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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o cereal mais consumido no planeta,
constituindo-se a base da alimentacdo de 2/3 da populacdo mundial. Entre os
paises produtores, o Brasil esta em décimo lugar, com uma producdo média de
11 milhdes de toneladas (FAO, 2013). No Rio Grande do Sul (RS) predomina-se o
cultivo sob irrigacéo por inundacédo e o Estado destaca-se como maior produtor
nacional, responsavel por mais de 60% do total produzido no Brasil (SOSBAI,
2012).

Existem fatores que podem prejudicar a produtividade do arroz, entre os
guais, a ocorréncia de temperaturas baixas é um dos estresses que causam
maiores injarias as plantas. Nas fases iniciais de desenvolvimento pode prejudicar
a germinacdo, emergéncia e estabelecimento da cultura do arroz. A ocorréncia de
frio € considerado um problema para essa cultura, pois a grande maioria das
cultivares em uso, no Brasil, é de origem tropical (MERTZ et al., 2009), e tendo
em vista ser um fator de dificil controle, a busca pela toleréncia desse estresse
abiotico é a principal solucdo para evitar prejuizos (SERAFIM, 2003).

Alguns gendtipos de arroz sdo mais tolerantes ao estresse pelo frio do que
outros, e isso pode ser atribuido a diversos genes. Entre esses genes que
apresentam expressao génica diferencial, sob condicdes de baixa temperatura se
destacam JRC 2606 e JRC 3709 (RABANNI et al., 2003). Atualmente existe um
grande numero de estratégias disponiveis para analisar a expressao diferencial
de genes de interesse, como a técnica de PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-
PCR).

Frente ao exposto o objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo dos
genes JRC 2606 e JRC 3709 em diferentes gendtipos de arroz.

2. METODOLOGIA

Para a obtencdo do material vegetal o experimento foi instalado em BOD,
no laboratério de sementes Flavio Farias Rocha do Programa de P6s Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Sementes da Universidade Federal de Pelotas - RS,
em delineamento completamente casualizado, com trés repeticdes. Foram
utilizados trés genoétipos de arroz, o ecoétipo de arroz vermelho 116 e cultivares
BRS 6 Chui (sensivel ao frio) e Diamante (tolerante ao frio).

O arroz foi semeado sob o substrato vermiculita em vasos de 200 mL
mantido em camara de crescimento 14 dias, no escuro. Nos tratamentos com frio,
utilizou-se a temperatura alternada de 18°C por 10 h e 13°C por 14 h e a
testemunha a 25°C. A coleta dos coleoptilos foi realizada aos 14 dias ap0s
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semeadura, os quais foram colocados em nitrogénio liquido e armazenados a 80
°C para a posterior extracdo de RNA.

O RNA foi extraido utilizando-se o Kit Trizol — (Invitrogen™), de acordo com
as recomendacgOes do fabricante. As amostras de RNA foram submetidas a
digestdo com DNAse I™ (Invitrogen™) e tiveram sua pureza e integridade
mensuradas através de andlises de absorbancia (260/280 nm), através do
espectrofotometro Nano Vue (Plus Spectrophotometer) e por eletroforese em gel
de agarose a 1%. Para a sintese do cDNA fita simples foi utilizado o kit Ill First-
Strand Synthesis System(Invitrogen™) segundo as recomendacdes do fabricante.

Os pares de primers dos genes JRC 2606 e JCR 3709, juntamente com o
endogeno actina foram obtidos a partir das sequéncias depositadas no National
Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A
andlise quantitativa de expresséo génica em tempo real (QRT-PCR) dos genes foi
realizada em um equipamento LightCycler 480 Instrument Il (96)™ (Roche
Applied Science™) usando o SYBR® Green.

Os dados opticos foram posteriormente analisados com auxilio do
programa LightCycler® 480 Gene Scanning Software. Para o calculo do nivel da
expressao génica foi utilizada a equacdo QR=2-AACT (SCHMITTGEN; LIVAK ,
2008) no qual QR representa o nivel de expressdo génica, CT o ciclo de
amplificacdo na qual cada amostra apresenta amplificacdo exponencial, ACT se
refere a diferenca entre o CT da amostra amplificada para o gene alvo e o CT da
mesma amostra amplificada para o gene controle (actina) e o AACT representa a
diferenca entre o ACT da amostra de interesse e o ACT da amostra de referéncia-
calibrador, que foi a amostra sem tratamento por frio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 esta demonstrada a expressao dos genes JRC 2606 e JRC
3709 nos trés gendtipos de arroz estudados, sob estresse por baixas
temperaturas nos estadios iniciais de desenvolvimento, relativamente a expressao
em condi¢cdes de temperatura 6tima de cultivo.
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Figura 1. Expressao relativa dos genes JRC 2606 e JRC 3709 em gendtipos de
arroz em estédios iniciais de desenvolvimento sob condi¢des de baixa
temperatura.
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Observou-se maior expressao do gene JRC 2606 no ecotipo de arroz
vermelho 116. Na cultivar BRS 6 Chui houve a menor expressao entre os demais,
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sendo que na Diamante a expressao deste gene também foi mais baixa que sob
condicdes otimas de temperatura. Para o gene JRC 3709 a maior expressao é
observada em BRS 6 Chui, seguida de Diamante e, com menor expressao, o
ecOtipo 116.

Glutamato desidrogenase (JRC 2606) € uma enzima hexamérica
envolvida no metabolismo de nitrogénio, que é codificada por dois genes
separados, GDH1 e GDH2, enquanto JRC 3709 é uma proteina calcineurina B,
gue desempenha um papel na regulagdo da expressdo da Glutamato
desidrogenase (TURANO, et al., 1997)

Observando a relagéao entre a expressédo de Glutamato desidrogenase e
calcineurina B verifica-se que a cultivar tida como tolerante ao estresse em estudo
(Diamante) apresentou um equilibrio na expressdo destas duas proteinas,
diferentemente do que ocorreu com 0s outros genétipos, que apresentaram um
desbalanceamento em termos da expressao, isto €, expressaram elevadamente
uma das proteinas e de tiveram reduzida a expressao da outra.

4. CONCLUSOES

Sob condi¢cdes de baixa temperatura no desenvolvimento inicial, ha
contrastes na expressao dos genes JRC 2606 e JRC 0937 entre os genotipos de
arroz estudados, sendo que o ecotipo de arroz vermelho 116 apresenta maior
expressdo de JRC 2606 e BRS 6 Chui de JRC 0937, sendo sugerido que estes
genes podem ser utilizados como marcadores moleculares para a selecdo de
genotipos de arroz com tolerancia ao frio nas fases iniciais de desenvolvimento.
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