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INTRODUCAO

Estresses bidticos e abibticos sédo responsaveis pela limitagdo da produtividade e da
qualidade da produgdo agricola. O arroz (Oryza sativa L.) sofre com diversos estresses,
entre eles a deficiéncia de oxigénio pela submergéncia das plantulas poucos dias apds a
semeadura.

A falta de oxigénio devido a condicdes como a submergéncia € um dos maiores
estresses abibticos dentre os quais as plantas sdo submetidas. Tal estresse costuma
reduzir a produtividade das culturas, pois, devido a limitada disponibilidade de oxigénio para
a fosforilagdo oxidativa, ocorre uma crise energética, ou seja, uma diminuigdo na quantidade
de ATP produzida (GIBBS e GREENWAY, 2003; BAILEY-SERRES e VOESENEK, 2008)
trazendo diversas consequéncias para o metabolismo celular primario com reflexos no
secundério (FUKAO e BAILEY-SERRES, 2004).

Apesar de saber da existéncia de formas de adaptagdo através da regulacdo da
atividade génica em niveis de RNA e proteinas, muitos dos mecanismos moleculares de
resposta a anoxia, ainda sao pouco entendidos (OTSUKA et al., 2010).

Dentre os genes que estdo relacionados a resposta e tolerancia vegetal a estresses
ambientais, incluindo o estresse por submergéncia, destacam-se alguns membros
pertencentes a familia ERF (Ethylene Response Factors) (LASANTHI-KUDAHETTIGE et al.,
2007; MIZOI et al., 2012; VOGEL et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Esta familia tem sido
empregada em estudos comparativos entre diferentes genétipos submetidos a estresse por
submergéncia (LASANTHI-KUDAHETTIGE et al., 2007). Sabendo-se da importancia deste
tipo de experimento, espera-se que estudos mais aprofundados possam retornar
informacgdes relevantes sobre genes que, por ter uma regulagdo diferenciada, confiram
maior capacidade adaptativa a determinados gendtipos.

Considerando-se a possibilidade de que gendtipos de arroz de diferentes niveis de
toleréncia a submergéncia tenham a transcricdo de ERFs regulada diferencialmente e que
tal diferenga possa ter relagdo adaptativa ao estresse em questdo, objetivou-se neste
trabalho encontrar diferencas de expressdo de trés ERFs quando comparando duas
diferentes cultivares de arroz, as quais tém diferentes niveis de sensibilidade ao
encharcamento: Nipponbare (cultivar de arroz irrigado) e Bonanca (cultivar de arroz de
sequeiro).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Gendmica e Fitomelhoramento da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas. Plantulas de arroz das
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cultivares Nipponbare e Bonanga, germinadas durante 15 dias, foram transferidas para
potes de vidro e submetidas a estresse por hipoxia (submergéncia) e anoxia (N) durante 24
e 72 horas.

As plantulas tiveram sua parte aérea removida e macerada para quantificacdo da
expressdo transcricional de trés ERFs (AK105991, AK108830 e AK067313). Extraiu-se o
RNA de acordo com o protocolo do PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen™)e para a
sintese de cDNA utilizou-se o kit comercial SuperScript™ [l First-Strand Synthesis System
for RT-PCR (Invitrogen™). Para quantificacdo da expressao transcricional utilizou-se o
reagente SYBR® Green Master Mix (Applled Biosystems®) em aparelho 7500 Fast
RealTime PCR System (Applied Biosystems®). O CT (Cycle Threshold) foi calculado na
reacdo de PCR exponencial, e dele obteve-se o nivel de expressdo relativa (QR —
Quantificagdo Relativa) pela formula QR = 27*2°T, O gene constitutivo utilizado na reacao foi
o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a gPCR foram: AK105991 F:
GCACACACCAGATCGCATCCTC/R: GGTTCGAGCGCTTTCATGAGCT; AK108830 F:
GGCAAGTGGGTGTCGGAGATCA/R: CAGCCAGATGCGCGACTTCTTC; AK067313 F:
TGCTCCGTGCAAGTGAGGAAGA/R: CAGCGATTGAATCAGGGCCATC; AK064960
(GAPDH) F: AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT/R: CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT.

Os resultados foram expressos em QR em gréaficos de barras. A andlise estatistica foi
realizada no programa R (R TEAM, 2013) com o pacote agricolae (MENDIBURU, 2013)
utilizando-se o teste de comparagéo multipla de médias de Tukey (0=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de expressédo para os diferentes tratamentos séo exibidos na figura 1.
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Figura 1. Quantificac@o Relativa (QR) de transcritos para plantulas das cultivares Nipponbare
e Bonanga em estresse por hipoxia e anoxia durante 24 e 72 horas. Barras seguidas de
letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Pela avaliacdo de gPCR, percebe-se que a cv. Bonanga apresentou maior acumulo de
transcritos de ERFs frente aos diferentes estresses. Tal resultado indica que, provavelmente,
se trata de uma resposta a danos causados por esse estresse, e ndo por uma indugéo de
mecanismo de tolerancia, tendo em vista que se trata de uma cultivar ndo tolerante ao
encharcamento. E sabido que ERFs sdo0, em alguns casos, respostas priméarias a acgéo de
agentes estressores, mas isso nem sempre é regra. Por exemplo, ao se induzir um estresse
pode ocorrer aumento na producgdo de etileno, e esse hormdnio pode atuar na ativagéo ou



repressdo de ERFs. Porém, a acdo dos agentes estressores pode agir diretamente na
transcricdo de muitos outros genes, sejam eles fatores de transcricdo ou ndo (LASANTHI-
KUDAHETTIGE et al., 2007).

Andlises de microarranjo demonstram que genes que codificam fatores de transcri¢éo se
mostram diferencialmente expressos em arroz de sequeiro submetido a estresse por seca
utilizando polietilenoglicol. Além desta constatagdo inicial, os mesmos pesquisadores ainda
sugerem que tais genes mais expressos em arroz de sequeiro possam contribuir para um
aumento de tolerancia a seca em cultivares irrigadas bem como outras espécies intolerantes
a tal estresse (WANG et al., 2007).

Genes responsaveis por transducéo de sinal séo diferencialmente expressos em arroz de
sequeiro submetido a estresse por seca (GAO et al., 2009). Sabe-se que ERFs tém papel na
tolerancia vegetal a estresse por seca (QUAN et al., 2010) e que estes podem ainda mediar
um crosstalk entre tolerancia a seca e submergéncia (FUKAO et al., 2011).

Trabalhos futuros utilizando técnicas como transgenia, poderdo demonstrar se os ERFs
expressos em maior quantidade durante as primeiras 24 horas de hipoxia na cv. Bonanga,
tém mesmo relagdo com danos ja causados, ou se 0s mesmos possuem alguma fungao
particular em uma tentativa de adaptacéo da planta a condi¢cGes de estresse. De qualquer
forma, o padrdo extremamente variavel de resposta destes genes aos diferentes estresses
testados nas duas diferentes cultivares, ndo parece indicar nenhum candidato em especial a
participacdo na adaptacdo do vegetal a condigbes de submergéncia, nem mesmo nos
possibilita apontar um fator determinante para regulagdo de sua expressdo. A avaliacdo da
expresséo transcricional dos genes testados em diferentes gendtipos, diferentemente do que
ocorreu nos trabalhos anteriormente citados, nédo foi um método eficiente na identificacéo de
genes candidatos a maiores estudos visando a tolerancia ao estresse por deficiéncia de
oxigénio.

CONCLUSAO

A resposta transcricional dos ERFs testados é mais intensa na cultivar Bonanga,
especialmente as 24 horas de hipoxia. Assim, pode-se dizer que foram encontradas
diferencas de expressédo entre as cultivares, mas ndo é possivel estabelecer uma relagao
entre a resposta transcricional destes genes e uma maior adaptagdo da cultivar Nipponbare
as condicOes de deficiéncia de oxigénio.
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