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Os genes NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein) pertencem a uma
super familia de transportadores de metais presentes em bactérias, leveduras, plantas e
animais. As proteinas codificadas por esses genes atuam no transporte € homeostase de metais
como mangangés ¢ ferro, e outros metais divalentes tais como niquel, zinco, cobre, e cadmio.
Em trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa encontrou oito membros da familia
NRAMP no genoma do arroz. Também detectamos correlacao negativa entre a expressao do
gene OsSNRAMP7 na folha bandeira durante o estagio de enchimento de graos e as
concentracdes finais de Fe e Zn nos grdos de arroz. A importancia de OsNRAMP7 na
alocacdo de metais para os graos também pode ser sugerida pela co-localizagdo deste gene
com dois QTLs no cromossomo 12, identificados por outro grupo, que explicam parte da
variagdo na concentracdo de Fe e Zn nos grdos de arroz. Este estudo teve como objetivo
estudar a possivel atividade de transporte de metais da proteina codificada pelo gene
OsNRAMP7. Expressao heteréloga em linhagens de leveduras mutantes, com deficiéncia no
transporte (na membrana plasmatica ou no tonoplasto) de metais (Fe, Zn, Mn, Cd, Co, Cu, Ni,
e As) estd sendo utilizada para avaliar a afinidade por potenciais substratos e o papel de
OsNRAMP7 na sensibilidade ou resisténcia a diferentes metais. Além disso, o fenotipo de
uma linhagem de Arabidopsis que super-expressa OsNRAMP7 (linhagem FOX, RIKEN
BioResource Center) submetida a tratamentos de deficiéncia e excesso desses metais esta
sendo avaliado e comparado ao da linhagem selvagem Columbia (Col-0). Estes experimentos
visam avaliar a sensibilidade ou resisténcia aos metais conferida a linhagem de Arabidopsis
pela super-expressao deste gene de arroz. Linhagens de leveduras mutantes para transporte de
Fe para vacutolo (Acccl) e Tipo Selvagem (DY 150) estdo sendo testadas. Clone completo de
cDNA do gene OsNRAMP?7 foi obtido do National Institute of Agrobiological Sciences
(NIAS), Japao, e amplificado por PCR para clonagem no vetor de entrada pENTR-D Topo
(Life Technologies) e recombinado com vetores de expressdao em levedura (pYTV e pAG426-
EGFP). Ensaios de complementacao do fendtipo das leveduras mutantes para o transporte de
Fe para vactolo foram realizados. As células transformadas foram crescidas em meio SC —
URA contendo excesso de Fe (sulfato de Fe-III 0, 3 ¢ 5 mM). As colonias foram visualizadas
apos incubacao das placas até 6 dias a 30 °C. O gene OsNRAMP7 complementou fracamente
o fenotipo da linhagem Acccl, o que sugere pouca eficiéncia de OsSNRAMP7 no transporte de
Fe para o vacuolo. Testes para complementagdo de linhagem de levedura deficiente no
transporte de Fe na membrana plasmatica em deficiéncia de Fe estdo sendo realizados, além
de ensaios com linhagens de levedura deficientes para transporte de outros metais. Linhagem
de Arabidopsis super-expressando OsNRAMP7 e Columbia (Col-0) foram germinadas em
meio MS contendo sacarose. Apos 5 dias, as plantulas foram transferidas para meio contendo
50 uM de Fe-EDTA (controle), 250 e 500 uM (excesso de Fe), ou para meio simulando a
deficiéncia de Ferro (com Ferrozina 153 uM e 300 uM). As plantulas foram avaliadas aos 3
dias, 7 dias e 14 dias apods transferéncia para os tratamentos. Nao houve diferengas de
crescimento nas plantulas que super-expressam OsNRAMP7. Todas as plantulas mostraram
sintomas relacionados a sensibilidade tanto a deficiéncia quanto ao excesso de Fe comparadas
com as plantulas da linhagem selvagem. As plantulas em deficiéncia de Fe apresentavam
sintomas de clorose e reducao de crescimento e as plantulas com excesso de Fe apresentaram
crescimento reduzido e escurecimento dos tecidos quando comparadas a plantulas crescidas
na condigdo controle. Experimentos com outros metais utilizando a linhagem FOX serao
realizados para avaliar a sensibilidade e tolerancia a Mn, Zn, Cd, Ni, Cu, Co ¢ As.

Apoio: CNPq, CAPES e FAPERGS.



