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1. INTRODUÇÃO 
 

Considerado um dos cereais mais importantes do mundo, o arroz (Oryza 
sativa L.) é cultivado e consumido em todos os continentes, ocupando posição de 
destaque do ponto de vista social e econômico, por isso, sua produção tende a 
ser cada vez mais aperfeiçoada, objetivando maior qualidade e produtividade 
(FAO, 2013). 

O estresse salino é um dos principais fatores abióticos que causam perdas 
acentuadas na produtividade das culturas. A tolerância do arroz a salinidade varia 
conforme o estádio de desenvolvimento, sendo os períodos de plântula e 
reprodutivo os mais críticos (DJANAGUIRAMAN et al., 2003). Dentre os principais 
danos causados pelo estresse salino, a nível celular, destacam-se os distúrbios 
na membrana plasmática, sendo seus efeitos manifestados por alterações na 
permeabilidade, na composição lipídica, potencial elétrico e atividade de enzimas 
e proteínas ligadas à membrana (PANDA; KHAN, 2009). 

As proteínas LTPs (“Lipid Transfer Proteins”) compõem uma família também 
descrita como “Alpha-Amylase Inhibitors” (AAI), “Lipid Transfer” (LT) e “Seed 
Storage” (SS). Uma das funções importantes que tem sido atribuída a essas 
proteínas é o seu envolvimento em diferentes estresses abióticos (JANG et al., 
2002).  Genes que codificam proteínas LTPs foram diferencialmente regulados 
por várias condições ambientais, tais como temperatura elevada (OSHINO et al., 
2007), estresse por frio (HWANG et al., 2005), estresse salino (CHOI et al., 2008) 
e estresse por metais pesados (GUO et al., 2007). 

Consequentemente, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão 
diferencial de 11 genes que codificam membros da família de proteínas LTP1 em 
uma cultivar de arroz tolerante e uma sensível, submetidas ao estresse salino. 
 

2. METODOLOGIA 

 
A identificação in silico de possíveis genes LTPs1 de arroz foi  feita a partir 

das informações contidas no banco de dados de famílias gênicas Phytozome 
v.9.1, sendo selecionadas apenas as sequências de proteínas anotadas com o 
domínio HMMPfam PF00234 (plant lipid transfer/seed storage/trypsin–alpha 
amylase inhibitor). As sequências de aminoácidos foram então alinhadas no 
banco de domínios conservados de proteínas CDD (Conserved Domains and 
Protein Classification) a fim de verificar se continham o motivo conservado de oito 
resíduos de cisteína, característico de proteínas LTPs. 

Sementes de arroz (Oryza sativa L.) dos genótipos BRS Bojuru (tolerante 
ao sal) e BRS Ligeirinho (sensível ao sal) foram germinadas e transferidas para 
potes plásticos contendo areia como substrato e mantidas em casa de vegetação. 



 

Ao atingirem o estádio de desenvolvimento V4, as plantas foram submetidas à 
irrigação alternada, com solução nutritiva de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 
1938) e água contendo NaCl na concentração de 150 mM (100 mL/pote). Foram 
realizadas cinco coletas com intervalo de 24 horas. O delineamento experimental 
foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 5  (2 genótipos x 5 tempos de 
exposição ao sal, com 3 repetições biológicas por tratamento). 

O RNA total foi extraído com o reagente Plant RNA Reagent Purilink 
(Invitrogen®) e o cDNA fita simples  sintetizado por transcrição reversa utilizando  
o Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-qPCR (Invitrogen®). A 
partir das sequências nucleotídicas retiradas dos AKs, os primers foram 
desenhados com o auxílio dos softwares PRIMER EXPRESS V 3.0, BioEdit v7.0 e 
PerlPrimer v1.1.21.  

A especificidade e curva padrão de eficiência dos primers foram avaliadas 
para cada genótipo. A especificidade foi observada a partir da existência de um 
pico único na curva de melting e a eficiência (E) foi obtida a partir de quatro 
diluições seriadas de cDNA (1:1; 1:5, 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrão de 
cada par de primer testado. Foram selecionados os primers que obtiveram valores 
de eficiência entre 1,8 e 2,2, o que corresponde a uma eficiência da reação entre 
90-110%.  

As reações de RT-qPCR foram realizadas com o fluoróforo SYBR Green 
(Applied Biosystems®), sendo estas realizadas com triplicatas biológicas e 
técnicas. Utilizou-se como normalizador interno da reação o gene UBQ10 
(AK101547). A quantificação relativa da expressão (QR) foi feita utilizando o 
“método de comparação de CT” (comparative threshold cycle method) (LIVACK; 
SCHMITTGEN, 2001), utilizando-se a equação QR = 2-∆∆CT.  

Com base nos valores de quantificação relativa (QR) foram feitas análises 
de similaridade e agrupamento, a fim de agrupar os genes LTPs com respostas 
de expressão mais semelhantes. A similaridade foi estimada através da Distância 
Euclidiana (rotina proc distance), enquanto que para o agrupamento foi utilizado o 
método UPGMA (proc cluster) do software estatístico SAS. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A partir dos resultados obtidos, observou-se que o gene LTP7 apresentou 

um aumento de expressão de 19,01 às 96h horas de estresse na cultivar 
tolerante, quando comparado com uma expressão de 9,04 no genótipo sensível 
(Figura1). Já o gene LTP10 apresentou alto valor de expressão, 70 vezes mais, 
às 96 horas de estresse, na cultivar BRS Ligeirinho quando comparado com o 
tratamento controle. Na cultivar BRS Bojuru esse mesmo gene manteve um 
padrão de expressão mínimo durante todos os tempos de exposição ao estresse 
salino. As respostas de expressão de um mesmo gene frente ao estresse podem 
variar amplamente em função do estádio de desenvolvimento, tecido ou órgão, 
tipo e intensidade de estresse, bem como do genótipo. Neste sentido, TAPIA et al. 
(2013) observaram que, em Lotus japonicus, submetidos a estresse por seca, a 
expressão do gene LTP10 foi induzida em folhas e caules, porém foi reprimida em 
raízes.  



 

Figura 1- Dendrogramas e heatmap resultantes da análise de agrupamento dos 
genes LTPs com base nos valores de quantificação relativa (QR) para os 
genótipos BRS Bojuru (A) e BRS Ligeirinho (B). 

 
Os genes LTP26, LTP23 e LTP18 apresentaram aumento de expressão 

tanto no genótipo sensível quanto no tolerante, porém com níveis de expressão e 
tempos de resposta diferenciados entre os genótipos. Resultados semelhantes 
foram obtidos por WANG et al. (2012). O envolvimento de genes LTPs em 
resposta ao estresse salino também foi observado em outras espécies, como a 
cevada (Hordeum vulgare L.) (FEDERICO et al., 2005).  

 
4. CONCLUSÕES 

 
Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que o gene LTP7 tem 

elevados níveis de expressão no genótipo tolerante (BRS Bojuru), enquanto 
LTP10 possui níveis mais elevados de expressão do genótipo sensível (BRS 

Ligeirinho). Estes resultados salientam a importância de mais estudos para 
identificar marcadores moleculares na seleção de genótipos contrastantes ao 
estresse salino.  
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