Genes Induzidos por Aluminio em Apices de Raizes de uma Previous Top
Cultivar de Arroz Tolerante Next
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Introducgéo

A toxidez pelo aluminio (AI¥*) é um dos principais fatores que limitam a produtividade
agricola em solos &cidos no Brasil. A maioria das plantas cultivadas sdo sensiveis a
toxidez de aluminio sob as condi¢Bes dos solos tropicais, que inibe o crescimento
radicular e reduz a absorcdo de agua e nutrientes do solo, comprometendo a
produtividade das culturas (Kochian, 1995). Durante o processo evolutivo, as espécies
vegetais desenvolveram diferentes mecanismos de adaptacdo a toxidez deste metal,
ocasionando também diferentes niveis de tolerancia. Dentre os mecanismos pelos quais as
plantas toleram o AI3+, incluem a capacidade de algumas espécies em excluir o AR+ do
apice radicular (Silva et al., 2000) ou impedir a sua penetragdo nas raizes, quer pela
producéo de mucilagem (Miyasaka e Hawes, 2001), quer pela alcalinizagdo da rizosfera,
que torna o AR* insollvel. A exsudacdo de &cidos organicos de baixo peso molecular
pelas raizes é outro mecanismo que confere tolerncia a fitotoxidade deste metal (Rengel,
1996). Apesar da importancia desse estresse, 0s mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e
moleculares responsaveis pela tolerancia a toxidez de AR+ em plantas sdo ainda pouco
entendidos (Delhaize e Ryan, 1995). Assim, a identificacdo dos genes induzidos por esse
estresse pode ajudar na elucidacdo de tais mecanismos.

Dentre as gramineas, 0 arroz (Oryza sativa) é uma espécie que se destaca por apresentar
tolerancia relativamente elevada ao aluminio téxico, podendo ser considerada uma fonte
de genes e alelos importantes para aumentar o patamar de tolerancia a esse estresse. O
seqlienciamento completo do genoma do arroz aliado a colinearidade existente entre 0s
genomas das gramineas (Gale e Devos,1998) amplia as possibilidades de utilizacdo das
informacdes existentes e facilita 0 ancoramento dos genes identificados entre as espécies
relacionadas com o milho e sorgo. O objetivo deste trabalho foi identificar genes
induzidos pelo aluminio no apice radicular de uma cultivar de arroz tolerante a toxidez de
aluminio, utilizando a técnica de hibridizacdo subtrativa seguida de PCR supressivo.

Material e Métodos



Sementes da cultivar CNA 6558-Fernandes foram germinadas em condigdes assepticas
por 5 dias, selecionadas por uniformidade e cultivadas em solugéo nutritiva por 24h
(Magnavaca 1982). Apos este periodo, renovou-se a solucdo nutritiva e metade das
plantas passou a ser cultivada em presenca de 555 uM de AICls. A outra metade foi
cultivada sem o ABR*. Apds 1 hora de estresse, 0s apices das raizes foram coletados e
utilizados para extracdo dos RNAs mensageiros (RNAm), dos quais foram produzidas as
bibliotecas de cDNAs "testadora” e “controle”, segundo a técnica de hibridizagdo
subtrativa e PCR supressivo (Diatchenko et al.,1996).

Para a extragdo do RNAm utilizou-se o "Kit Quickprep micro RNAm purification”
(Amersham Biosciences) e as bibliotecas de cDNA foram obtidas utilizando o PCR-
Select™ cDNA Subtraction Kit (Clontech Laboratories), conforme instrugdes dos
fabricantes. Os produtos da segunda amplificacdo por PCR, obtidos das reacdes de
subtracdo direta, foram clonados no vetor PCR 2.1 TOPO, utilizando-se o "Kit TOPO
TA Cloning for Sequencing” (Invitrogen) e transformados em Escherichia coli. O DNA
plasmidial das colénias selecionadas foi extraido pelo método de lise alcalina (Sambrook
et al., 1989) e digerido com Eco RI para comprovacgédo da presenca de insertos. As
reacOes de sequenciamento foram realizadas com o kit "Big Dye Terminator™ v. 3.1
(Applied Biosystems) de acordo com recomendacdes do fabricante e analisadas no
sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram
processadas e comparadas com sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa BlastN (Altschul et al., 1997).

Resultados e Discussdo

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos em cada uma das etapas da técnica, incluindo
0s RNAs totais e mensageiros, cDNAs e os fragmentos amplificados, representando 0s
tratamentos das plantas com e sem AIR*. Os clones das bibliotecas de cDNA foram
sequenciados, e as seqliéncias foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank.
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Os clones que apresentaram similaridade de seqiiéncia com genes conhecidos foram
classificados em cinco classes distintas, estando envolvidos na estrutura celular (46%), na
regulacdo da expressao génica (17%), em estresses multiplos (8%), no metabolismo (8%)
e no transporte celular (8%) (Figura 2). A busca por possiveis mecanismos de acdo destes
genes foi realizada e genes ligados a mecanismos de protecdo ao estresse oxidativo foram
observados em arroz ap06s 1 hora de estresse sob aluminio. Foram também identificados
genes ligados a sintese de horménios, manutencdo da integridade da parede celular,
organizagdo do citoesqueleto e um transportador mitocondrial de fosfato. Por outro lado,
ndo foram identificados clones com similaridade de seqliéncia aos genes envolvidos na
sintese de &cidos organicos.
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Dentre os clones seqiienciados, 13% ndo mostraram similaridade com os dados do
GenBank, sugerindo que eles podem representar novos genes que ainda ndo foram
descritos na literatura. Portanto, é possivel que existam, nesta linhagem de arroz,
mecanismos de tolerancia ao aluminio ainda desconhecidos. A comprovacao do
envolvimento dos genes ja descritos e a identificacdo de novos genes certamente
contribuirdo para incrementar os conhecimentos acerca dos mecanismos de tolerancia ao
aluminio em arroz e em outras gramineas como milho e sorgo. Adicionalmente, tais genes
poderdo ser incorporados aos programas de melhoramento, utilizados na piramidagéo de
mecanismos e em eventos de transformacao genética para elevar o patamar de tolerancia
entre as gramineas cultivadas.
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