Caracterizag¢ao da Familia Génica das Metalotioneinas em Milho
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Introduciao

As plantas estdo sujeitas a uma grande variedade de estresses abioticos durante o seu
ciclo de vida, requerendo a expressdo de condi¢des adaptativas variadas para sobreviver.
Estimulos a esses estresses como luz, temperatura, dgua, anaerobiose, metais pesados e
disponibilidade de nutrientes sdo regulados por varias mudangas metabdlicas, sendo algumas
controladas ao nivel de expressdo génica. A toxidez mineral ¢ um estresse abidtico
importante, principalmente nos solos brasileiros.

Algumas plantas apresentam a capacidade de sobreviver em ambientes ricos em
metais, cujas concentracdes sdo normalmente toxicas. Diferentes formas de tolerdncia podem
indicar a presenga de diferentes genes relacionados as rotas de defesa das plantas a estes
estresses. Diversos genes, supostamente envolvidos na tolerdncia a toxidez de metais, ja
foram clonados e inseridos no genoma de plantas transgénicas (Eapen e D’Souza, 2005), mas
pouco ainda se sabe sobre seus mecanismos de agao.

As metalotioneinas (MTs) s3o proteinas ricas em cisteina e que apresentam alta
afinidade de ligagdo a metais (Hall, 2002), sendo citadas por diversos autores como
associadas com a tolerancia a metais pesados (Framond, 1991; Charbonnel-Campaa et al.,
2000; Hall, 2002; Guo et al., 2003; Mir et al., 2004; Eapen e D’Souza, 2005). Robinson et al.
(1993) compararam diferentes seqiiéncias de MT e as separaram em dois grupos distintos
quanto a localizacdo dos residuos de cisteina. Estes mesmos autores sugeriram que a
disposi¢do das cisteinas na proteina forma locais que favorecem a ligacdo de metais.
Entretanto, outros autores afirmam a existéncia de quatro diferentes tipos de MT, de acordo
com a disposi¢do dos residuos de cisteina presentes nos dois dominios da proteina (Figueira et
al., 2001).

Genes que codificam para MTs tém sido encontrados em bibliotecas subtrativas de
diferentes estresses abioticos por varios grupos de pesquisas, incluindo o da Embrapa Milho e
Sorgo, que tem identificado ESTs diferencialmente expressas em diferentes gramineas
submetidas a estresses de aluminio, encharcamento, seca, ataque de insetos e de patdgenos. A
identificacdo de genes que codificam para proteinas capazes de se ligarem a metais que
pudessem ser aplicados em grande escala tanto na indudstria quanto na agricultura seria de
grande interesse, uma vez que, problemas de toxidez causada por metais no solo estdo se
tornando cada vez mais comuns. Segundo Eapen e D’Souza (2005), a biorremediacdo ¢ uma
alternativa tecnologica promissora para remover poluentes tanto dos solos quanto das aguas, €
ressaltam ainda que metalotioneinas estdo sendo estudas para o seqiiestro de metais. Portanto,



estudos de caracterizagdo de genes que codificam para MT poderiam trazer grandes
beneficios para a agricultura e o meio ambiente. Segundo Callahan et al. (2006), plantas
fitorremediadoras poderiam ser utilizadas para cultivo em solos contaminados com excesso de
metais. Tais plantas teriam a aplicabilidade tanto para aumentar a produtividade de areas
marginais quanto na detoxificacdo do solo para receber cultivares ndo tolerantes.

Objetivo

Para um melhor conhecimento acerca desta familia de genes em milho, realizou-se
uma busca sobre as seqii€éncias de metalotioneinas ja descritas em gramineas e a comparacao
com os resultados obtidos nas bibliotecas subtrativas sob estresses abidticos realizadas na
Embrapa Milho e Sorgo. Esses dados serdo importantes em uma segunda etapa para estudos
mais aprofundados de expressdo dos membros da familia de MTs em milho e sua subseqiiente
utilizagdo na agricultura.

Material e Métodos

Inicialmente foi feita uma busca por seqiiéncias de metalotioneinas nos bancos de
dados do NCBI (www.ncbi.nih.gov), do TIGR (www.tigr.org) e da EMBRAPA
(valine.cenargen.embrapa.br). As seqiiéncias depositadas pela Embrapa foram obtidas de
bibliotecas subtrativas construidas sob diferentes estresses em arroz, milho, trigo, cevada e
braquiaria.

As seqiiéncias de cDNA foram traduzidas e aquelas que geraram peptideos diferentes
foram alinhadas com base nas seqiiéncias de aminoacidos utilizando o programa ClustalW
(www.ebi.ac.uk/cgi-bin/clustalw). Para a constru¢ao das arvores filogenéticas foi utilizado o
método do UPGMA por meio do programa Mega 3.1 (http://www.megasoftware.net/).

Resultados e Discussiao

Com base na busca utilizando as palavras chaves “metallothionein+poaceae” foram
encontrados os seguintes resultados no banco de dados do NCBI: milho - 9 clones sob
estresse salino, 6 em folha, 1 no endosperma, seqii€ncias nas patentes W0O2005063997 e
WO02005063998; arroz - 80 clones de Oryza rufipogon, 26 de Oryza sativa; 14 clones de
trigo, 3 clones de Eleusine indica; 3 clones de Cyodon dactylon; 4 clones de cevada; 1 clone
Poa secunda; 1 clone de Porteresia coartacta; 2 clones de Festuca rubra; cana-de-acucar -
103 clones de caule maduro e 15 clones sob tratamento com metil jasmonato. Considerando o
grande numero de clones tanto de cDNAs quanto gendmicos representando genes de
metalotioneina de diferentes gramineas, decidiu-se utilizar apenas as seqiiéncias de arroz e
milho depositadas no TIGR, onde foram encontrados 44 clones de arroz e 55 de milho.

As 55 seqliéncias de milho foram agrupadas e traduzidas, sendo consideradas para
elaboracdo da arvore, apenas aquelas cujas proteinas ndo eram idénticas. Assim, foram
identificados 10 genes de milho no banco de dados do TIGR, que foram analisados
juntamente com os 3 genes descritos na literatura (Chevalier et al., 1995; de Framond, 1991;
Charbonnel-Campaa et al., 2000), cujas seqiiéncias foram agrupadas na Figura 1. Na Figura 2,
estes genes de milho foram analisados juntamente com alguns exemplares de arroz, trigo,
cevada, sorgo e cana-de-agucar.

O agrupamento realizado com base nas seqiiéncias de aminoacidos demonstrou uma
grande diversidade dentro da familia multigénica das metalotioneinas em gramineas,
principalmente entre os clones de milho, que apresentaram uma ampla dispersdo entre as
gramineas, agrupando juntamente com clones de arroz, trigo e cevada (Figura 2). Contudo,
deve-se considerar que vérias seqiiéncias génicas codificam para uma mesma proteina,
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Figura 1. Analise filogenética dos clones de metalotioneina de milho alinhadas com base nas
seqiiéncias de aminoacidos dos cDNAs traduzidos e das proteinas. O agrupamento foi realizado
utilizando o método do UPGMA com o software Mega 3.1. Os numeros em cada agrupamento foi
determinado por 1000 bootstraps.
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Figura 2. Analise filogenética dos principais membros da familia das metalotioneinas de arroz, trigo,
cevada, sorgo, cana e milho. O alinhamento foi realizado com base nas seqiiéncias de aminoacidos dos
cDNAs traduzidos e das proteinas, sendo agrupadas utilizando o método do UPGMA com o software
Mega 3.1. Os numeros em cada agrupamento foi determinado por 1000 bootstraps.



indicando que as diferentes seqiiéncias podem representar variagdes alélicas expressas em
diferentes tecidos, gendtipos ou quando submetidos a diversos tipos de estresse.

Dentre as seqiiéncias de metalotioneinas existentes no banco de dados da Embrapa,
foram identificados quatro contigs, todos eles contendo seqiiéncias advindas de bibliotecas
subtrativas de arroz inoculado com o patégeno Magnaporthe grisea agente causador da
brusone em arroz (Figura 3). O contig 192 possui dois clones e apresentada uma homologia
de 120 pares de base (pb) com um CDS de metalotioneina de arroz (AAX95269.1). O contig
209 ¢ composto por quatro clones idénticos que possuem 66 pb de homologia com o clone de
metalotioneina de arroz (AAB04675.1). A seqiiéncia OSMGB 01 AO01 possui homologia de
60 pb com o clone de metalotioneina de arroz (AAT85108.1). O contig 179 possui sete
seqiiéncias que apresentam homologia de 126 pb com o clone de metalotioneina de arroz
(AA084040.1).

Apesar das metalotioneinas estarem relacionadas com a detoxificagdo de metais
pesados, s6 foram identificadas seqiiéncias homoélogas a metalotioneina em bibliotecas de
arroz inoculadas com o Magnaporthe grisea. Tais resultados sugerem que esses genes podem
estar envolvidos em outros estresses, incluindo resisténcia a doengas em plantas.

O presente trabalho apresenta uma comparagdo entre as seqiiéncias de genes que
codificam para metalotioneinas em gramineas disponiveis em bancos de dados e aquelas
obtidas a partir de genotipos de arroz resistentes ao patdogeno. Assim, as regides conservadas e
divergentes entre tais seqiiéncias poderdo ser exploradas para a constru¢do de primers que
amplifiquem membros especificos da familia das metalotioneinas. A descricdo de regides
especificas desses membros sera de grande importancia para estudos futuros da expressao dos
mesmos sob diferentes condigdes de estresse e a identificagdo daqueles associados com
estresses amplos e especificos, ambos de grande interesse para trabalhos posteriores de
clonagem.
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Figura 3. Descri¢ao dos contigs encontrados nas seqiiéncias geradas a partir de bibliotecas
subtrativas de diferentes espécies de gramineas sob diferentes condigdes de estresse. Foram
encontrados quatro contigs de arroz inoculado com o patégeno Magnaporthe grisea
apresentando homologia com clones de metalotioneina, cujas regides estdo descritas em
vermelho.
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