folha bandeira e panicula a surgirem em cada planta. A
remocao da panicula foi feita no estagio R3 de desenvolvimento do grao em
que o apice da panicula esta logo acima do colar da folha bandeira. Em plantas
sem panicula, ndo é possivel monitorar o desenvolvimento do grdo, desta
forma, as coletas foram realizadas de acordo com o tempo médio necessario

para atingir cada estadio de desenvolvimento. O experimento foi montando em
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um delineamento totalmente ao acaso num esquema fatorial de 2 x 4 ( 2

cultivares x 4 estadios x 4 repeticoes).

Folha bandeira Desenvolvimento final dos
totalmente grdos e amarelecimento da
expandida folha banderia

Estidio Remogiio ou Estadio Estadio Estadio Pré-

Inicial (R2 ndo da - ~
nicial (R2) Panicula (R3) Leitoso (RS) Pastoso (R7) Maduro (RE)

Figura 2 — Estéadios de desenvolvimento do grdo e da folha bandeira de acordo
com a classificagdo de Counce et al. (2000).

2.2 - Analise de teor de clorofila e de nutrientes

O medidor portatili de clorofila SPAD-502 (Soil Plant Analysis
Development, Minolta) foi utilizado para as medidas indiretas de clorofila (indice
de clorofila) em valor SPAD, que avalia a intensidade da cor verde na folha
determinada por meio da medida de refletdncia e da absorgédo da luz pelas
folhas. Foram feitas medicdes em trés regides da folha bandeira (base, meio e
apice) para cada estadio de desenvolvimento do grao e também de trés em
trés dias nas folhas bandeira de plantas que chegaram ao ultimo estadio de
desenvolvimento (R8).
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Sementes de plantas (4 repeticdes) que atingiram o amadurecimento
completo dos grdos foram analisadas por espectrometria de massa com
plasma acoplado indutivo (ICP-MS) na Universidade de Purdue (Indiana ,
EUA).

2.3 - Expressao diferencial de genes relacionados ao processo de
senescéncia e homeostase de ferro.

Genes que codificam fatores de transcricdo WRKY e NAC relacionados
com o processo de senescéncia foliar ou genes relacionados com a
homeostase de ferro nas plantas foram escolhidos para a anéalise de expressao

na folha bandeira e no grao de arroz.

As seqléncias dos genes foram obtidas do banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Para os genes que nao sao
caracterizados em arroz, foi feita uma busca por homologias usando-se a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Os oligonucleotideos
especificos para cada gene foram desenhados usando o programa PRIMER-

Express (tabela 1).

Amostras de quatro repeticbes de folha bandeira e de gréao
correspondentes, respectivamente, a quatro e a trés estadios de
desenvolvimento do grao foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas
em ultrafreezer a -80°C para uso futuro. Nao houve a coleta de grao no estadio

inicial, pois a panicula ainda encontrava-se envolta pela bainha foliar.

As extracbes de RNA foram realizadas com o reagente TRIZOL®
(Invitrogen) seguindo as instrucdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado a
partir do RNA total utilizando-se oligonucleotideo poli-dT como iniciador e a
enzima transcriptase reversa (Superscript®, Invitrogen), segundo manual

técnico do fabricante.
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Tabela 1 — Genes analisados com os respectivos primers utilizados.

Identificacao do

Genes transcrito no Primers Fw/Rv 5'-3' Tm *C
Fw/Rv
NCBI
TCTGCTGGCTTCTTTGCATTT)
OsYSL2 AB126253 CGTGGCAAGAAGTCCCTCAT 59/59
CATTTTCAACTATAATCCACCAGAACTC
OsNAS1 AB021746 / TTGTTCCCAACCGCGACA 59/59
CGAGCCGCGTTCAACA)
OsNAAT1 AB182275 CCAGCCCTTCTCAGGAATAAGA 59/58
NP TGCCCCGTCTCCATCATC)
OsNAP  510403/Ac126222 GTCCCACGGATCGAACTTGT 59/58
OeNACS AK0B3355 GCTCTCCAAGTCCTCCCACAA / -

GATTCGGCACAACACCCAAT

AAAGAGACAAATCACAAGAGAACGAA/
OsNACt AK108080 TTCACTTGGGTTCAAGAATATTTTCA 59/%9

OsNAC like TGCCCCGTGCCAATCA /
GmNAC3 AK069257 AAGGTCCCATGGGTTGCA 60/58

CCAGGCATGGCGCAAGT /
OsWRKY45  AK066255 CCTTTGGGTGCTTGGAGTTTT 60/59

CGTCCATGGCACCGAATATT /
OsIDEF1 AK107456 TGGCAGATATGGGTCCTTCTATG 2709

AGGCTGAAGCTCATGCTTTIG /
OsIDEF2 AK099540 AGCCCTGCAATTTCATTGTACA 58/58

ACCACTTCGACCGCCACTACT /

0sUBQ5 AK061988 62/61
ACGCCTAAGCCTGCTGGTT
0s185 GGAATCGGAATAGTTGAG / 58/59
NC_007886 TCATTGGCTTGGTCAGCC
P K06 1464 TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT /.

GACTTCCTTCACGATTTCATTCGTAA

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Nas reagbes utilizou-se a enzima Platinum Taq (Invitrogen), SYBR® green
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(Applied Biosystems) e ROX (Invitrogen) para um volume final de reagéo de 20
uL . A concentracéo final de primers foi de 200 nM .

O método utilizado para o calculo da expresséao relativa foi o método
comparativo ACt considerando-se uma diferenga maxima de eficiéncia de
10% entre o gene de interesse e o controle endégeno. Para a validacao dos
primers, foi montada uma curva usando-se cinco diluigdes de cDNA . Calculou-
se a eficiéencia de amplificagdo segundo a férmula: E = (107" -1) x 100, no
qual, o slope é a inclinagdo da curva dos valores de CT em relacédo ao log da
quantidade de amostra. As curvas de desnaturacdo dos produtos de
amplificagdo do primer também foram analisadas em caso de amplificagdo de
produtos inespecificos. Foram testados trés primers para uso como controle
enddgeno: OsUBQS5, OsEF1 alfa e 18S. A escolha do mais estavel foi realizada
utilizando-se o programa geNorm v3.4 (Vandesompele et al. 2002). Devido a
variacdes decorrentes das repetigcdes bioldgicas, os dados de CT obtidos foram
normalizados de forma a diminuir os desvios (Willems et al., 2008). A obtencéo
da expresséo relativa (AACy) foi obtida mediante a comparagcao com o estadio
inicial de desenvolvimento do grdao, no qual a folha bandeira esta totalmente
expandida (n&o senescente).

2.4 - Analise in silico da expressao de genes YS, NAAT e NAS

As familias génicas Yellow Stripe, nicotianamina sintase e nicotianamina
aminotransferase (NAAT) foram analisadas em experimentos de microarranjos
atravées da ferramenta  “Genevestigator” (www.genevestigator.com).
Genevestigator € um banco de dados de expressao génica de alta qualidade,
curados manualmente e um sistema de meta-analise, ou seja, permite que o
resultado de varios experimentos de microarranjos sejam agrupados e

analisados como um unico experimento.

Para a andlise dos genes foi selecionado apenas um experimento
denominado de “Expression data for reproductive development in rice” (Jain et
al. 2007) dentre os varios disponiveis depositados no Genevestigator. Os

tecidos analisados neste experimento foram raizes de plantulas com sete dias
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apds germinacdao e o 6rgdo reprodutivo de arroz em trés estadios de
desenvolvimento (formagdo da panicula, grdo no estadio leitoso e grao no

estadio pastoso).

2.5 - Presenca de elementos cis na regiao promotora de genes YS

A regido promotora dos genes da familia YS foi analisada em busca de
elementos cis reconhecidos por fatores de transcricio que podem ser
expressos durante o processo de senescéncia foliar. Para estas analises, foi
usado o portal PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements)
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/).

A probabilidade de encontrar os cis elementos nos genes Yellow Stripe
foi calculada. Cada um dos elementos cis encontrados nos 18 genes putativos
da familia Yellow stripe foram analisados quanto a presenca na regiao
promotora de 26422 genes de arroz utilizando-se para isso o software “SSR
Locator” (Maia et al, 2008). Nas analises utilizou-se sequéncias de 1000pb do
promotor da mesma fita em que sdo encontrados os genes. O numero total de
elementos cis presentes em todos o0s genes foi utilizado para calcular a média
e 0 desvio padrao em que o elemento cis aparece no promotor dos genes. Com
estes dois valores mais o numero de presencas de determinado cis elemento
em um determinado gene da familia YS, por exemplo, € possivel obter um
“score” padronizado (score z) a partir da formula z= (X-m)/s, onde, neste caso,
X é o numero de presencas dos cis elemento no promotor, m é a média
amostral e s é o desvio padrao. O “score z” indica quanto acima ou abaixo da
média um “score” estd em termos de unidades padronizadas de desvio. Com o
auxilio de uma tabela z encontra-se a probabilidade deste elemento estar
presente na regido promotora do gene. Neste trabalho considerou-se que
probabilidades menores que 5% significa uma importancia da presenca do
elemento cis na regido promotora dos genes estudados.
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3 - Resultados e Discussao
3.1 - Analises de nutrientes em graos de arroz

A analise do teor de nutrientes por ICP-MS nos graos maduros permitiu
observar que ha diferencas significativas entre os dois gendétipos (tabela 2)
como havia sido constatado em experimentos anteriores. O teor de ferro nos
graos do gendtipo IRGA 417 mostrou-se significativamente maior em relagao
ao genotipo BR-IRGA 409. Diferencas também para outros nutrientes (Na, S,
K, As, Rb e Mo) foram obtidas. Estes resultados demonstram certa
variabilidade entre estes gendtipos quanto ao acumulo de nutrientes como foi

também demonstrado por Mendes, 2009.

Tabela 2 — Analise do teor de nutrientes (ppm) em grdos maduros das
cultivares IRGA-417 e BR-IRGA 409. Médias seguidas por letras diferentes
mostraram diferencgas significativas (teste t, 5%).

Na Mg P S K Ca Mn Fe Co

BRIRGA409 9.90a 1314.63a 3296.14a 1076.80b 2589.84b 7242a 3425a 9.10b 0.0266a

IRGA 417 8.22b 141852a 3613.20a 1226.43a 3034.97a 71.02a 44.69a 10.02a 0.0290a

Ni Cu Zn As Rb Sr Mo Cd

BRIRGA409 1.29a 3.29a 20.46a  0.0068 b 12.24b 0.2723a 0.076b 0.0116a

IRGA 417 1.09a 344a 21.37a 0.0095 a 18.13a 0.2925a 0.0854a 0.0148a

3.2 - Teor de Clorofila

O teor de clorofila (indice SPAD) na folha bandeira aumenta nos
primeiros dias em relacdo ao estadio inicial e tende a diminuir 20 dias apos
expansao da folha bandeira (figura 3). Correlacionando o teor de clorofila da
folha bandeira com o desenvolvimento dos gréos, verifica-se que do estadio
inicial (R2), folha ndo senescente, no qual ha expanséao foliar completa, até o
estadio leitoso (R6) estd havendo aumento dos niveis de clorofila e que, a partir
dai, inicia-se a queda. Desta forma, devido ao fato de os cloroplastos e,
portanto, as clorofilas serem os primeiros a degradarem no processo de
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catabolismo numa folha senescente (Lim et al., 2007) , pode-se considerar que
nos genotipos estudados, o estadio leitoso de desenvolvimento dos graos

marca o inicio do processo de senescéncia da folha bandeira.

Quando se analisa as plantas que tiveram a panicula removida,
observa-se que ocorre um decréscimo no teor de clorofila, mas de forma
menos acentuada em relagcdo as plantas com panicula intacta. Isso foi
evidenciado principalmente no gendtipo IRGA-417. No entanto, nas analises
realizadas exatamente nos quatro estadios de desenvolvimento do grao, esta
diferenca no teor de clorofila da folha bandeira entre plantas com panicula
intacta e removida é evidente em ambos os gendtipos quando se analisa o
ultimo estadio de desenvolvimento (Figura 4).

Tem sido observado que a folha bandeira, apesar de ser a ultima folha a
se desenvolver, durante a formagdo do grdo, sua senescéncia ocorre
anteriormente em relacao a outras folhas situadas abaixo do eixo da panicula e
a remocao deste 6rgao reprodutivo atrasa a senescéncia da folha bandeira
(Ray et al., 1981; Biswas et al, 1980). Desta forma, o desenvolvimento do
orgao reprodutivo estaria funcionando como um sinal inicial para desencadear
0 processo e que a remocao do mesmo causaria um retardo da senescéncia da
folha bandeira. Além disso, durante o enchimento do grdao de arroz, a folha
bandeira é responsavel pelo fornecimento de grande parte dos nutrientes para
a panicula mais proxima (Grusak e DellaPenna, 1999 apud Narayanan et al,
2007).
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Figura 3 - Analise do teor médio de clorofila da folha bandeira dos genétipos
IRGA 417 e BR-IRGA 409, ambos com panicula intacta e removida, medidos com
SPAD a cada trés dias apdés expansao da folha bandeira. Foram utilizadas 4
repeticobes para obtencdo da média. A escala (abaixo) mostra a faixa de tempo
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necessaria para atingir cada estadio (R2-Inicial, R3, R6-Leitoso, R7-Pastoso e R8-Pré-
Maduro).
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Figura 4 - Analise do teor médio de clorofila da folha bandeira dos genétipos
BR-IRGA 409 e IRGA 417, ambos com panicula intacta e removida, medidos com
SPAD nos quatro estadios de desenvolvimento. Foram utilizadas 4 repeticdes para
obtencdo da média. As barras nos gréficos indicam o desvio padrao.
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3.3 — Expressao diferencial de genes relacionados ao processo de

senescéncia e homeostase de ferro.

Genes caracterizados em relagdo ao processo de senescéncia foliar ou
com a homeostase de ferro em plantas tiveram sua expressdo analisada em
folha bandeira de arroz em quatro estadios de desenvolvimento do érgao
reprodutivo (inicial, leitoso, pastoso e pré-maduro). Os resultados de expressao
séo relativos ao estadio inicial de desenvolvimento. O controle enddgeno
utilizado para folhas foi OsUBQ5 ja que foi o mais estavel (anexo 1). Ja em
graos utilizou-se o gene OsEF-1a como controle endégeno. A eficiéncia de

cada gene encontra-se no anexo 2.

O gene OsNAP pertence a uma das maiores familias de fatores de
transcricdo relacionadas com a senescéncia foliar denominada de NAC. A
expressao deste gene foi induzida em ambos o0s gendétipos quando comparado
com o estadio inicial (estadio R2) de desenvolvimento, folha ndo senescente,
principalmente no ultimo estadio em que a expressao aumentou em média 17
vezes no gendtipo IRGA 417 e mais de 150 vezes no gendtipo BR- IRGA 409
(figura 5). Diferengas entre plantas com remogdo ou ndo da panicula foi
detectada em ambos o0s gendtipos. Constatou-se que, o retardo da
senescéncia da folha bandeira devido a remogao da panicula provoca uma
menor expressdao de OsNAP. Diferengas entre gendtipos também foram
constatadas embora o padrdo de senescéncia foliar tenha sido similar (figura 3
e 4). Estudos com o ortélogo deste gene em Arabidopsis usando mutantes por
insercdo T-DNA resultou em atraso da senescéncia foliar e a reintrodugao do
gene no gendtipo mutante restabeleceu o fendtipo selvagem. A super-
expressao deste gene levou a senescéncia precoce das plantas. Além disso, o
ortélogo deste gene em arroz (OsNAP) e em feijao (PvNAP), além de ser
expresso nestas plantas durante a senescéncia foliar, quando introduzidos no
mutante de Arabidopsis também restabelecem o fenétipo normal (Guo e Gan
,2006 ). Isto indica que o gene OsNAP tem um papel importante no processo
de senescéncia foliar e que sua expressao, além de ser diminuida com a
remocao da panicula, é grandemente induzida na folha bandeira principalmente
no estadio final de desenvolvimento do grao.
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Figura 5 — Analise da expressdao do gene OsNAP em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A AC;” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos gréficos indicam o desvio padrao.

A expressao do gene OsYSL2 no estadio leitoso do gendtipo IRGA 417
mostrou-se similar em relacdo ao estadio inicial (figura 6) e a remocéao da
panicula provocou a diminuigdo dos niveis de OsYSL2. Devido ao fato de ser
um importante transportador de ferro no floema, este gene pode estar
envolvido no maior teor de ferro encontrado nos graos de arroz do genétipo
IRGA 417. No entanto, no gendtipo BR-IRGA 409 observa-se que houve a
diminuicdo da expressdo de OsYSL2 nos estadios leitoso e pastoso e, no
estadio pré-maduro, a expressao tendeu a aumentar havendo diferencas entre
plantas com ou sem panicula somente neste estadio. A expressao deste gene
no estadio inicial em ambos os gendtipos indica sua importancia na
translocacao de nutrientes para a folha bandeira em desenvolvimento, ou seja,
antes de alcangar o maximo de clorofila e inicio da senescéncia (figura 3).
OsYSL2 é um dos principais genes ja caracterizados relacionados com o
transporte de ferro a longas distancias e foi mostrado expressar em células do
floema e em sementes em desenvolvimento de arroz (Koike et al.,, 2004).
Experimento com RNAi de OsYSL2 mostrou diminui¢cdo da concentracao de Fe
e Mn na parte aérea de plantas no estadio vegetativo e nas sementes,
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especialmente no endosperma. No entanto, o teor de ferro nas raizes
aumentou. Isto indica que a expressao alterada de OsYSL2 muda a localizagcéao
de Fe e que OsYSL2 é um critico transportador Fe-nicotianamina importante
para a translocacao deste nutriente especialmente para a parte aérea e para o
endosperma (Ishimaru et al.; 2010). Estes resultados indicam que a
expressao de OsYSL2 pode ter importancia tanto no transporte de ferro para a
folha bandeira no estadio inicial de desenvolvimento do grdao quanto para a
remobilizacao deste nutriente para o grao, principalmente no estadio leitoso.

Figura 6 — Analise da expressao do gene OsYSL2 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
genotipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A ACt” e usou-se OsUBQ5 como controle enddgeno. As barras
nos graficos indicam o desvio padrao.

Houve um aumento da expressdo de OsNAC like GmNAC3 na folha
bandeira em ambos os genoétipos no estadio pré-maduro em relacao ao
estadio inicial de desenvolvimento grao (figura 7). Observou-se, no entanto,
que a remocao da panicula nos estadios leitoso e pastoso provocou certo
aumento dos niveis de OsNAC like GmNACS. Diferencas de expressao entre
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gendtipos também foram constatadas embora o padrdo de senescéncia foliar

tenha sido similar.

O gene ortélogo em soja (GMNAC3) mostrou aumento da expressdo em
folhas e também tem expressado induzida 25-35 dias apo6s o florescimento
durante o desenvolvimento das sementes (Meng et al, 2007). Além disso,
culturas de células de soja tratadas com &cido jasmonico ou acido abscisico,
induziu a expressdo de GmNAC3 quando comparados ao controle (Pinheiro et
al. 2009). Como relatado anteriormente, o papel destes hormoénios no processo
de senescéncia foliar vem sendo demonstrado. Diante do exposto, o alto nivel
de expressao relativa de OsNAC like GmNAC3 pode estar relacionado ao
importante papel deste gene nos processos de senescéncia foliar mais tardia.

Figura 7 — Andlise da expressdo do gene OsNAC like GmNAC3 em folhas em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A ACy” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos gréficos indicam o desvio padrao.

A analise da expressao de OsIDEF1 mostrou um pequeno aumento
principalmente no estadio pré-maduro em relagdo ao inicial. De modo geral, a
remocao da panicula causou uma menor expressao deste gene (figura 8). De

forma nao explicada, ha uma queda na expressao no estadio pastoso do
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gendtipo 417. OsIDEF1 é um fator de transcricdo que se liga ao elemento Cis
denominado de IDE1 que esta diretamente relacionado a resposta a deficiéncia
de ferro. OsIDEF1 é constitutivamente expresso em raizes e folhas de arroz.
Plantas transgénicas com este mesmo gene sobre o controle do promotor IDS2
(induzivel sob deficiéncia de ferro) ou sua super-expressdo através do
promoter 35S, exibiram tolerancia a deficiéncia por ferro. Além disso, levou a
um aumento da expressao de OsIRO2, um outro fator de transcricio em que
sua super-expressao também esta relacionada com a tolerancia a deficiéncia
de ferro. Isto sugere que a interacdo elemento cis/fator de transcricdo esta
relacionado a tolerdncia a deficiéncia por ferro e que o aumento de IRO2
sugere uma rede regulatéria de forma sequencial (Kobayashi et al., 2007).
Desta forma, conclui-se que OsIDEF1 é induzido durante a senescéncia e,
como um fator de transcricdo, também pode desempenhar importante papel na
sinalizacao para o transporte de ferro da folha bandeira para o grao.

Figura 8 — Analise da expressdo do gene OsIDEF1 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A ACt” e usou-se OsUBQ5 como controle enddgeno. As barras
nos graficos indicam o desvio padréao.
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O gene OsIDEF2 mostrou aumento da expressao principalmente nos
estadios leitoso e pastoso em ambos genoétipos. A remocdo da panicula
também provocou menor expressao deste gene (figura 9). O gene OsIDEF2 é
um fator de transcricdo da familia NAC e se liga ao elemento cis IDE2
relacionado com respostas a deficiéncia de ferro. O silenciamento por RNAIi de
OsIDEF2 leva a alteracbes na expressdo de genes relacionados com a
homeostase do ferro. Varios genes tem sua expressao aumentada durante a
deficiéncia de ferro, incluindo o gene OsYSL2, o transportador de Fe(ll)-NA, foi
menos induzido pela deficiéncia de ferro no arroz RNAi de IDEF2 sugerindo
este fator de transcricdo estaria envolvido na regulacdo destes gene. Muitos
dos genes que foram regulados possuem a sequiéncia reconhecida por este
fator de transcricdo na regido promotora. Experimentos de “one-hybrid”
revelaram que IDEF2 se liga na regido promotora do gene OsYSL2 sugerindo
regulacao direta deste gene (Ogo et al, 2008). Desta forma, o aumento da
expressao de OsIDEF2 poderia explicar, no presente trabalho, o aumento da
expressdao de OsYSL2. No entanto, este resultado ndo corrobora com os
resultados obtidos para o gene OsYSL2 em ambos os gendtipos (figura 6)
sugerindo um modo alternativo de regulacao deste gene.

Figura 9 — Andlise da expressédo do gene OsIDEF2 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
genotipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
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método comparativo “A ACt” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos gréficos indicam o desvio padrao.

O gene OsWRKY45 mostrou aumento de expressao durante o
enchimento do grdo em ambos 0s genétipos em relacdo ao estadio inicial
(figura 10) com posterior que no estadio pré-maduro. Diferengas entre panicula
removida e ndo removida foram detectadas. OsWRKY45 pertence a familia de
fatores de transcricao relacionados com senescéncia foliar. No entanto, este
mesmo gene teve expressdo aumentada na parte aérea de plantas de arroz
quando sujeitos ao estresse por deficiéncia de ferro (Ogo et al, 2006). Desta
forma, pode-se concluir, a partir dos resultados, que OsWRKY45 é induzido
pela senescéncia foliar da folha bandeira e pode estar envolvido na
remobilizacédo de ferro.

Figura 10 — Andlise da expressdo do gene OsWRKY45 em folhas bandeiras
em diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada
em relagdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula
dos gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi
utilizado o método comparativo “A ACt” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno.
As barras nos graficos indicam o desvio padrao.

Os genes OsNAC5 e OsNAC1, pertencentes a familia de fatores de
transcricdo NAC, também tém aumento de expressdo durante deficiéncia por
ferro sendo que o primeiro tem resposta no inicio do estresse e o segundo
apds um periodo de 5 dias (Ogo et al, 2006). Desta forma, durante o processo
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de enchimento do grdo, ha uma diferenca de 6 a 7 dias (figura 3), o0 que pode
explicar os resultados de aumento da expressao na folha bandeira do genétipo
BR-IRGA 409 para o gene OsNAC1 (figura 11) no inicio do processo. Foram
constatadas diferencas na expressdao deste gene a partir da remocao da
panicula em ambos os genoétipos. No entanto, ao se analisar o gene OsNACS5,
sua expressado na folha bandeira é mais tardia em ambos gendtipos (figura
12). Além do mais, constatou-se indugcédo da expressao a partir da remocéao da
panicula nos estadios leitoso e pastoso e diminuicAo somente no estadio pré-
maduro no genoétipo BR-IRGA 409. Este mesmo padréo foi encontrado no
gendtipo IRGA 417 com excegdo que ocorreu drastica diminuigcdo da expressao

de OsNACS5 tanto em plantas com panicula intacta quanto naquelas removidas.

O gene OsNAC5 ¢é induzido por processos relacionados com
senescéncia como escuro, ABA, alta salinidade, frio, deficiéncia de ferro. A
presenca de elementos cis relacionados com resposta a ABA na regiao
promotora deste gene e a maior expressdo em folha bandeira e panicula de
gendtipos com maior concentracdo de ferro, zinco e proteinas nas sementes
tem levado a sugerir OsNAC5 como um novo fator de transcricao relacionado
com resposta a ABA e que pode estar ligado com a remobilizacdo de nutrientes
de folhas para os graos (Sperotto et al. 2009). No entanto, apenas no estadio
pré-maduro do gendtipo BR-IRGA 409 ocorreu resposta a ligada diretamente a
senescéncia da folha bandeira.
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Figura 11 — Analise da expressao do gene OsNAC1 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A ACy” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos gréficos indicam o desvio padrao.

Figura 12 — Analise da expressao do gene OsNAC5 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
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método comparativo “A ACt” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos gréficos indicam o desvio padrao.

O gene OsNAAT1 apresentou diminuicdo na expressdo na folha
bandeira no desenvolvimento dos grédos em relagdo ao estadio inicial (figura
13). Para o gendtipo BR-IRGA 409 ocorreu maiores niveis de OsNAAT1 nos
estadios leitoso e pastoso em relagdo ao estadio maduro e nao houve
diferengas a partir da remocao da panicula. No genétipo IRGA 417 observou-se
aumento da expressdo de OsNAAT1 no estadio pastoso havendo diferencas

com a remoc¢ao da panicula.

Figura 13 — Analise da expressao do gene OsNAAT1 em folhas bandeiras em
diferentes periodos reprodutivos. A expressao relativa média do gene foi analisada em
relacdo ao estadio inicial (folha ndo senescente) de desenvolvimento da panicula dos
gendtipos IRGA 417 e BR- IRGA 409 com panicula intacta ou removida. Foi utilizado o
método comparativo “A ACy” e usou-se OsUBQ5 como controle endégeno. As barras
nos graficos indicam o desvio padrao.

A analise da expressao dos genes OsNAS3 e OsYSL2 em grdaos nos
diferentes estadios de desenvolvimento também foi realizada. Os resultados
mostram uma maior expressao destes genes no estadio leitoso e tendéncia de
diminuicao nos estadios posteriores (figura 14). No estadio pré-maduro, nao foi
possivel detectar niveis de expressao destes genes.
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Figura 14 — Analise da expressao dos genes OsYSL2 e OsNAS3 em graos de
arroz em desenvolvimento. A expressao relativa média dos genes OsYSL2 e OsNAS3
foi analisada em relagédo ao estadio leitoso de desenvolvimento do grao dos genotipos
IRGA 417 e BR- IRGA 409. Foi utilizado o método comparativo “A ACT” e usou-se
OsEF-1a como controle endégeno. As barras nos graficos indicam o desvio padrao.

Além dos transportadores YS que sao esséncias para remobilizacao de
ferro, outras proteinas também sao indispensaveis. Proteinas codificadas pelos
genes OsNAS e OsNAAT sao importantes para a sintese de, respectivamente,
nicotianamina e de fitossideréforos que quelam ferro e estdo envolvidas no seu
transporte (von Wiren et al., 1999, Aoyama et al., 2009). A partir da analise da
expressdo de OsYSL2 em folha bandeira que ocorreu de forma acentuada no
estadio leitoso para o genoétipo IRGA 417 (figura 6), aliada também a uma
maior expressao neste mesmo estadio nos graos, pode-se inferir a respeito dos
maiores niveis de ferro nos grdaos deste gendtipo. Também destaca-se a
importadncia dos queladores, representados por OsNAAT1, com maior
expressao na folha bandeira no estadio pastoso , e por OsNASS3, que teve
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maior expressdao no estadio leitoso nos grdaos. Desta forma, embora tenha
ocorrido maior expressdao de certos genes (OsNAP, OsNAC like Gm3)
relacionados com o processo de senescéncia da folha bandeira no gendtipo
BR-IRGA 409, observa-se a importancia da expressao coordenada de genes
transportadores e queladores entre folha e grdo de modo a determinar a
quantidade final de ferro nos gréos.

3.4 - Analise in silico da expressao de genes relacionados a
homeostase de ferro.

Dos 18 possiveis genes “Yellow stripe”, OsYSL2, OsYSL3 e OsYSL17
ndao foram analisados pois a ferramenta Genevestigator ndo identificou
nenhuma das possiveis identidades do transcrito (MRNA) destes genes obtidas

no NCBI e usadas como entrada para as analises.

O gene OSYSL2, embora ndo presente nesta andlise, tem sido
confirmado como de grande importancia no transporte metal-nicotianamina nas
plantas como discutido anteriormente. Os genes OsYSL3 e OsYSL17 ainda
carecem de estudos, embora o ultimo tenha sua expressao detectada em
raizes de plantulas com deficiéncia ou nao de ferro (Inoue et al., 2009)

Os outros genes YS mostraram variados padrées de expressao quando
se analisa raizes, paniculas e graos. O gene OsYSL15 tem maior expressao
em raizes em relacdo aos outros tecidos (figura 14). Experimentos
demonstraram que OsYSL15 é um dos principais genes relacionados com a
absorcao e transporte de ferro nas raizes tendo a expressdo aumentada sob
condigdes de deficiéncia de ferro. Plantulas RNAi no gene OsYSL15 mostraram
impedimento na germinacdo e crescimento. Isto mostra a importancia deste
gene na homeostase nos estadios iniciais de crescimento. Além do mais,
OsYSL15 tem expressdo em flores e sementes em desenvolvimento (Inoue et
al., 2009). Também tiveram expressao elevada em raizes os genes OsYSL14,
OsYSL6, OsYSL4, OsYSLS5 sugerindo um possivel papel na absorcdo ou
transporte de nutrientes neste 6rgao.

Comparando-se 0s genes no grao em desenvolvimento, verificou-se que
alguns, OsYSL6, OsYSL13 e OsYSL5 tiveram expressao alta nestes estadios
assim como em raizes e 0s genes OsYSL18, OsYSL1, OsYSL15, OsYSL4 e
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OsYSL12 tiveram aumento da expressdo no estadio pastoso em relacdo ao
estadio leitoso. Analises de RT-PCR revelaram mais transcritos de OsYSL18
em flores do que em raizes ou parte aérea de plantulas e analises com o
promotor deste gene e GUS (B-glucuronidase) revelaram também expressao
em graos em desenvolvimento. . Constaram ainda que o transporte de ferro
mediado por este gene seria de ferro-acido deoximuginéico e nao ferro-
nicotianamina, ao contrario do gene OsYSL2 (Aoyama et al., 2009). Isto mostra
a complexidade do transporte de ferro em graos, na qual varios genes da
familia YS poderiam estar envolvidos e o transporte deste nutriente poderia

ocorrer quelado a mais de um composto.

Os genes OsNAS1, OsNAS2, OsNAS3 estao envolvidos na sintese de
nicotianamina, que ndo € somente uma intermediaria chave para a biossintese
de fitossideroforos para a estratégia || de absorgcdo, mas também um
importante quelador de ions que pode facilitar o transporte de ferro e outros
metais dentro das plantas. OsNAAT1 pertence a familia nicotianamina
aminotransferase e esta presente na mesma via dos genes NAS relacionando-
se com a producdo de &acidos mugineicos (fitossideréforos) a partir de
nicotianamina (von Wiren et al,, 1999). Os resultados mostraram expressao
elevada de OsNAS1, OsNAS2, OsNAS3 e OsNAAT1 em raizes de plantulas de
arroz (figura 15). Experimentos anteriores encontraram expressdao destes
mesmos genes em embrides de sementes em germinagdo, onde estariam
contribuindo para a sintese e secre¢do de acido mugineico para a absorcéao de
ferro do solo (Nozoye et al. 2007). Desta forma, pode-se sugerir a acao destes
genes atuando também nas raizes de plantulas com 7 dias ap6s a germinagao.
Da mesma forma, podemos observar no &érgdo reprodutivo em
desenvolvimento, com excecdo de OsNAS1, uma maior expressao destes
genes no estadio leitoso. Este resultado corrobora com a expressdo de
OsNAS3 em graos encontrados nas analises de “Real Time”. Assim, pode-se
sugerir que este aumento coordenado de genes NAS e NAAT induz a formagéo
do produto final da via, os fitossideréforos, podendo assim ser a forma de Fe**-
acido deoximugineico como preferencial no transporte deste nutriente no grao.

A analise da expressao génica por “Macroarray” em folha bandeira e nao
bandeira durante o periodo de enchimento do grdo revelou a expressdao de
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varios genes relacionados com o transporte de metais, incluindo genes da
familia “Yellow stripe” como OsYSL5, OsYSL6, OsYSL7, OsYSL8 e OsYSL18.
Além disso, RT- PCR confirmou que OsNAAT, OsNAS1, OsYSL12, OsYSL13
também séo expressos em folhas (Narayanan et al. 2007). Estes resultados

dao suporte a participacdo destes genes no processo de remobilizacao de
nutrientes das folhas para o gréo durante a senescéncia.
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Figura 15 - Resultados das analises obtidas no Genevestigator para genes da
familia “Yellow Stripe”. Os resultados mostrados sao referentes a dados de
microarranjos (log, da intensidade do sinal) versus o tecido (raizes de plantulas,

panicula em formacao, e graos em desenvolvimento no estadio leitoso e pastoso).

42



@ C-NAST 1575 @ O-NAATZ 1451 .I

@CENASE s ’ 1373
CshAST “
1364 1ze5] ||
‘ |
12501 || 12.18 ‘
‘|
1154 1138 |

|
10.99 T 10.6 |
AN l
\ | \[ \
\ 981 | f

| | J

|

|

203 | !

9.493

838

6.27 7.48 J

—_—

522 668

EIriue|d

0507127 ¢ 1pP3]
0531504 01prYs]
0507127 01pI5]
0531584 OIPrIS]

£|no Ueg ORYEUWIOL | e
crupd
N3 Ued CEYEUIG | s

Figura 16 - Resultados das analises obtidas no Genevestigator para genes da
familia “Yellow Stripe” (YS), Nicotianamina sintase (NAS) e Nicotianamina
aminotransferase (NAAT). Os resultados mostrados sao referentes a dados de
microarranjos (log. da intensidade do sinal) versus o tecido (raizes de plantulas,

panicula em formacao, e graos em desenvolvimento no estadio leitoso e pastoso).

3.5 - Analises dos elementos cis na regiao promotora de genes
“Yellow Stripe”

Os resultados mostraram uma variedade de elementos cis presentes na
regiao promotora de genes da familia “Yellow Stripe”. Destes, sdo mostrados
na tabela 3, apenas aqueles considerados relacionados com o processo de
senescéncia foliar.

Na regido promotora dos genes estudados foram encontrados varios
elementos cis relacionados com respostas a horménios vegetais ou a estresses
bidticos e abidticos. Neste caso, ou o fator de transcricdo ligante ou o préprio
gene que possui o elemento cis, tem expressao alterada em resposta a estes

estimulos, relatados nos experimentos citados no portal PLACE.

As vias de sinalizagdo hormonais, frequentemente medeiam ou
influenciam respostas ambientais ou no desenvolvimento das plantas. Na
senescéncia foliar, uma interacao intima especialmente de muitas destas vias
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hormonais parece esta envolvido, juntamente com a senescéncia controlada
pela idade foliar. Isto pode ser uma forma das plantas garantirem o controle
adequado da senescéncia das folhas em resposta a sinais endégenos e/ou
ambientais (Lim et al., 2007).

Trés genes YS (OsYSL3, OsYSL4, OsYSL11) apresentaram na regiao
promotora o elementos cis ERELEE4 relacionado com respostas ao etileno. O
horménio etileno é conhecido como um dos principais horménios que age
acelerando a senescéncia de folhas e flores, como também o amadurecimento
de frutos. Embora seja evidente que o etileno é um importante regulador
positivo da senescéncia das folhas, o0 mecanismo molecular da agédo do etileno
s6 agora vem sendo revelado. Em muitas espécies de plantas, incluindo
Arabidopsis, ocorre o aumento no nivel de etileno durante a senescéncia das
folhas e 0s genes envolvidos na via de biossintese do etileno codificando para
ACC sintase e ACC oxidase tem expressao aumentada na senescéncia foliar.
Dois dos mutantes de Arabidopsis, etileno-resistente 1 (etr1) e etileno-
insensitive 2 (ein2), que séo insuficientes na percepcao de etileno e transducéo
de sinal, respectivamente, apresentaram significativo atrasos na senescéncia
foliar, revelando a importancia do etileno endégeno na via de sinalizacdo como

um regulador positivo na senescéncia das folhas(van der Graaff et al.,2006).

Varios genes YS apresentaram diferentes tipos de elementos cis
relacionados com acido abscisico (ABA) como ACGTABREMOTIFA20SEM e
DRE2COREZMRAB17. Outros apresentaram cis elementos relacionados com
estresses ambientais como estresse hidrico (MYB2AT, MYB2CONSENSUSAT
e MYCCONSENSUSAT) e estresse por temperatura (CRTDREHVCBF2 e
LTRE1HVBLT49). O horménio ABA é conhecido como chave nas respostas
das plantas a estresses ambientais. Os niveis de ABA aumentam em folhas
senescentes e sua aplicacdo exdgena induz a expressdo de varios genes
associados a senescéncia (SAGs), que é consistente com o efeito sobre a
senescéncia foliar (Weaver et al., 1998). Estresses ambientais como seca,
concentracdes elevadas de sal e baixas temperaturas positivamente afetam a
senescéncia e, sob estas condicdes de estresse, o conteldo de ABA aumenta
nas folhas. (Gepstein et al., 1980). Além do mais, genes que codificam enzima

chaves para a biossintese de ABA, 9-cisepoxycarotenoide dioxigenase (NECD)
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e dois genes aldeido oxidase, AAO1 e AAQO3, tém aumento de expressao
concomitante com o aumento de ABA (van der Graaff et al.,2006).

Trés genes YS (OsYSL1, OsYSL7 e OsYSL8) apresentaram o elemento
cis relacionado com respostas a jasmonato (JA). Tanto metil-jasmonato
(MeJA), quanto seu precursor JA promovem a senescéncia em folhas
destacadas de aveia (Avena sativa) (Ueda et al., 1980). A aplicacdo exdgena
de MeJA em folhas destacadas de Arabidopsis levou a rapida perda do
conteudo de clorofila e eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSIl) e

aumentou a expressao de genes associados a senescéncia (He et al., 2002).

Acido salicilico (SA) é o horménio envolvido nas respostas a patdgenos
e morte celular. Quatro grupos de elementos cis, ASF1IMOTIFCAMV,
BIHD10S, WBOXATNPR1 e WBOXNTERF3 foram encontrados nos genes YS
e sao caracterizados ter resposta a SA, resisténcias a doencas ou ferimentos.
Experimentos mostraram envolvimento de SA na senescéncia dependente da
idade foliar. A concentracdo de SA enddgeno é quatro vezes maior em folhas
senescentes de Arabidopsis. O alto nivel deste horménio em folhas
senescentes parece estar envolvido na regulagdo de varios genes associados
a senescéncia (SAGs) (Morris et al., 2000). Os elementos cis encontrados da
familia W-box, caracterizam pela ligacdo de fatores de transcricdo do tipo
WRKY que tém mostrado importancia no processo de senescéncia foliar
(Hinderhofer et al., 2001).

Vem sendo demonstrado também o papel das auxinas (IAA) no
processo de senescéncia foliar. Os niveis de auxina e, consequentemente, 0s
genes relacionados com sua sintese, sintase do triptofano (TSA1), IAAld
oxidase (AO1) e nitrilases (NIT1-3) tem niveis aumentados durante a
senescéncia foliar (van der Graaff et al., 2006). A aplicagao exégena de auxina
reprime a transcricdo de SAGs (Noh et al. 1999). Isto implica que o aumento
dos niveis de auxina leva a um atraso da senescéncia foliar caracterizando
este hormdnio como um controlador negativo do mecanismo. Apenas 0s genes
OsYSL1, OsYSL18 e OsYSL7 apresentaram elementos cis relacionadas com
respostas a auxina (ARFAT e NODCON2GM).
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Diante destes resultados, observa-se a complexidade do controle dos
genes da familia YS no transporte de nutrientes ja que ha uma variedade de
elementos cis na regido promotora destes genes podendo ser responsivos a
diferentes horménios. Além dos resultados encontrados, outros elementos cis
e/ou fatores de transcricdo, como os da familia NAC e fatores relacionados
com respostas a deficiéncia de ferro, em que o elemento cis ao qual se ligam
nao foi estudado, merecem atencao. Estes também podem estar envolvidos no
processo de senescéncia e remobilizacao de nutrientes da folha bandeira para
0 grao.
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Tabela 3 — Elementos Cis enriquecidos na regiao promotora dos genes da familia “Yellow Stripe”.

Nome (PLACEl) Sequéncia2 Média® | Desvio® Presenga nos genes Ys® Tecido / estimulo® Fator transcri(;ﬁo7
ACGTABREMOTIFA20SEM ACGTGKC 0.14 0.43 6(1); 15(1) Acido Abscisico

ARFAT TGTCTC 0.19 0.45 1(1); 18(1) Auxina ARF
ASF1MOTIFCAMV TGACG 0.57 0.84 9(2); 10(2) Raiz,folha/ auxina e Acido Salicilico ASF-1

BIHD10S TGTCA 1.04 1.09 1(3);10(3) Resitencia a doengas OsBIHD1
CRTDREHVCBF2 GTCGAC 0.14 0.41 11(1) Temperatura (frio) HvCBF2
DRE2COREZMRAB17 ACCGAC 0.15 0.41 6(1); 16(1) Embrido /Acido Abscisico DBF1 e DBF2
ERELEE4 AWTTCAAA | 0.15 0.45 3(1);4(1);11(1) Fruto/etileno

ELRECOREPCRP1 TTGACC 0.22 0.48 5(1); 13(1); 14(1); 16(1) WRKY1 e WRKY2
LTRE1IHVBLT49 CCGAAA 0.18 0.46 4(1) Temperatura

MYB2AT TAACTG 0.16 0.42 7(1); 14(1); 17(1) Folha/ estresse hidrico ATMYB2
MYB2CONSENSUSAT YAACKG 0.65 0.83 7(2) Folha, semente/ estresse hidrico

MYCCONSENSUSAT CANNTG 4.24 2.35 6(9); 7(8); 10(9) Folha; semente/ estresse hidrico MYC
NODCON2GM CTCTT 1.20 1.24 7(4) Auxina

T/GBOXATPIN2 AACGTG 0.15 0.41 1(1); 7(1); 8(1) Jasmonato JAMYC2 e JAMYC10
WBOXATNPR1 TTGAC 0.93 1.05 3(3);14(3) Resisténcia a doengas/Acido Salicilico WRKY
WBOXNTERF3 TGACY 1.37 1.28 7(4) Ferimento

'PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements);

2Sequéncia do elemento cis. K=G ouT; W=AouT;Y=CouT;N=A,C,GouT;

®Média de presencas obtidas na andlise da regido promotora de 26522 genes de arroz;

*Desvio padrio;

®Gene YS onde foi verificado e o nlimero de vezes da presenca do elemento cis (paréntesis) tendo todos probabilidades menores que 5% de
estarem nestes genes;

®Tecido onde foi relatado o elemento cis ou estimulo relacionado com a expressao do fator de transcricéo ligante ou do préprio gene portador da
seqliéncia cis;

"Fator de transcrigéo ligante ao elemento cis.



4 - Conclusoes

A remocado da panicula retardou a senescéncia da folha bandeira
sugerindo um controle sobre 0 mecanismo de senescéncia normal. Na maioria
dos casos foi possivel detectar diferencas da expressao génica dos genes
analisados entre folha bandeira com e sem panicula.

Genes relacionados com senescéncia foliar tiveram expressao
diferenciada na folha bandeira. Alguns dos genes (OsNAP e OsNAC like
GmNACS3) tiveram expressao acentuada durante todo o processo com
destaque no estadio pré-maduro. Outros genes (OsIDEF1, OsIDEF2,
OsWRKY45, OsNA1 e OsNAC5) aumentaram discretamente com a progressao
da senescencia foliar. Em relacdo aos genes ligados ao transporte de ferro,
gene OsYSL2 teve expressao maior no estadio leitoso no gendtipo IRGA 417 e
aliados a maior expressdo de OsNAAT1 na folha bandeira e a maior expressao
de OsYSL2 e OsNAS3 no grao também no estadio leitoso, podem explicar o
maior teor de ferro neste genotipo.

A expressao da grande maioria de genes da familia “Yellow Stripe” em
grao e raiz de arroz a niveis diferentes indica a acao tecido-especifica destes
genes. A maior expressdo dos genes OsYSL6, OsYSL13 e OsYSL5 durante
todo o processo de enchimento do grao e o aumento da expressao dos genes
OsYSL18, OsYSL1, OsYSL15, OsYSL4 e OsYSL12 no estadio pastoso indica
um possivel envolvimento destes genes no processo de translocacado de
nutrientes para este 6rgao. Além do mais, a expressdao de OsNAS3 in silico
corrobora com os dados encontrados nas analises de PCR em tempo real.

A presenca de variados elementos cis na regidao promotora dos genes
da familia “Yellow Stripe” relacionados a repostas a diferentes estimulos
evidencia a possibilidade da presenca de diferentes mecanismos de regulacéo
na remobilizacdo de nutrientes da folha bandeira senescente para o grao.

Estes resultados mostraram que fatores de transcricao relacionados com
senescéncia, ou respostas a deficiéncia de ferro tem expressao alterada em
folha bandeira durante o desenvolvimento do grdo de arroz. O melhor

esclarecimento da via de regulacdo dos fatores de transcricdo ligados a
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senescéncia foliar e sua relacdo com os genes envolvidos na remobilizacdo de
nutrientes poderdo ser de grande importancia para o desenvolvimento de

plantas que visem sanar problemas de deficiéncia nutricional humana.
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Capitulo I

ANALISE DO PERFIL PROTEICO DE FOLHAS DE ARROZ DURANTE O
ENCHIMENTO E DESENVOLVIMENTO DO GRAO



Resumo

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2010. Analise do perfil protéico de folhas de arroz durante o enchimento e
desenvolvimento do grao. Orientadora: Andréa Miyasaka de Almeida. Co-
orientadores: Marcelo Ehlers Loureiro e Anténio Costa de Oliveira.

Anadlise protebmica € uma poderosa ferramenta para a caracterizagao
funcional de plantas. Devido a grande disponibilidade de informacdes de
sequéncias de nucleotideos e com base nos progressos alcancados na
sensibilidade e na rapida identificacdo de proteinas, abordagens protedmicas
abrem novas perspectivas para analisar as complexas funcdées de plantas
modelos e de outras espécies em diferentes niveis. No entanto, nos ultimos
anos tem se dado atencao especial para a confiabilidade dos dados obtidos.
Fontes de erros devem ser consideradas e cuidados devem ser tomados no
delineamento experimental ou na andlise dos dados para minimizar as
variagdes inerentes ao tratamento. Desta forma, folha bandeira e nao bandeira
de arroz foram comparadas em dois estadios de desenvolvimento do grao
(leitoso e pastoso). A comparacao entre os tratamentos foi feita a partir de uma
andlise global dos dados que considera a taxa de falsos positivos (FDR). Os
resultados, considerando um FDR menor que 5%, mostraram spots
diferencialmente expressos candidatos para identificacdo por espectrometria de
massa para todos os tratamentos avaliados. Comparacdes do perfil protéico
demonstram possiveis alteracbes no metabolismo durante o processo de
senescéncia foliar e também diferencas no metabolismo da folha bandeira e
nao bandeira durante o enchimento do gréo.
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Abstract

VITAL, Camilo Elber, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Brazil, February
2010. Proteomic analysis of rice leaves during the filling and development
grain. Adviser: Andréa Miyasaka de Almeida. Co-advisers: Marcelo Ehlers
Loureiro and Anténio Costa de Oliveira.

Proteomics analysis is a powerful tool for functional characterization of
plants. Due to the wide availability of nucleotide sequence and its progress in
sensitivity and rapid identification of proteins, proteomics approaches open new
perspectives for analyzing the complex functions of model plants and other
species at different levels. However, in recent years it has been given special
attention to the reliability of the data. Sources of error must be considered and
care must be taken in experimental design or data analysis to minimize the
variability inherent to treatment. Thus, flag leaf and no flag of rice were
compared in two stages of grain development (milky and dough). The
comparison between treatments was made from a global analysis of data
considering the false positives rate (FDR). The results, considering a FDR less
than 5%, showed candidate spots differentially expressed for identification by
mass spectrometry for all treatments. Comparisons of protein profiles
demonstrate possible changes in metabolism during senescence and also
differences in the metabolism of the flag leaf and not flag leaf during grain filling.
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1 - Introducao

O arroz é um dos cultivos agricolas de maior importancia para a
alimentagcdo humana sendo consumido por mais da metade da populacdo do
planeta, além de ser grande fonte de calorias. No entanto, grande parte da
populagédo sofre de problemas relacionados com a falta de nutrientes como o
ferro por exemplo. Desta forma, estudos que visem o incremento de nutrientes
nos grdos de arroz podem contribuir enormemente para sanar problemas

relacionados com deficiéncia nutricional.

Estudos vém demonstrando que a folha bandeira presente no eixo da
panicula desempenha um importante papel na remobilizacdo de nutrientes para
o grao em desenvolvimento. A folha bandeira emerge como a ultima folha no
desenvolvimento reprodutivo, mas sua senescéncia ocorre anteriormente em
relagdo a outras duas folhas situadas também abaixo do eixo da panicula. A
remocao da panicula leva a um retardo no processo de senescéncia da folha
bandeira sugerindo que o 6rgao reprodutivo seria um sinal inicial
desencadeador do processo (Ray et al., 1981; Biswas et al., 1980) e, durante o
enchimento do grao de arroz, a folha bandeira é responsavel pelo fornecimento
de grande parte dos nutrientes para a panicula mais proxima (Grusak e
DellaPenna, 1999 apud Narayanan et al, 2007). A analise da expressao génica

por “Macroarray” em folha bandeira e ndo bandeira durante o periodo de
enchimento do grao revelou a expressao diferencial de varios genes
relacionados com o transporte de metais, incluindo genes da familia “Yellow

stripe” e nicotianamina sintase (Narayanan et al. 2007).

Analise protebmica € uma poderosa ferramenta para a caracterizacao
funcional de plantas. Devido a grande disponibilidade de informacdes de
seqUéncias de nucleotideos e com base nos progressos alcancados na
sensibilidade e na rapida identificacdo de proteinas, abordagens protedmicas
abrem novas perspectivas para analisar as complexas funcdées de plantas
modelos e de outras espécies em diferentes niveis. Prote6mica tem sido
definida como a analise sistematica de um conjunto de proteinas em um tecido,
célula ou compartimento subcelular usado para identificar proteinas

relacionadas a um processo definido. Recentes avancos em prote6mica tém
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permitido mais quantitativa e reprodutivas analises de um grande numero de
proteinas. Atualmente, a mais comum abordagem para este objetivo é a
separacao e visualizacao de proteinas a partir do extrato bruto do tecido por
eletroforese em gel bidimensional seguida pela identificacdo e caracterizacéao
das proteinas isoladas por espectrometria de massa (Gobom et al. 2001,
Nordhoff et al.2001).

Grande atencdo tem sido dada para os resultados obtidos em
protebmica quanto a confiabilidade dos dados. Os pontos criticos identificados
para a analise protedmica sao o delineamento experimental, analise diferencial
e a falta de dados (perda de repeticoes), todos problemas onde as estatisticas
podem ser de ajuda.

O delineamento experimental pode ser estabelecido em uma dindmica
de colaboragédo entre bidlogos e estatisticos de modo a ser util para limitar
erros sistematicos e melhorar a precisdao dos testes estatisticos posteriores,
contribuindo assim para reduzir o nimero de falsos positivos. A andlise
diferencial do volume do spot (numero de pixel x intensidade) geralmente é
tratada por meio de pacotes de software comerciais que propéem ferramentas
estatisticas para ajudar a concluir sobre a importancia da variacao. No entanto,
ferramentas estatisticas poderosas podem ser utilizadas para melhorar a
analise dos dados. Essas ferramentas podem ajudar a racionalizar as decisbes
sobre a significAncia e dar atencdo sobre as imperfeicbes de géis, spots
pareados erroneamente e outros artefatos de géis bidimensionais. Além do
mais, imperfeicdes nas analises sdo induzidas em protedmica, especialmente
pela perda de spots (perda de dados) de um ou mais géis oriundos de uma
mesma série de repeticdes. O problema desses dados perdidos em géis 2-D é
geralmente devido a problemas experimentais e devem ser levados em conta

na analise estatistica (Chich et al. 2006).

Duas abordagens para analises da expressao diferencial podem ser
consideradas. Uma em que os spots sdo analisados como variaveis
independentes (spot por spot) e decide-se a partir da aplicacdo, por exemplo,
de um teste T e outra abordagem, denominada de analise global, que resulta

da andlise da variancia considerando todas as observagdes juntas.
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Na analise global, dois parametros devem ser considerados na escolha
dos verdadeiros spots diferencialmente expressos. Um deles, denominado de
p-value, calculado para cada spot, € definido como a probabilidade de rejeitar
uma hipétese (Hi=H.) quando esta é verdadeira. A hipétese é rejeitada quando
o p-value é pequeno, por exemplo, abaixo de 5%, indicando variacdo entre os
spots. O outro parametro € o FDR (False Discovery Rate) que estima a taxa de
falsos positivos. Controlando o FDR a um nivel de 0,05, por exemplo, significa
que até 5% dos spots entre 0s spots detectados como varidaveis sao
identificados ao acaso (Benjamini e Hochberg, 1995).

Desta forma, o objetivo do estudo foi analisar os spots diferencialmente
expressos em folha bandeira e ndo bandeira de arroz durante o
desenvolvimento do grao e aplicar um teste estatistico que minimize problemas

relacionados com falsos positivos.

2 - Material e Métodos
2.1 - Material vegetal

O experimento foi conduzido em solos de varzeas da Fazenda
Experimental da EPAMIG, municipio de Leopoldina (Zona da Mata Mineira)
onde as plantas foram cultivadas sob o regime de irrigacdo por inundacéao
continua. O material vegetal utilizado foi a cultivar IRGA-417.

O gendtipo foi semeado em solo seco e, apdés a emergéncia das
plantulas, efetuou-se a irrigacdo permanente da area experimental. Ao
atingirem o estadio de desenvolvimento do grdo, coletou-se folha bandeira e
folha ndo bandeira, correspondente a terceira folha abaixo do eixo da panicula,
nos estadios leitoso e pastoso de maturacdo do grdo ou, respectivamente,
estadios R6 e R7 segundo Counce et al.( 2000). Para cada repeticdo foram
coletadas 4 folhas. Os tratos culturais (aplicacées de herbicidas, inseticidas e
fungicidas) foram realizados sempre que necessarios para evitar que
incidéncias de plantas daninhas, insetos e enfermidades (fungos

principalmente) interferissem no desenvolvimento normal do ensaio. Todo
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material vegetal coletado foi congelado em nitrogénio liquido e armazenadas a
-80°C para futuro uso no preparo dos extratos protéicos.

2.2 - Extracao de proteinas totais

Para extracao das proteinas de folhas de arroz foi utilizado o protocolo
descrito por Shen et al. (2002), com modificagdes (MESQUITA et al., 2009).
Folhas de arroz foram pulverizadas em almofariz pré-resfriado com nitrogénio
liquido. O tecido pulverizado (aproximadamente 1,5 g) foi ressuspendido e
solubilizado por 2 h a 4°C em 10 mL de tampé&o de extragéo (Tris HCI pH 7,5
40mM; sacarose 250mM; EDTA 10mM; TritonX100 1%; DTT 1mM; PMSF
1mM; 2-mercaptoetanol 2%). Apds centrifugacdo a 6000 g por 15 minutos a
4°C, o sobrenadante foi coletado e o precipitado foi lavado uma vez com 5mL
de tampéao de extracdo e o sobrenadante coletado juntamente com o primeiro.
Em seguida as proteinas foram precipitadas pela adicdo ao sobrenadante de
15 mL de TCA 10% em acetona gelada. Ap6s 12 horas a -20 °C, a mistura foi
centrifugada a 6000 g por 15 minutos e o precipitado lavado (3-4 vezes) com
acetona gelada até clarificacdo do sedimento. O excesso de acetona foi
removido com uma lavagem com etanol 80%. O precipitado final foi entao seco,
dissolvido em tampdo de amostra para gel bidimensional (7M uréia, 2M
Tiouréia, 4% CHAPS, 2% IPG-buffer (Amersham Biosciences), 80mM DTT), e
sonicado por trés vezes por 1 minuto no gelo. A concentragdao protéica foi
determinada nas amostras de acordo com o método de Bradford (1976). As

amostras foram armazenadas a -20°C até posterior analise.

Foram feitas analises de degradacao das proteinas em gel SDS-
PAGE de acordo com Laemmli (1970). As amostras protéicas foram
desnaturadas a 95°C por 5 minutos e aplicadas em gel SDS-PAGE 12% (40 ug
de proteina por poco). Os géis foram corados com Coomassie coloidal.

59



2.3 - Separacao das proteinas em géis bidimensionais

No gel bidimensional, a primeira dimensado ou focalizacdo isoelétrica
(IEF) foi realizada em fitas de 24 cm com gradientes de anfolinos entre o pH 4—
7 (GE Healthcare Upsala, Suécia). Inicialmente, as fitas foram reidratadas por
14-20 h em 450ul de tampéao de reidratagdo (7M uréia, 2M Tiouréia, 2%
CHAPS, 0.002% azul de bromophenol, 2% IPG-buffer, 0.2% DTT) contendo
1mg de proteina das amostras. A IEF foi realizada em um sistema |PGphor
(GE Healthcare Upsala, Suécia) a 20°C: 0.5 kVh a 500 V, 0.8 kVh a 1000 V,
13.5 kVh a 8000 V e 40 kVh a 8000 V . Para a andlise da segunda dimensao,
as fitas foram equilibradas em duas etapas individualmente por 15 minutos em
5 mL de solucdo de equilibrio (6M uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 0.002%
bromophenol blue, 50mM Tris-HCI pH 8.8) contendo 1% de DTT e 2,5% de
iodoacetamida, respectivamente. A separacdo da segunda dimensado foi
realizada no aparelho PROTEAN DaltSIX (GE Healthcare Upsala, Suécia) com
espacadores de 1,0 mm em gel de poliacrilamida 12,5%. As condi¢cées da
eletroforese foram de 30 min a 15mA, seguida de 6 h a 30mA. Para os
experimentos de 2D/SDS-PAGE foram utilizadas 3 réplicas biolégicas para
confirmar a reprodutibilidade, e permitir a analise estatistica das diferencas nas

andlises das imagens.

2.4 - Visualizacao das proteinas, analise das imagens e estatistica

Os géis foram corados pela técnica de Coomassie coloidal.
Primeiramente os géis foram fixados em solugé&o contendo acido acético 10% e
etanol 40% (overnight). Em seguida foram lavados com agua ultra pura (MilliQ)
por 30 segundos, para remoc¢ao da solucao de fixacdo, sendo, entdo, corados
pela adigdo de azul de Coomassie G-250 coloidal a 0,02% por 72h e mantidos
em solucéo de acido acético 1% até a digitalizacdo. Os géis foram digitalizados
utiizando o scanner GS-800 Calibrated Densitometer Bio-Rad Laboratories
(UK) Ltd. As imagens foram analisadas utilizando-se o software Decodon Delta
2D 4.0. Para isto, foram gerados géis de fusado entre as repeticoes e entre as
os tratamentos de forma a identificar a correspondéncia entre os spots (figura
1).
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Figura 1 — Interface do programa Delta 2D mostrando o processo para
identificacdo e correspondéncia entre os spots nos géis. Na parte inferior estdao as
repeticdes que foram ingressas no programa, na parte central estdo os géis de fuséo
das repeticbes e na parte superior o gel de fusdo de todos os tratamentos (folha
bandeira e folha ndo bandeira no estadio leitoso, folha bandeira e ndo bandeira no
estadio pastoso).

A partir dos dados obtidos no programa Delta 2D de percentagem de
volume, foi feita a analise estatistica utilizando-se o teste T (0.05%) para a
comparagdo de cada spot entre os tratamentos. Também foi realizada a analise
global utilizando-se o teste ANOVA e considerando o parametro FDR. Para
este fim, utilizou-se o programa Pomelo Il (Morrissey e Diaz-Uriarte, 2009) para
eliminacdo de falsos positivos e escolha dos melhores spots. No entanto, a
abordagem global pressupbe que exista uma transformacdo dos volumes
observados de modo que um modelo de ANOVA seja adequado para a
modelagem dos dados. Esta transformacgao foi realizada segundo o método
Box-Cox (Gustafsson et al., 2004) utilizando o programa de estatistica Minitab.
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3 - Resultados e Discussao

A observagdo dos extratos protéicos em SDS-PAGE demonstrou
proteinas integras e bem resolvidas confirmando uma boa eficiéncia do
protocolo proposto por Mesquita et al. (2009) para a extracao de proteinas de
folha de arroz. Da mesma maneira os géis bidimensionais apresentaram boa

qualidade (figura 2).
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Figura 2 — Géis obtidos de amostras de folha bandeira (a) e ndo bandeira (b)
coletadas no estadio leitoso e géis de folha bandeira (c) e ndo bandeira (d) coletas no
estadio pastoso de desenvolvimento do grao da cultivar IRGA 417.

As analises das imagens dos géis feitas no programa Delta 2D levaram
a identificacdo de 559 spots no gel de fusdo correspondente a todos os
tratamentos. A figura 3 mostra que muitos destes spots tém variacdo entre os
tratamentos. Por exemplo, os resultados estatisticos pelo teste T (tabela 1)
mostraram a variagdo na expressdao de 229 proteinas quando se comparou

folha bandeira com folha normal no estadio leitoso. Destas proteinas, 37 e 116
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tiveram, respectivamente, aumento e diminuicdo da expressao maior que 2

vezes na folha bandeira. Algumas chegaram a ter variagao maior que 10x.

Relative Volume %Val (log) Relative Volume %Vol (log)

Cstdcio Leiteso Tolha Bandeira
Estadio Pastoso Folha Bande ra

T w0l e Pz

Esladio Leitoso Folha Ndo Bandeira =y tadio Leiloso Folha Bandeira

Relative Volume “%Vol (log) Relative Volume %Vol (log)

Estadic Pastoso Folha Nao Bandeira
Cstadio Pastoso Folva Ndo Candeia

Estacio Pastoso Folha Bandeira Estadio Leiloso Folha Ndo Barceire

Figura 3 — Grafico mostrando diferengas de porcentagem de volume dos spots
entre os tratamentos. As andlises foram realizadas no software Delta 2D 4.0. Estadio
leitoso folha bandeira e ndo folha bandeira (a); estadio pastoso folha bandeira e ndo
folha bandeira (b); folha bandeira no estadio leitoso e no pastoso (c); folha nao
bandeira no estadio leitoso e no pastoso (d).

63



Tabela 1 — Variagdo na percentagem de volume dos spots analisados pelo
teste T (5%). A primeira coluna a esquerda e a primeira linha indicam,
respectivamente, os tratamentos comparados e o numero de spots com aumento ou
diminuicao relativa da percentagem de volume.

th:ItzI Spots com

d expreggéo AN = 2% =3 | AN B | 0w | X |« 2) | <30 <4 W |« BX | < 10X
=]

alterada
spots

Folha

Bandeira/Mormal| 554 229 60 | 37 | 17 4 2 1 169 (116 | 80 | 50 | 41 15
Estadio Leitoso

Folha

Bandeira/lNormal| 554 136 66 | 15| 3 1 1) 0 |70 |29 | 7 ) 3 1
Estadio Pasteso

Estadio
Leitoso/Pastoso| 554 243 96 |51 |33 | 27 |21 | 7 |147 |47 |17 | 7 5 0
Folha Normal

Estadio
Leitoso/Pastoso| 554 195 46 |28 | 9 3 3 1 |149|100| 70 | 35 | 27 7
Folha Bandeira

No entanto, quando se analisa os géis, deve-se levar em consideracéao
falsos positivos. Como umas das pressuposicdes da ANOVA ¢é a distribuicao
normal dos dados, foi feita a transformacdo da percentagem de volume
usando-se o programa Minitab (figura 4). Os dados obtidos foram entédo

submetidos ao programa Pomelo Il para estimar o FDR (5%) e eliminar falsos
positivos.

64



Histogram of C530

Normal

2500 Mean  0.1522

StDev 0.3693
N 6211

2000

-
7
=}
=}

Frequency

1000
500 ’t
o T

Histogram of C530

Normal

400 Mean -2.486

*’\ StDev 1302
ailINy N 6211

300

200

Frequency

100

T T T T T
-7.0 -5.6 -4.2 -2.8 -1.4 0.0 1.4
€530

Figura 4 — Transformacgéao dos dados por Box-Cox. Os dados de percentagem
de volume (a) foram submetidos ao programa Minitab gerando uma distribuicado normal
(b). O eixo x corresponde as percentagens de volume e o0 eixo y a respectivas
frequéncias.

A partir da analise global, houve a reducdo no numero de spots com
expressao alterada considerando-se um FDR menor que 5%. Por exemplo, dos
229 spots com expressao alterada na comparacao folha bandeira em relacao
folha nao bandeira no estadio leitoso, com a analise realizada no Pomelo Il, o
namero de spots reduziu para 48. Na comparacao feita no estadio pastoso, o
namero de spots inicial que eram 136, reduziu para apenas 10 spots. Quando
se comparou estadio leitoso em relacdo ao pastoso em folha bandeira e folha
nao bandeira, o numero de spots inicial diminui de 145 e 243 para 30 e 82
respectivamente. Nas figuras 5 e 6, gerada no Pomelo Il, sdo mostrados todos
os spots candidatos a andlise por espectrometria de massa obtidos das
andlises entre os tratamentos. As cores indicam maior (verde) ou menor
(vermelho) percentagem de volume dos spots. Por exemplo, para o spot “s534”

(FDR = 0.038), na figura 5, a cor verde indica que este spot teve alta
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percentagem de volume na analise das imagens e teve maior expressdo na
folha ndo bandeira no estadio leitoso. O spot s396 é um exemplo de grande
variagdo na expressao mostrando maior expressdo na folha bandeira no

estadio leitoso.

Desta forma, a partir destes resultados, verifica-se a importancia de se
realizar uma anadlise estatistica mais precisa de modo a evitar a escolha de

spots duvidosos e assim obter falsas conclusdes no experimento.

Comparacbes do perfil protéico demonstram possiveis alteracbes no
metabolismo durante o processo de senescéncia foliar e também diferengas no

metabolismo da folha bandeira e ndo bandeira durante o enchimento do gréo.
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Figura 5 — “Heatmap” obtido do programa Pomelo Il mostrando as diferencas

de expressao dos “spots” oriundos das analises de trés repeticoes de géis de folha

bandeira e folha ndo bandeira em dois estadios de desenvolvimento do gréo. A escala

de cores indica a porcentagem de volume dos spots no gel. Cores vermelhas e verdes

sao menores e maiores intensidades, respectivamente. Sdo mostrados o numero dos

spots e o respectivo FDR (<0.05).
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Figura 6 — “Heatmap” obtido do programa Pomelo Il mostrando as diferencas
de expressao dos “spots” oriundos das analises de trés repetigcbes de géis de folha
bandeira e folha ndo bandeira em dois estadios de desenvolvimento do gréo. A escala
de cores indica a percentagem de volume dos spots no gel. Cores vermelhas e verdes
sao menores e maiores intensidades, respectivamente. Sdo mostrados o numero dos

spots e o respectivo FDR (<0.05).

68

.




4 - Conclusoes

Métodos estatisticos utilizando uma analise global podem ser de grande
ajuda na eliminacdo de falsos positivos e, consequentemente, obtencdo de

falsas conclusdes nos experimentos.

A comparacao entre o tipo de folha em arroz apresentou diferengas na
expressdao das proteinas tanto no estadio leitoso quanto no pastoso. Isto
evidencia um metabolismo diferenciado entre folha bandeira e ndo bandeira
durante o processo de desenvolvimento do grdo. Da mesma forma, a
comparagdo entre os estadios de desenvolvimento leitoso e pastoso de cada
folha apresentou diferencas sugerindo um processo dinamico que culmina na
senescéncia foliar. No entanto, somente a identificacdo das proteinas por

espectrometria de massa podera revelar algo sobre 0 mecanismo envolvido.
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Anexos

Anexo 1 — Tabela com resultado da andlise no geNorm v3.4. Valores de M

menores indicam maior estabilidade do gene enddgeno

OsUB5

e EF1 alfa

18S

Normalisation
Factor

Inicial
Intacta
biol

2.52E-02

3.24E-01

1.34E-01

1.1122

Leitoso
Intacta
biol

2.55E-02

2.61E-01

3.37E-02

1.1262

Pastoso
Intacta
biol

2.91E-02

1.16E-01

1.07E-02

1.2841

Maduro
Intacta
biol

2.25E-02

1.39E-01

9.77E-02

0.9936

Leitoso
Decapit
biol

1.01E-02

7.61E-02

7.18E-03

0.4470

Pastoso
Decapit
biol

1.84E-02

6.15E-02

1.45E-02

0.8131

Maduro
Decapit
biol

3.89E-02

1.11E-01

8.36E-01

1.7216

M<1.5

1.440

1.537

2.150
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Anexo 2 — Tabela com eficiéncia dos genes usados no experimento.

Identificacao

do transcrito Tm ¢C Eficiéncia
Genes (NCBI) Fw/Rv (%) slope R?
OsYSL2 AB126253 59/59 103.529 -3.175 0.931
OsNAAT1 AB182275 59/58 93.212 -3.496 0.91
OsUBQ5 AK061988 62/61 91.293 -3.55 0.991
18S NC 007886 58/59 84.98 -3.743 0.991
OsEF-1a AK061464 61/62 92.31 -3.521 0.9931
NP
OsNAP 912423/Ac126222 59/58 97.589 -3.381 0.868
OsNAC5 AK063399 60/59 103.635 -3.238 0.88
OsNAC1 AK108080 59/59 83.591 -3.79 0.999
OsNAC like
GmNAC3 AK069257 60/58 104.2645 -3.223 0.9659
OsWRKY45 AK066255 60/59 99.735 -3.328 0.973
IDEF1 AK107456 59/59 96.642 -3.405 0.736
IDEF2 AK099540 58/58 101.367 -3.29 0.98
OsNAS3* AB023819 58/72 95.572 -3.433 0.989
OsYSL2* AB126253 59/59 100.644 -3.307 0.951
OsEF-1a * AKO061464 61/62 104.76 -3.213 0.946

* Expresséo analisada no grdo em desenvolvimento.
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