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Resumo

Os objetivos deste trabalho foram quantificar a expressao diferencial do gene
ALMT1 associado a tolerancia ao aluminio nas linhagens de trigo L 01 e L 14
(tolerante e sensivel, respectivamente) pertencentes ao Programa de Melhoramento
da UEPG, assim como verificar o periodo no qual ocorre a maxima expressédo do
gene apés a exposicdo ao Al. As linhagens de trigo foram expostas a solucdo
minima contendo 4 mg L de Al pelos periodos de 0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas.
Em seguida, foi realizada a extracdo do RNA total de cada linhagem, seguido da sua
conversdo em cDNA, a partir dos quais foram realizados os ensaios de RT-qPCR.
Os resultados revelaram que a linhagem L 01 (tolerante) ap6s curto periodo
apresentou expressado do gene ALMTL, obtendo pico de expressao génica com 6 h
de exposicao ao Al. Os resultados demonstraram que a expressao é regulada pela
presenca do aluminio, sendo que a partir de 1 hora de exposi¢cao ao Al foi possivel
observar aumento na expressado do gene de tolerancia ao aluminio na linhagem LO1.

Introducao

No Brasil, uma das principais limitacdes da producao do trigo esta relacionada
a ocorréncia dos solos acidos. Neste solo o pH fica abaixo de 5,5, ocorrendo a
solubilizacédo do aluminio trivalente (AI**) que é facilmente absorvido pelas raizes e
téxico as plantas (SILVA et al., 2018).

O trigo € uma das espécies mais sensiveis ao efeito téxico do Al e o uso de
genaotipos tolerantes € uma alternativa para o cultivo em solos com alta saturacao
por Al (SILVA et al., 2018). Neste sentido, entender os mecanismos de tolerancia ao
Al para o desenvolvimento de gendétipos tolerantes tem sido uma importante
estratégia nos programas de melhoramento (HARTWIG et al., 2007).

No trigo, o malato é o acido organico apontado como o principal mecanismo
de tolerancia ao Al. Sasaki et al. (2004) isolaram e caracterizaram o gene ALMT1
(Aluminum Malate Transporter 1) em genotipos de trigo, responsavel por codificar
uma proteina de membrana expressa na presenca do Al que facilita o efluxo de
malato, que atua quelando o Al e desintoxicando as células, conferindo tolerancia a
planta (BOFF, 2006; ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

A técnica de PCR em tempo real tem sido promissora em pesquisas que
relacionam genes de interesse em plantas expostas a estresses abidticos, podendo
ser usada para avaliar a expressdo de genes relacionados com a tolerancia ao Al
em trigo (QUEIROZ, 2010). Neste sentido, os objetivos desse trabalho foram
quantificar a expressdo diferencial do gene ALMT1 em gendtipos de trigo
contrastantes para a tolerancia ao Al e determinar o periodo apds a exposi¢ao ao Al
onde ocorre a expressao maxima do gene ALMTL.
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Material e Métodos

Foram avaliadas as linhagens de trigo L 01 e L 14 (tolerante e sensivel ao Al,
respectivamente), pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético de Planta
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Ap6s a germinacdo das sementes em camara de germinagdo, foram
selecionadas 12 plantulas de cada linhagem e acondicionadas em bandejas de
poliestireno expandido, as quais foram depositadas sobre a solugcédo tratamento
composta de 40 mg L de Ca?* + 4 mg L de AP**, mantida com aeracéo constante e
pH entre 4,2 a 4,5. As raizes das plantulas foram expostas a solugdo minima com
aluminio por periodos de 0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas.

Apbés o periodo de exposicdo de cada tratamento, as raizes foram
fragmentadas com nitrogénio liquido e o RNA total foi extraido utilizando o kit
RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Helthcare UK Limited), de acordo com o
protocolo do fabricante. Para a sintese dos cDNAs, aproximadamente 1,5 ug de
RNA total foi submetido a transcricdo reversa através do kit comercial GoScript™
Reverse Transcription Mix, seguindo as recomendacdes técnicas do fabricante.

A quantificacdo do RNA total foi realizada no espectrofotometro Eppendorf
BioPhotometer D30. Para visualizar a integridade do RNA total foram alicotados 2,0
ML do RNA extraido acrescido de tampéo de carregamento e corante GelRed na
proporcao de 1:1. As amostras foram aplicadas em gel de agarose a 1% a 50 V por
1:30h. A integridade do RNA foi visualizada através do equipamento Alphalmager
HP System.

A analise da expressdo génica foi realizada por ensaios de qRT-PCR no
equipamento AriaMx Real Time PCR System (Agilent®). Para a amplificacdo do
transcrito do gene ALMT1 foram utilizados os primers forward 5-CGTGAAAGCAG
CGGAAAGCC-3’ e reverse 5-CCCTCGACTCACGGTACTAACAACG-3' e como
controle interno foi amplificado o gene da Tubulina através dos primers forward 5'-
TGGGATGCCAAGAACATGATG-3 e reverse 5-AACATGGCCGTGAACTGCTCGC-
3’ (SASAKI et al., 2004).

Para a amplificacdo foram utilizados: SYBR® Green Master Mix 1X, 10 uM dos
primers, 2 uL de cDNA (10 ng pyL?) de cada amostra e agua para completar 20 pL de
reagdo. A ciclagem consistiu de: 10 min a 95°C e 40 ciclos de: 15 s a 95°C, 30 s a
64°C e 30 s a 72°C. A curva de dissociacdo foi composta pela seguinte
programacao: 1 min a 94°C, 30 s a 55°C e 10 s a 94°C. Os niveis de expressao
diferencial de cada gene foram calculados através do método ddCT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) através do programa GenEx Enterprise.

Resultados e Discusséo

A quantificacdo da concentracdo do RNA total extraido, evidenciou amostras
com gquantidade adequadas e concentracdes variando de 92,8 a 349,0 ng puL*. A
relacdo de absorbancia A 260/280 apresentou variacdo de 1,82 a 2,98, indicando
baixa contaminacdo por proteinas e a relagdo A 260/230 variou de 1,26 a 4,03,
indicando baixa contaminagdo por polissacarideos e polifendis nas amostras de
RNA total extraidas.

Através da corrida eletroforética em gel de agarose 1% confirmou-se a
integridade do RNA total extraido das 16 amostras (Figura 1).

O padréao de expressao do gene ALMTL foi verificado através da técnica de

PCR quantitativa em tempo real (Figura 2). O tempo de 0 horas de exposi¢cédo ao Al
foi utilizado como controle experimental, sendo confirmada que a expressao do gene

’ Universidade
UzPG =2 ISSN 1676-0093 propesp



LV
/N

°
XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
‘ V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

ALMTL1 é regulada pela presenca do aluminio, havendo aumento da expresséo a
partir de 1 hora de exposigéo ao Al. De 1 a 6 horas observou-se maior expresséo do
gene na linhagem tolerante L 01, atingindo pico de expresséo no periodo de 6 horas
de exposicdo. A partir de 24 horas de exposicdo, houve um incremento de
expressdo na linhagem sensivel L 14. Com 48 h de exposicdo, ocorreu uma
inversdo na expressdo do gene ALMT1 das linhagens de trigo, sendo que a L 14
(sensivel) apresentou um pico de expressao do gene ALMT1 em relacéo a linhagem
L 01 (tolerante) (Figura 2).

Resultados semelhantes foram relatados por Gou et al. (2007), em duas
linhagens de trigo contrastantes para a tolerancia ao Al. Os autores identificaram a
expressao de varios genes nos genaotipos submetidos ao Al por diferentes periodos
de tempo, sendo que o0 gene ALMT1 apresentou a maior expressao em relacdo aos
demais. Os autores observaram que o nivel de expressao do gene ALMT1 foi maior
na linhagem tolerante e aumentou significativamente entre 3 e 6 horas de exposi¢cao
ao Al, mas sugerem que os resultados poderiam indicar que a tolerancia ao Al seria
co-regulada por multiplos genes com diversas fungoes.

Figura 1. Visualizagdo do perfil eletroforético do RNA total extraido das linhagens L 01 (tolerante) e L
14 (sensivel) ao aluminio nos diferentes tempos de exposi¢do ao Al (0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48h) antes
do tratamento com a enzima DNAse, em gel de agarose 1%. “M” marcador de 100 pb. Ponta Grossa,
20109.
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Figura 2. Expresséo relativa do gene ALMT1 nas linhagens LO1 e L14, em fungdo do periodo de
exposicdo ao Al (0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48h). Ponta Grossa, 2019.
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E possivel observar que a linhagem tolerante L 01 apés um curto periodo de
exposicao ao Al, cerca de 1 hora, apresentou maior expressao do gene ALMT1 em
relacdo a linhagem sensivel, sugerindo maior eficiéncia na velocidade de inicio da
expressao do gene quando em contato com o fator estressante. Entretanto, apos 48
horas de exposicéo a linhagem sensivel L 14 apresentou um pico de expressdo do
gene ALMT1, mas apesar disso o periodo em contato com o Al com baixa expressao
do gene pode ser suficiente para causar danos nas raizes das plantulas. Resultados
semelhantes foram relatados por Sasaki et al. (2006) ao estudarem o gene ALMT1 e
sua relagcdo com a tolerancia ao aluminio em 34 linhagens de trigo. Neste trabalho
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os autores demonstraram que sete linhagens apresentaram baixa correlacédo entre a
expressdo do gene ALMTL1 e a tolerancia ao aluminio

Ao medir o efluxo de malato ativado pela presenca do Al e comparar com a
expressao do gene (SASAKI et al.,, 2006), verificaram que o efluxo do malato foi
altamente correlacionado com a tolerancia ao Al, mas pouco correlacionado com a
expressdo de ALMT1. Segundo os autores, esses resultados sugerem que ha algum
fator além do nivel de expressédo do gene ALMTL1 envolvido no controle de efluxo de
malato, porque linhagens relativamente sensiveis ao Al apresentaram niveis
elevados de expressdo do gene de tolerancia ao Al.

Os resultados encontrados nesta pesquisa sugerem a possibilidade de haver
outros genes envolvidos na tolerancia ao Al em trigo, como, por exemplo, o gene
TaMATE (Triticum aestivum Multi-drug and Toxic Extrusion), o qual é responsavel
pela ativacdo de transportadores da membrana que mediam o efluxo de citrato no
apice das raizes. Dessa forma, verifica-se que € de extrema importancia aprofundar
a pesquisa cientifica a respeito da tolerancia ao Al nestas linhagens de trigo do
programa de melhoramento genético da UEPG envolvendo a expressdo de outros
genes de tolerancia ao aluminio.

Conclusdes

A linhagem L 01 (tolerante) apresentou expressdo do gene ALMT1 em um
curto periodo de exposicdo em relacdo a linhagem L 14 (sensivel).

O pico de expressao do gene ALMT1 na linhagem L 01 ocorreu apés 6 horas
de exposicdo ao Al.
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