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Introducao

Uma das principais limitagbes a producéo vegetab @iso agricola dos solos
acidos é a toxidez do aluminio (Al), que limitarescimento vegetal em solos com pH
< 5,5. Um importante mecanismo fisiologico de ta@mia ao aluminio em plantas
consiste na atividade de transportadores de memlgae promovem a liberacédo de
acidos organicos do apice radicular, que é o londe o Al exerce efeitos fitotoxicos.
Uma vez na rizosfera, os acidos organicos formamptexos estaveis e ndo toxicos
com fons Al" (KOCHIAN et al., 2015).

Em sorgo, o gen&MATE codifica uma proteina transportadora da familia
MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion Family), que confere tolerancia a Al
por meio da liberacdo de citrato ativada por Al apges radiculares (MAGALHAES
et al., 2007). Variacbes na sequéncia da regiadicamte do geneSOMATE nao
explicaram a tolerancia diferencial ao Al entrénéigens de sorgo tolerantes e sensiveis
ao metal. Por outro lado, a expressdo do g8MATE foi correlacionada com a
tolerancia ao Al, sugerindo que a tolerancia é amiamente condicionada pela
regulacdo transcricional do geSsMATE (MAGALHAES et al., 2007). No entanto,
linhagens isogénicas (NILs), geradas a partir td@gnessao assistida por marcadores
do locoAltss (que conténo geneSbMATE), apresentaram uma reducéo na tolerancia ao
Al gquando comparadas aos parentais doadores. Esssferéncia incompleta da
tolerancia ao Al para as NILs foi coincidente comaureducdo da expressao do gene
SMATE, sugerindo a atuacdo de locos regulatorios atuamidrans no gene de
tolerancia (MELO et al., 2013).



Trabalhos prévios levaram a identificacdo de datsrés de transcricdo que
podem regular a expressdao do gef8MATE, denominados debTFl e SHTF2
(publicacdo em preparagao).

Como parte de uma caracterizacdo inicial, foramlizetas andlises de
expressao génica temporal desses transfatoregesenga e na auséncia de Al. Assim, o
presente trabalho descreve a padronizacdo daseeeal® PCR quantitativo para

avaliacao dos perfis de expressao génica dos §omesd e SOTF2.

Material e Métodos

Duas linhagens tolerantes ao Al (SC566 e SC283)as densiveis (BR012 e
BRO07) foram utilizadas como material genético eesabalho. A exposicdo das
plantulas ao aluminio foi feita em solucdo nutatsontendo O ou 2jdM de atividade
de AP*, conforme descrito por Caniato et al. (2011). Raaaalise de expressdo génica,
cada unidade experimental consistiu de 21 apiagisulares coletados apos cinco dias
de exposicdo ao Al. ApGs a coleta, os apices farediatamente congelados em N
liguido. O RNA total foi extraido com auxilio dot IRNEasy Plant Mini Kit (Qiagen),
de acordo com as recomendacdes do fabricante,ndiftqpealo por espectrofotometria.
A integridade das amostras de RNA foi verificada ipeio de eletroforese em gel de
agarose 2%. O cDNA foi sintetizado a partir deg2de RNA total utilizando o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Bidsyss), também de acordo com
as recomendac0Oes do fabricante. A padronizacaoedagdes par&TF1l e SOTF2 e a
obtencéo do perfil de expressao do g8bRIATE foram conduzidos no equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System com sistema degd@tdraseado em SYBR Green.
Para os geneéoTF1 e DTF2, as reagdes foram realizadas utilizando 2,5 praadadia
primer e célculo de eficiéncia foi realizado porionge curva padrao de quatro pontos e
um fator de diluicdo de 10X. Para o perfil de espé® do gen8MATE, as reacdes
foram conduzidas como descrito por Melo et al. 80D gene de referéncia utilizado
foi 0 18S ribossomal e a expressdo génica rel&ivealculada conforme o método 2
AACL(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando-se trés rejiges técnicas por amostra.

Resultados e Discusséo
Para as reacbes de PCR quantitativo, o RNA total @uces radiculares
coletados apoés cinco dias de exposicdo ao Al fimaido e visualizado sob eletroforese



em gel de agarose. O perfil demonstrou que todasmastras estavam integras e em
boa concentracdo (Figura 1). Apds a sintese de ¢2Ngerfil de expressdo do gene
SOMATE foi obtido, mostrando que a exposi¢ao ao Al indwiziexpressdo debMATE

na linhagem tolerante e a reprimiu nas linhagensigeis (Figura 2).
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Figura 1. Andlise de integridade das amostras de RNA obt@apartir de apices
radiculares das linhagens SC566 (1 e 2), SC2834)3eeBR012 (5 e 6) e BR0O0O7 (7 e
8). Canaletas impares: amostras com —Al. Canglatas: amostras com +Al.

300 -
o-Al

[\~]

o

(=]
1

u+A|

Expressao Relativa
> o o
=] =] =]

[y
(=]
1

0 — I —
SCH66 BRO12 BROO7

Figura 2: Perfil de expressao do geSBMATE na linhagem tolerante SC566 e nas
sensiveis BR012 e BRO07 5 dias de exposicdo aoOAeé (27 uM). As barras
representam o desvio padrdo das médias da expretstiva (RQ) obtidas por gPCR.

Esse perfil de expressao foi semelhante ao obtiddviagalhdes et al. (2007) e
Melo et al. (2013), o que evidencia que o expertmén realizado em boas condi¢oes
e 0 processamento das amostras foi feito de fodequeda e eficiente.

ApoOs essa confirmacgao, ensaios de curva padram fiiralizados para os genes
DFT1 e SOFT2. As curvas foram feitas em quatro pontos a paeiruma diluicdo

seriada (10X). A especificidade de cada reacdoateissada através das curvas de



melting. As curvas padrao mostraram uma eficiéncia dedoede 90,75% e 108,28%
para FT1 e SOFT2, respectivamente (Figura 3a e 3b). Reacdes cooémfia
variando entre 90 a 110% sao consideradas preg#sasrealizacdo de quantificagao
relativa da expresséo génica, ja que a premisspel@ quantidade de produto dobra a
cada ciclo, assumida no desenvolvimento do métatf§'2é real quando se obtém

reacdes com eficiéncia proximas a 100% (BUSTIN.eR609).
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Figura 2: Curvas padrao obtidas para os geS8efFl (a) e SbTF2 (b) mostrando
eficiéncias de reacéo de 90,757 e 108,288, respentnte.

Além da eficiéncia, outro fator importante é a effpgdade da reacdo. Para que
se tenha uma quantificacdo precisa € necessariseqgaranta que somente o produto
do gene alvo seja amplificado. A partir das cud@selting obtidas para os dois genes
de interesse foi possivel verificar a ocorrénciaugtepico Unico (Figura 4a e 4b), o que

significa que cada reagéo é especifica para odgirgeresse.
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Figura 4. Curvas damelting obtidas para os gen&TF1 (a) e TF2 (b) mostrando

qgue cada reacao é especifica para o gene de ggeres



Concluséo

Os resultados obtidos a partir das condi¢cbes dghoetestadas no permitem
garantir que essas condicbes podem ser utilizamtasseguranga para a caracterizacao
acurada do perfil de expressao dos g&hed 1 e FT2. Essas analises fardo parte da
caracterizacao funcional e molecular detalhadaedegsnes que é fundamental para o

completo entendimento dos seus papéis nos mecandetolerancia ao Al em sorgo.
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