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1. INTRODUCAO

A anoxia é um dos principais estresses abidticos que pode afetar o
crescimento e desenvolvimento de plantas. Ela ocorre quando a concentragéo de
oxigénio do ambiente é menor que 2% (Skutnik and Rychter, 2009), essa
condicdo ocorre em situagcbes de completa submergéncia, o que causa um
estresse complexo devido a uma reducdo de 10.000 vezes na difusdo de oxigénio
e didxido de carbono, assim como a restricdo da disponibilidade de luz (Fukao
and Bailey-Serres, 2008). Além disso, a deficiéncia de oxigénio reduz a eficiéncia
da producdo de ATP celular, o qual tem importancia em diversas reacdes do
metabolismo celular (Fukao et al., 2004). Essa condi¢do tem efeito dramatico no
crescimento e produtividade de plantas cultivadas, pois a maioria das espécies de
importancia econémica € intolerante ao alagamento (Perata and Voesenek, 2007).

A mitocbndria € o centro de regulacdo da producdo de energia celular e do
balanco redox, e integra numerosas rotas metabdlicas que sdo importantes na
resposta a adaptacao condigcdes ambientais extremas (Sweetlove et al., 2007).

Os cloroplastos também tém papel importante na homeostase celular,
incluindo reciclagem de carbono, biossintese de pigmentos, vitaminas,
aminoacidos aromaticos e hormonios. Entretanto o ndcleo tem controle
majoritariosobre essas organelas, utilizando um processo de sinalizacao
retrograda e anteretrégrada.

A importacdo de proteinas para a mitocondria e cloroplastos envolve
complexos de proteinas formados por sub-unidades localizadas nas membranas
das organelas. Na mitocondria, esses complexos sdo chamados Tim/Tom,
enguanto que nos cloroplastos sdo chamados TIC /TOC.

As membranas internas e externas da mitocondria contém um magquinario

com mudltiplas subunidades para importar proteinas codificadas pelo ndcleo,
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denominadas translocon da membrana externa da mitocondria (TOM — em inglés)
e translocon da membrana interna da mitocondria (TIM) (Neupert, 1997).
Recentemente, muitas proteinas TIM e TOM foram identificadas como sendo
envolvidas no reconhecimento e translocacéo de pré-proteinas.

A importacao de proteinas pelo cloroplasto € mediada por um complexo de
translocons, o qual € composto pela proteina translocon da membrana externa do
cloroplasto (TOC), pela proteina translocon da membrana interna do cloroplasto
(TIC) e por chaperonas estromais (Soll and Schleiff, 2004).

Danos nas membranas de cloroplastos e mitocondrias impedem a entrada
de proteinas codificadas pelo genoma nuclear, as quais tem fungdes vitais nessas
organelas, assim podendo levar a morte da planta. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar o acimulo de transcritos dos genes codificadores para proteinas
atuantes nos complexos TIM/TOM e TIC/TOC envolvidos na importacdo de
proteinas para a mitocéndria e cloroplastos em plantulas de arroz submetidas a

estresse por anoxia.

2. MATERIAL E METODOS

Plantas de arroz (Oryza sativa L.) do genétipo IPSL2070 foram usadas
neste estudo. Sementes foram tratadas por 15 min em hipoclorito de sodio a
0,5%, acidificado para pH 5,5, seguido de dez lavagens com agua estéril e
germinadas em papel filtro estéril a 25°C. Plantulas com 15 dias foram submetidas
a estresse por anoxia durante Oh, 24hs, 48hs e 72hs, usando recipientes de vidro
de 0,5 L com 100% de sua atmosfera preenchida por N,. Os frascos foram
mantidos no escuro. Cada repeticdo biolégica consistia de 15 plantulas. ApdGs
cada periodo, folhas de arroz foram coletadas e imediatamente congeladas com
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento da extragdo de RNA
total.

As andlises de gRT-PCR foram realizadas com o objetivo de quantificar
guatro importantes translocons em arroz: Tom7-0Os01g0626300:
F_GAAGCCGAAGCCCAAGGTCAA e R _TGGTCCACGTGGTCCACTCCTT,
TIM17/22-0s02g0717300: F_GGGCTCATCCGGACGCTCAA e
R_ACGAGCTGCTCGACGCCGAT, TOC24-0s01g0969000:
F_GGCCGCCGGCAATAATAAGG e R_ GCACGTCCTCCTCCTCCAGCTT e
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Tic62-0Os10g0100300: F_ ATCGTGTCGGCCATTGGCAA e
R_TGCAGCCTGCACGAGGTTGTT.

Sequéncias foram obtidas no RAP-DB (The Annotation Project Data Bank)
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/). Os primers foram desenhados usando o programa
Vector™ (Invitrogen™). A selecdo dos primers foi feita de acordo com os
parametros estabelecidos pela Applied Biosystems™. O RNA total foi extraido de
0,1g de tecido foliar a partir de um pool de 15 plantulas usando Trizol™ Reagent
(Invitrogen™), seguido de tratamento com DNAse I™ Amplification Grade
(Invitrogen™). A qualidade e quantidade do RNA foram medidas por eletroforese
e espectrometria. cDNAs foram obtidos a partir de 2 pg de RNA usando
SuperScript™ First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™). qPCR foi realizado
usando 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™). O Threshold cycle
(CT) foi obtido e o nivel de expressédo relativa foi calculado de acordo com a
formula descrita por Pfaffi (2001). @] gene Actina
(F_CAGCCACACTGTCCCCATCTA e R_ AGCAAGGTCGAGACGAAGGA) foi

utilizado como controle enddgeno para fins de quantificacéo relativa.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Figura 1: Perfil de expresséo transcricional dos genes TOM, TIM, TOC e TIC em arroz
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submetidos a condi¢do de anoxia durante Oh, 24hs, 48hs e 72hs.
O acumulo de transcritos dos genes dos complexos TIM/TOM estudados

(Figura 1) foi significativamente aumentado em funcdo da exposicdo das plantulas
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ao estresse por anoxia. Esse comportamento também foi observado no gene
Toc24-0s01g0969000, embora em menor proporcdo. O gene Tic62-
0s10g0100300 atingiu o maior nivel de expressdo em plantulas submetidas a
48hs de anoxia. Esses resultados sugerem que ha uma alta demanda pela
importacdo de proteinas por parte dessas organelas quando a plantula é
submetida a estresse por anoxia, essa maior demanda provavelmente promove a

ativagdo transcricional dos genes dos complexos TIM/TOM e TIC/TOC estudados.

4. CONCLUSOES
Nesse estudo foi observado que os genes envolvidos nos complexos

TIM/TOM e TIC/TOC estudados séo ativados em arroz submetido a estresse por

anoxia.
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