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INTRODUCAO

O arroz é um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornece 20% de
energia necessaria ao organismo humano, ainda, destacando sua importancia o Brasil é o
9° maior produtor mundial e a regido sul produz 60% do arroz brasileiro (CONAB, 2014).
Atualmente tem se buscado cultivares altamente produtivas e tolerantes a estresses bioticos
e abidticos tendo em vista as alteragdes climéaticas que vem ocorrendo causando uma
importante influencia na seguranca alimentar em todo o mundo. Um dos estresses que
podera ser causado por estas mudancas € o estresse por inundagdo. O excesso de agua
fornece restrigbes para o cultivo do arroz em solos de varzea. A submergéncia de curto
prazo (flash floods) por mais de duas semanas podem causar sérias perdas nos campos de
arroz independentemente do estadio de desenvolvimento do vegetal (IRRI, 2014).

Além disso, outros estresses estao relacionados as perdas do arroz a campo, como € o
caso a toxidez por excesso de ferro. A inundacéo do solo, requerida para o sistema irrigado,
somado a principal caracteristica de solos hidromérficos os quais possuem drenagem
deficiente, torna o ambiente hig)éxico, alterando o pH. Esta alteragcdo de pH promove a
reducdo de dxidos férricos (Fe™) a éxidos ferrosos (Fe?") com consequente elevacdo da
solubilidade e disponibilidade do ion, o que causa diversos problemas na planta
relacionados a toxidez (SCHIMIDT et al. 2013). Frente a estes fatores limitantes ao cultivo
vegetal, as plantas tem desenvolvido mecanismos intrinsecos em diferentes aspectos, tais
como a nivel estrutural, celular e molecular (CHEN et al. 2012).

O estudo em diregdo ao entendimento destes mecanismos de adaptagdo pode ser
facilitado verificando a expressdo de genes envolvidos nesta resposta ao estresse,
fornecendo assim, ferramentas para os programas de melhoramento genético. A técnica de
gRT-PCR é muito utilizada para a quantificagdo da expressdo génica e permite comparar
padrBes de transcricdo genica em diferentes situacdes experimentais (VANGUIDER et al.
2008; PONTON et al. 2011). A normalizagéo dos niveis de expresséo de genes alvo € um
dos principais requisitos nestes ensaios ja que, os niveis de expressédo de genes alvo sdo
calculados em relacdo a controles enddgenos. Sendo assim a selecdo de um gene de
referéncia com expressado estavel € uma etapa critica no sentido de controlar a variabilidade
entre as amostras (DHEDA et al. 2004). Com o intuito de selecionar genes de referéncia
com expressao estavel, este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade do gene
OsEF1-a (elongation fator 1-a) para ser utilizado na normalizagdo da expressédo de genes
alvo responsivos ao estresse por submergéncia e excesso de ferro em diferentes tecidos de
plantulas de arroz.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento, pertencente ao departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia
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Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizadas sementes de arroz irrigado da
cultivar Nipponbare, estas foram alocadas em caixas gerbox com papel germitest e
colocadas para germinar em camara de germinacdo (B.O.D.) a 25°C, fotoperiodo de 16
horas/8horas (luz/escuro) e umidade relativa de 100% por 7 dias, seguindo os critérios
estabelecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). O delineamento
experimental utilizado foi completamente casualizado com trés repeticdes, sendo cada
unidade experimental composta por cinco plantulas.

Para a inducéo de estresse por ferro, plantulas uniformes foram transferidas para tela
de nylon adaptada a tampa de um recipiente com capacidade para 4 L contendo solug&o
nutritiva de YOSHIDA (1976). Os recipientes foram acondicionados em um tanque
hidropdnico, com agua a uma temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo de 16 horas, e
aeracdo permanente. A solugdo nutritiva foi trocada a cada sete dias. As plantulas se
desenvolveram nessas condigdes por 14 dias, quando a plantula estd no estadio de
desenvolvimento V3. Foi entdo realizada a primeira coleta das plantulas no tratamento
controle, sem estresse por toxidez por ferro. Ao restante dos recipientes as plantulas foram
submetidas ao estresse por ferro sendo transferidas para recipientes contendo a solugdo
nutritiva padrdo mais 500mg de sulfato de ferro e permaneceram sob estas condigfes por
12 e 24 horas, até a coleta. O pH foi aferido diariamente. Para a indugdo de estresse por
submergéncia as plantulas foram transferidas para recipientes com capacidade para 2L,
acondicionados em ambiente com fotoperiodo de 16 horas/8horas (luz/escuro), estes
recipientes continham areia e foram regados 2 vezes ao dia com agua e solugdo nutritiva de
YOSHIDA (1976). As plantas permaneceram nestas condig8es por 7 dias. Logo apos, os 14
dias, estadio de desenvolvimento V3, foi realizada a primeira coleta das plantulas
submetidas ao tratamento controle (Oh- sem estresse por hipoxia). O restante dos
recipientes com as plantulas foram submetidas aos tratamentos de estresse, ou seja, as
plantulas permaneceram sob condicéo de submergéncia por 12 e 24 horas, até a coleta. As
amostras de parte aérea e raiz, obtidas na inducdo dos estresses de submergéncia e
excesso de ferro, foram coletadas e acondicionadas em ultra freezer a -80°C até a
realizacdo da extracao de RNA.

As extragbes de RNA foram realizadas em triplicatas biologicas e segundo o protocolo
do reagente TRIzol® (Invitrogen, Califérnia, USA). Para a sintese do cDNA, as amostras de
RNA foram tratadas com DNasel (Invitrogen TM®) para eliminagdo de contaminagdo com
DNA gendmico. Os cDNAs fita simples foram obtidos a partir de 2ug de RNA total, utilizando
o kit SuperScript™Ill First-Strand System for gRT-PCR (InvitrogenTM). Os inicializadores
foram desenhados através do programa Applied Biosystems Primer Express®. Para o0 qRT-
PCR foi utilizado 12,5 pl do kit FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche
Applied Science®) e as reagdes foram realizadas no termociclador ABI PRISM 7500 Fast
(Applied Biosystems®) com trés repeticdes biologicas e trés repeticbes técnicas. A
quantificacéo relativa do gene OsEF1-a foi realizado segundo Braga et al. (2015). Os dados
também foram analisados através de ferramentas do programa Mult Experiment Viewer
(TIGR MeV).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analisar a estabilidade do perfil de expressdo do gene de referéncia OsEF1-
a sob estresse, tecidos de parte aérea e raiz foram analisados. Podemos observar que no
tecido de parte aérea (Figura 1A) ndo houve alteracdes na quantificacdo relativa de
transcritos nos estresses de submergéncia e excesso de ferro bem como entre os
tratamentos aplicados. Os dados sugerem que ndo houve alteragdes na estabilidade de
expresséo do gene OsEF1-a indicando eficiéncia como normalizador para o uso no tecido
de parte aérea.
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Figura 1. Perfil de expresséo do gene constitutivo OSEF1-a analisado nos estresses de submergéncia e
excesso de ferro nos tratemento controle e 12 e 24 horas sob estresse, na parte aérea e raizes de
plantulas de arroz irrigado do gendtipo Nipponbare através da técnica de gRT-PCR e representado por
escalas que variam de 1 — 1.5, utilizando o Mult Experiment Viewer (TIGR MeV). Uma extremidade da
escala representada pela cor cinza claro indica menor nivel de expressao do gene e a outra extremidade
representada pela cor preta indica o maior nivel de expressdo. CGF/FAEM/UFPel, 2015. (A) perfil de
expressdo do gene OsEF1-a no tecido de parte aérea. (B) perfil de expressdo do gene OsEF1l-a em
raizes.

O perfil de expressdo do gene OsEF1-a no tecido radicular (FiguralB) ndo manteve a
mesma estabilidade constatada na parte aérea. Neste caso € possivel verificar que
principalmente no tratamento de 12 horas, sob os estresses de submergéncia e excesso de
ferro, ocorre uma alteragédo na quantificagdo relativa do nimero de transcritos. Entretanto a
variagdo na quantificagdo relativa ndo invalida o uso do gene em tecidos radiculares uma
vez que os valores de estabilidade mantem-se baixos. Embora o gene de controle interno
OsEF1-a venha sendo utilizado frequentemente como gene de referéncia por apresentar
estabilidade, os resultados desse estudo reforcam a necessidade de validar genes de
referéncia para diferentes tipos de tecidos mesmo quando submetidos as mesmas
condi¢gBes experimentais.

CONCLUSAO

O gene OsEF1-a apresentou estabilidade como gene de referéncia nos estresses
de submergéncia e excesso de ferro bem como para os tecidos de parte aérea e raiz.
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