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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos mais importantes graos, sob aspectos
econbmicos, sociais e culturais do mundo. No Brasil, esse cereal apresenta uma
vasta importancia econémica, principalmente na Regido Sul. O crescente aumento
da populacdo mundial implica em uma maior demanda produtiva e de alta qualidade
do arroz, mas a producao desta cultura enfrenta acéo de diversos fatores bioticos e
abioticos, entre estes a toxidez por ferro € um dos mais importantes estresses
abioticos que limitam a producéo de arroz irrigado a nivel mundial.

No Rio Grande do Sul ha predominancia de solos hidromoérficos, que
apresentam deficiéncia natural na drenagem e também pelo material de origem ser
rico em ferro (Fe**, Fe** e complexos organicos), frequentemente se observa um
aumento de ferro disponivel na solucdo do solo, sendo possivel alcancar niveis
toxicos nessa condicdo, ocorrendo perdas consideraveis na producdo que podem
representar até 100% de reducéo no rendimento, dependendo do nivel da toxidez e
da tolerancia dos cultivares de arroz (BENCKISER et al, 1982;
SAHRAWAT;DIATTA, 1996; AUDEBERT; SAHRAWAT, 2004)

Para suprir essa necessidade de producao, € preciso novas tecnologias
gue favorecam o estudo e a obtencéo de cultivares tolerantes e/ou resistentes. Para
isso, técnicas como a verificacdo de genes responsivos ao estresse podem ser
usadas. Em condicbes de estresses bidticos e abidticos, ocorre a inducdo da
producdo de etileno. Genes ERFs (Ethylene responsive factors) sédo fatores de
transcricdo responsivos ao etileno, responsaveis pela ativacao de genes de resposta
a estresses.

Os genes ERFs (AK107119 e AK062882) analisados neste estudo foram
previamente identificados por Nakano et al. (2006), e analisados em plantulas de
arroz sob diferentes condicdes de estresses bidtico e abidtico por Pegoraro et al.
(2012). Neste trabalho, os autores verificaram que os genes AK107119 e AK062882
foram responsivos aos estresses por Magnaporthe grisea, frio, seca e sal.
Entretanto, a resposta desses fatores de transcricdo frente ao estresse ocasionado
pelo excesso de Fe ainda é desconhecida. Neste sentido, o objetivo desse trabalho
foi analisar o perfil de expressdo de dois membros da familia ERF sob diferentes
tempos de exposicao ao estresse ocasionado pelo excesso de Fe.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Gen6mica e Fitomelhoramento da
Universidade Federal de Pelotas.

Plantas de arroz (Oryza sativa L.) do genétipo BR IRGA 409 foram
utilizadas neste estudo. Inicialmente, as sementes foram tratadas por 10 minutos, e
lavadas trés vezes com agua destilada estéril. Ap6s as sementes foram
acondicionadas em rolos de papel germinador, umedecido com agua destilada e
mantidas em camara de germina¢do (BOD) a 26°C, com fotoperiodo de 16 horas e
umidade relativa de 100% por 72 horas, seguindo os critérios estabelecidos pelas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Plantulas com 15 dias foram transferidas para tela de nylon adaptada a
tampa de recipientes com capacidade para 4L contendo solugdo nutritiva de
Camargo e Oliveira (1981) modificada. Os recipientes foram acondicionados em sala
com temperatura de 25 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas durante 14 dias. Apds este
periodo, trocou-se a solucdo nutritiva, e procedeu-se a coleta das plantulas controle
(0 hora). As demais plantulas foram transferidas para os recipientes contendo
tratamento com Fe (2000 mg L™ de FeS0,4.7H,0) em pH 4,0 + 0,1). Apds o inicio do
tratamento foram coletadas a parte aérea das plantulas em 6, 12, 18 e 24 horas. As
amostras foram congeladas a -80°C até o momento da extracdo de RNA.

A extracdo de RNA total foi realizada através do uso de PureLink™ Plant
RNA Reagent (Invitrogen®) seguida de tratamento com DNAse I™ (Invitrogen®) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A quantidade e qualidade do RNA foi
avaliada por espectrofotometria (260/280nm) e gel de agarose (2%p/v). Os cDNAs
foram obtidos apartir de 2ug de RNA, utilizando o SuperScript First-Strand System
for RT-PCR kit (Invitrogen®).

As reacoes de gPCR foram realizadas em um equipamento modelo 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) utilizando o sistema de deteccéo
SYBR® Green (Applied Biosystems®, California, USA)., a partir de: 2,0 ul de tampao
10x; 1,2 pl de MgCl, 50 mM; 0,4 ul de dNTPs 5 mM; 1 ul de cada oligonucleotideo
(10 pM); 0,05 pl de Platinum Taq - DNA polimerase (5 U/ul); 2 ul de SYBER green
(1x); 0,4 pl de ROX (50 x), 1 ul da primeira fita de cDNA (diluida 1:5, selecionada
com base nos resultados das analises de validacdo) e agua para completar o
volume final de 20 pl.

As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: 50°C por 2min, 95°C
por 2 min, 40 ciclos de dois estagios (95°C por 3s, 60°C por 30s, seguido de curva
de dissociacdo. O Threshold Cycle (CT) foi obtido e o nivel de expresséo relativa foi
calculado com base na regido exponencial da curva de amplificacdo da PCR
(Applied Biosystems®). Para cada gene analisado um gene Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) foi usado como controle enddégeno para
guantificacdo do cDNA.

Os primers (Tabela 1) analisados foram construidos a partir de
sequéncias obtidas no Rice Annotation Project Data Base (RAP-DB), com auxilio do
programa Vector'™ Advance NTI 11 (Invitrogen®). Os critérios para selecdo de
primers consistiram em um tamanho de amplicon entre 50 e 150 pb, contetdo de
CG entre 40% e 60%, e temperatura de desnaturacao variando entre 60 e 65°C, de
acordo com as recomendacdes da Applied Biosystems®. Neste estudo utilizaram-se
somente primers com curvas de dissociagdo com picos unicos e com eficiéncia de
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amplificacdo proxima a 100%. A quantificacdo relativa (QR) da expressdo de cada
gene foi feita pelo método de CT comparativo (LIVAK e SCHIMITTGEN, 2001).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para analise de expressédo génica por qPCR.

Primers Sequéncia

GAPDH_F AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT
GAPDH_R CGTAACCCAGAATACCCTTGATTT
AK107119 F CCTCCTCCGTCTCCGTCTCCTT
AK107119 R CGTGTTTGGGCTTGGAGCTCTT
AK062882_F GCCAGCAGCGAGAGAACACAAA
AK062882 R TACTCCTGGTTGCCTCCCATGG

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos verifica-se que os genes ERFs
avaliados neste estudo séo responsivos ao estresse ocasionado pela toxicicidade de
Fe em arroz. O gene AK107119 apresentou um aumento linear no nivel de
expressdo até 12 horas apos o inicio do estresse, apos esse periodo, houve um
decréscimo na expressdo, seguida por um aumento nas 24 horas de exposicédo ao

estresse (Figura 1).
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Figura 1: Perfil de expresséo relativa nos diferentes tempos por excesso de Fe na cultivar BR-IRGA
409 para o gene AK107119.

O gene AK062882 apresentou comportamento similar ao gene AK10719,
onde verificou-se um aumento drastico nos niveis de transcritos nas primeiras 12
horas de estresse. ApoOs este periodo, houve uma queda brusca, seguida de um
aumento no final do perido do estresse testado (Figura 2).
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Figura 2: Perfil de expresséo relativa nos diferentes tempos por excesso de Fe na cultivar BR-IRGA
409 para o0 gene AK062882.
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Neste trabalho, a toxicidade por Fe em arroz induziu a expressao precoce
de genes ERFs, sugerindo que a ativacéo desses fatores de transcricdo coordenam
uma rede de sinalizacdo de genes associados a resposta a estresse e a
mecanismos de defesa.

4 CONCLUSAO

Os ERFs AK107119 e AKO062882 sao expressos precocemente ao
estresse por toxidez de Fe.
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