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RESUMO

Ferrari, Cibele dos Santos. Expressao diferencial de genes na germinacao do
mutante de arroz M3-202 sob baixas temperaturas. 2008. 52f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Maior parte do arroz (Oryza sativa L.) cultivado no Brasil € da subespécie Indica,
sensivel as baixas temperaturas que ocorrem na Regido Sul, principal produtora.
Sua estreita base genética tem dificultado a obtencédo de cultivares tolerantes ao frio.
Uma forma de aumentar a variabilidade genética é por meio de muta¢des induzidas
e selecbes genéticas a partir de populacbes mutantes. Ampliada a variabilidade
genética, estudos genéticos e moleculares podem auxiliar na identificacéo e selecéo
para a caracteristica desejada. O objetivo deste estudo foi produzir e isolar
fragmentos de cDNA expressos numa familia mutante de arroz M3-202 em resposta
ao frio durante a germinacao utilizando a técnica de cDNA/AFLP. Para isto, foram
comparados os seguintes genétipos: BRS Firmeza (tolerante ao frio), SCS BRS-113
Tio Taka (sensivel ao frio), familia mutante M3-202 (tolerante ao frio) e a cultivar
BRS-7 Taim (sensivel ao frio) a partir da qual a mutante foi originado. As sementes
destes gendtipos foram submetidas a germinacao a 25 °C e 13 °C para verificar a
expressao diferencial. Foram isolados os embrides das sementes de cada gendtipo
apos 1, 2, e 3 dias da semeadura para 25 °C e apos 4, 8, 11 e 14 dias para 13 °C e
extraido o RNA total utilizando o Reagente Pure Link Plant RNA. Para a sintese dos
cDNAs dupla-fita foi utilizado o Kit SuperScript ™ Double-Stranded cDNA Synthesis e
as amplificacbes seletivas foram realizadas utilizando o Kit AFLP Starter Primer e os
fragmentos de cDNA produzidos foram visualizados através de eletroforese em gel
de poliacrilamida 6%, revelado em nitrato de prata. Comparando-se os genétipos
BRS-7 Taim e M3-202, observou-se fragmentos polimoérficos nas duas temperaturas
avaliadas, sendo que a 13 °C, houveram 42 fragmentos expressos somente em M3-
202. Em relacdo a BRS Firmeza, a M3-202 apresentou 7 fragmentos de mesmo
peso molecular, quando a 13 °C, estes mesmos ausentes em BRS-7 Taim. Os
fragmentos diferencialmente expressos mais intensos foram recuperados para futuro
sequenciamento e identificacdo dos genes que se expressem nesta familia mutante
e que estejam, possivelmente, relacionados com a tolerancia ao frio no estadio
germinativo.

Palavras-chave: Oryza sativa, mutacéo, frio, cONA/AFLP



ABSTRACT

Ferrari, Cibele dos Santos. Differential gene expression in the rice mutant M3-
202 during germination at low temperature. 2008. 52f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The most rice cultivated in Brazil are from the Indica subspecies, which is sensitive at
low temperatures that occurs on the South Brazil, the main producer. The close
genetic basis of the national cultivars had difficulted to obtain of cold tolerant
cultivars. A way to increase the genetic variability is induced mutations and genetic
selections from mutant populations. After to improvement the genetic variability,
genetical and molecular studies may allow identification and selection desired
genotypes. The objective of the study was to produce and isolate express cDNA
fragments in the M3-202 rice mutant family in cold response during the germination.
The mutant was compared with the following genotypes: BRS Firmeza (cold tolerant),
SCS BRS-113 Tio Taka (cold susceptible), and the cultivar BRS-7 Taim (cold
susceptible) wild type. The seeds of these genotypes were submitted to the
germination at 25 °C and 13 °C to access differential expression. After germination,
the embryos were isolated from each genotype at 1, 2, 3 days after sowing to 25 °C
and at 4, 8, 11, 14 days to 13 °C, and extracted the total RNA using the Pure Link
Plant RNA Isolation Kit. For the synthesis of double-strand cDNAs we used the
SuperScript™ Double-Stranded cDNA Synthesis Kit followed selective amplifications
using the AFLP Starter Primer Kit. Polymorphic fragments in the two evaluated
temperatures; 42 expressed fragments were identified in the mutant in contrast with
the wild type. In relation to BRS Firmeza, the M3-202 presented 7 fragments with the
same molecular weight, at 13 °C, those absent in the wild type. The differentially
expressed more intense fragments were recovered for subsequent sequencing and
expressed genes identification in the mutant family and, possibly, to relate with the
cold tolerance in the germination stage in the future studies.

Keywords: Oryza sativa, mutation, cold, cONA/AFLP
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Figura 1: (A) RNA total extraido com reagente Pure Link Plant RNA visualizado 33
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. Nas
canaletas 1 a 6 as sementes germinaram a 25°C e 7 a 14, a 13 °C:
M- padréo de peso molecular, 1- BRS-7 Taim 12 coleta, 2- M3-202 12
coleta, 3- BRS-7 Taim 22 coleta, 4- M3-202 22 coleta, 5- BRS-7 Taim
32 coleta, 6- M3-202 32 coleta, 7- BRS-7 Taim 12 coleta, 8- M3-202 12
coleta, 9- BRS-7 Taim 22 coleta, 10- M3-202 22 coleta, 11- BRS-7
Taim 32 coleta, 12- M3-202 32 coleta, 13- BRS-7 Taim 42 coleta, 14-
M3-202 42 coleta. (B) Bulk de cDNA sintetizado com o Kit
SuperScript™ Double-Stranded cDNA Synthesis, visualizado em
agarose 1%, corado com brometo de etideo. Canaletas: 1- BRS-7
Taim a 25 °C, 2- M3-202 a 25 °C, 3- BRS-7 Taim a 13 °C, 4- M3-202
al1l3°C.

Figura 2: Representacdo parcial de géis de poliacrilamida 6% revelados com 35
nitrato de prata. (A) Perfil de amplificagdo de cDNA utilizando a
combinacéo de iniciadores E-ACT/M-CTA. (B) Perfil de amplificacéo
de cDNA com os utilizando a combinagéo de iniciadores E-AGG/M-
CAG. Canaletas: 1- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3-
M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13 °C.
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utilizando a combinacdo de iniciadores E-ACT/M-CTG. (B) Perfil de
amplificagdo de cDNA utilizando a combinagéo de iniciadores E-
AGG/M-CTA. Canaletas: 1- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a
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M3-202 a 13 °C.
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apos amplificacdo de cDNA utilizando a combinacdo de iniciadores
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Figura 7: Representacdo parcial de géis de poliacrilamida 6% revelados com 41
nitrato de prata demonstrando fragmentos polimorficos para a cultivar
SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, ap6s amplificacdo de cDNA utilizando
a combinacao de iniciadores E-AAG/M-CTT em (A) e E-AGG/M-CAA
em (B). Canaletasl- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3-
M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13 °C., 5- SCS BRS-113 Tio Taka 25
°C, 6- SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, 7- BRS Firmeza 25 °C, 8- BRS

Firmeza 13 °C.
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1 Introducéo

A cultura do arroz (Oriza sativa L.) esta presente em todos os continentes,
destacando-se pela producao e area de cultivo por ser um dos mais importantes graos
em termos de valor econémico, além de desempenhar papel estratégico no aspecto
social. O arroz é considerado o cultivo alimentar de maior importancia em diversos
paises em desenvolvimento, onde é alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas (AZAMBUJA et al., 2005).

No Brasil, € a quarta cultura mais importante em termos econdmicos, sendo
superado pela producdo de soja, cana-de-agucar e milho (AZAMBUJA et al., 2005). O
Estado do Rio Grande do Sul é responsavel por 60% da producédo nacional (CONAB,
2008), porém, enfrenta dificuldades frente as baixas temperaturas registradas na regiao
durante fases criticas do desenvolvimento da cultura.

Estresses abidticos influenciam o acimulo de biomassa de forma negativa, uma
vez que afetam caracteristicas fisiologicas e estatura das plantas. Em regides de clima
temperado, o frio pode acarretar esterilidade de espiguetas (GROVER et al., 2001) e
interferir na época de semeadura, a qual deve ser definida de modo que as
temperaturas mais baixas ndo incidam com as fases criticas da cultura (SOSBAI, 2007).

A temperatura é um fator abiético de dificil controle no a&mbito de manejo, o que
ressalta a necessidade de serem desenvolvidas cultivares geneticamente tolerantes a
baixas temperaturas, especialmente no estadio germinativo, contribuindo desta forma,
com o estabelecimento de estande da cultura do arroz.

Existem variedades de arroz potencialmente doadoras da caracteristica de
tolerancia ao frio para cultivares sensiveis, por meio do processo de melhoramento
geneético, porém, estas pertencem a subespécie Japonica. Esta subespécie apresenta
caracteristicas de graos diferenciadas dos genétipos cultivados no Rio Grande do Sul,

além de ter sido relatado um alto grau de esterilidade na geracdo F1 de cruzamentos
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entre cultivares Indica e Japonica, o que diminui o nUmero de recombinantes obtidos e
dificulta a transferéncia génica entre essas duas subespécies (CRUZ e MILACH, 2000).

As cultivares produzidas no Brasil atualmente apresentam uma estreita base
genética, o que, aliado aos problemas de cruzamentos entre subespécies Indica e
Japonica, torna necessario gerar variabilidade genética além da existente no
germoplasma da espécie. Isto pode ser possivel por meio de mutac¢des induzidas e/ou
selecBes genéticas a partir de populacbes mutadas.

O emprego de agentes mutagénicos sobre sementes tem sido amplamente
utilizado para aumentar a variabilidade genética, devido a capacidade dessa técnica em
alterar uma ou mais caracteristicas desejaveis, melhorando assim as cultivares ja
existentes e desenvolvendo novos genoétipos (MALUSZYNSKI, 1998).

Uma vez ampliada a variabilidade genética, estudos genéticos e moleculares
podem auxiliar na identificacdo e selecdo de gendtipos com a caracteristica desejada.
Além disso, o arroz, que € considerado espécie modelo, principalmente em funcéo do
tamanho reduzido de seu genoma (400 Mb) (SASAKI et al., 2005), pode contribuir para
o estudo gendmico de outros cereais devido a conservagcao de genes relacionados as
espécies mais préoximas (GALE e DEVOS, 1998).

Sequiéncias completas de nucleotideos do genoma de diversos organismos séo
de conhecimento do meio cientifico. Um desafio maior ser& a identificacdo de todos os
genes individuais e as funcdes das proteinas codificadas por estes genes. Outras
técnicas estdo sendo utilizadas para relacionar as sequéncias de DNA com o produto
protéico apropriado (RAVEN et al. 2001). Entretanto, em termos aplicados, ha uma
grande demanda pela associacdo de alelos especificos com desempenho fisiologico
sob determinadas condigcbes ambientais. Uma técnica muito utilizada para o rapido
isolamento de genes relacionados a tecidos ou processos especificos € o cDNA/AFLP.
Sua metodologia se baseia no protocolo de AFLP utilizando-se o cDNA (DNA
complementar) como DNA alvo para as reacdes e permitindo a caracterizacao
detalhada da expressao de genes em diferentes processos biol6gicos (BACHEM, et al.,
1996).

Uma analise de mutantes de arroz realizada por FONSECA (2007) selecionou a

familia M3-202 com desempenho superior em relagédo ao gendtipo que Ihe deu origem
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(BRS-7 Taim). A comparagdo do perfil de expressdo génica desse mutante com o
gendtipo de BRS-7 Taim e com gendtipos aqui considerados “controle” (BRS Firmeza e
SCS BRS-113 Tio Taka), em condicbes normais e sob estresse do frio, permitira o
isolamento dos fragmentos de cDNA decorrentes da resposta ao frio.

O objetivo do estudo foi avaliar a expresséao diferencial de genes do mutante de
arroz M3-202 sob condicbes de germinacdo em baixas temperaturas, mediante o

emprego da técnica de cDNA/AFLP.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Importancia da Cultura do Arroz

Ao longo da histéria, o arroz tem sido um dos cereais mais produzidos e
consumidos no mundo, sendo cultivado em todos os continentes. A producao
mundial de arroz em 2007 foi de aproximadamente 645 milhdes de toneladas
produzidas por cerca de 114 paises (IRRI, 2008).

Cerca de 96% do arroz produzido no mundo é consumido em paises em
desenvolvimento, localizados em regifes tropicais e subtropicais. Sua producgéo tem
aumentado nas Ultimas trés décadas, apesar de seu cultivo ter origem em paises
com extrema pressao populacional e limitadas areas para plantio (FAO, 2004).

O arroz € um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina necessaria ao homem e, sendo uma
cultura extremamente versétil que se adapta a diferentes condicdes de solo e clima,
€ considerada a espécie que apresenta maior potencial para o combate a fome no
mundo (AZAMBUJA et al., 2005). Em paises como Bangladesh, Camboja, Vietn4,
Indonésia e Tailandia o arroz chega a fornecer de 50 a 80% do total de calorias
consumidas pela populacao (IRRI, 2008).

A Ameérica Latina ocupa o0 segundo lugar em producdo e o terceiro em
consumo de arroz. Assim como na Asia, o arroz é um produto importante na
economia de muitos dos paises latino-americanos pelo fato de ser item basico na
dieta da populacéo, a exemplo do Brasil, Colémbia e Peru, ou por ser um produto
importante no comércio internacional para exportacdo, como ocorre no Uruguai,
Argentina e Guiana, e importacdo, para Brasil, México e Cuba, entre outros
(AZAMBUJA et al., 2005).

O Brasil se destaca como o maior produtor ndo pertencente ao continente
Asiético, encontrando-se entre os dez principais produtores mundiais de arroz. A
producdo nacional na safra 2007/08 foi de 12,11 milhées de toneladas, superior em

7% a colhida na safra anterior, numa area estimada de 2.880.700 ha. A Regido Sul
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participa da producdo nacional com 70,6%, apresentando como principal estado
produtor o Rio Grande do Sul, com uma producdo de 7,36 milhdes de toneladas
(61% da producdo nacional). O incremento na producdo nacional foi motivado,
basicamente, pelo crescimento em 11,8% da area plantada no Rio Grande do Sul
(1.066.600 ha) em funcdo da retomada das areas que deixaram de ser plantadas na
safra anterior, aliado ao aumento de 2,6% na produtividade (6.902 kg/ha). O
acréscimo de produtividade esta relacionado as boas condicbes pluviométricas
ocorridas nos meses que precederam a implantacdo da cultura, propiciando a
normalidade do volume de &4gua das barragens e mananciais (CONAB, 2008).

Estes indices permitem que o Rio Grande do Sul seja considerado
estabilizador da safra nacional. Segundo o IBGE (2004), a producdo do estado
representou 3,1% do Produto Interno Bruto (PIB) e gerou R$ 175 milhdes em
Impostos de Circulagcdo de Mercadorias e Servigos (ICMS) e 250 mil empregos no
Estado.

2.2 Origem, Domesticacéo e Subespécies

Acredita-se que o arroz tenha origem no sudeste da Asia, mais precisamente
na regido compreendida entre a india e Mianmar, onde encontra-se a maior
diversidade e onde ocorrem numerosas variedades endémicas (PEREIRA, 2002).

As mais antigas referéncias ao arroz sdo encontradas na literatura chinesa,
h& cerca de 5.000 anos. Na Europa, 0 arroz comecou a ser cultivado nos séculos VI
e VIIl, com a entrada dos arabes na Peninsula Ibérica. Foram, provavelmente, os
portugueses quem introduziram esse cereal na Africa Ocidental, e os espanhéis, os
responsaveis pela sua disseminacao nas Americas. No Brasil, a presenca do arroz
remete a época do descobrimento, porém a pratica da orizicultura de forma
organizada e racional aconteceu em meados do século XVIII (EMBRAPA, 2008).

O género Oryza € o mais diversificado e importante da tribo Oryzeae e
engloba cerca de 23 espécies dispersas espontaneamente nas regides tropicais da
Asia, Africa e América, sendo duas dessas cultivadas, o Oryza sativa e Oryza
glaberrima. Com o processo evolutivo e a domesticacdo a que foi submetido ao

longo do tempo, surgiram diversos tipos geneticamente distintos do O. sativa, 0s
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quais se adaptaram as mais variadas condi¢bes agroecoldgicas no mundo. Assim
sendo, a espécie O. sativa foi classificada em duas principais subespécies
denominadas Indica (de distribuicédo tropical e subtropical), a qual apresenta graos
longos e finos e Japonica (ocorre em regides temperadas), cujos graos Sao curtos e
arredondados. Posteriormente, foi acrescentada a subespécie Javanica (de
ocorréncia na Indonésia), que possui grdos longos e espessos. Outras
caracteristicas como sensibilidade a temperaturas, resisténcia a seca e comprimento
da raiz sdo usadas para diferenciar as subespécies de Oryza (VAUGHAN et al.,
2003).

A maioria dos genoétipos de arroz irrigado cultivados atualmente no Rio
Grande do Sul pertence ao grupo Indica, os quais, em grande parte das vezes, séo
selecBes locais de gendtipos introduzidos dos programas do Instituto Internacional
de Pesquisa de Arroz (IRRI), nas Filipinas, e do Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), na Colombia, ou produto de cruzamentos entre esses mesmos
gendtipos. Os gendtipos tradicionalmente cultivados em sequeiro no Brasil

pertencem ao grupo Japonica tropical (PINHEIRO, 1999).

2.3 Efeitos das Baixas Temperaturas sob a germinacao

A ampla faixa de cultivo do arroz abrange areas predominantemente tropicais,
porém areas temperadas e subtropicais também séo cultivadas, onde temperaturas
nao favoraveis podem ocorrer em um ou mais estadios de desenvolvimento da
planta (MARIOT e MENEZES, 2008; STEINMETZ, et al., 2005; YOSHIDA, 1981;
NISHIYAMA, 1976). A incidéncia de temperaturas baixas sobre o cultivo do arroz é
um problema em varios paises além do Brasil, dentre os quais Australia, China,
Colémbia, Indonésia, Japao, Coréia, Nepal e Estados Unidos.

Os efeitos da baixa temperatura na produgao de arroz sdo muito complexos e
variam de acordo com as propriedades fisiolégicas e 6rgdos das plantas. O estadio
de desenvolvimento, a cultivar, os métodos de cultivo e as condi¢cdes ambientais sao
fatores que também influem na relagdo entre temperatura e producdo de arroz.

(NISHIYAMA, 1976). Em relacdo ao seu desenvolvimento, a influéncia de baixas
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7

temperaturas € marcante na germinacdo, na emergéncia das plantulas e,
principalmente, durante a fase reprodutiva (STEINMETZ, et. al., 2005).

Dentre as regides produtoras de arroz no Brasil, é no estado do Rio Grande
do Sul que ocorrem as maiores quedas de produtividade da cultura frente as baixas
temperaturas, particularmente no Litoral Sul e na Campanha, com decréscimos de
producdo superiores a 25% e, em algumas situacdes, até 50% (STEINMETZ, et. al.,
2005).

O rendimento de grédos do arroz irrigado no Rio Grande do Sul esta
correlacionado com a razao de insolagédo dos meses de outubro a margo e com o
namero de dias com temperatura do ar igual ou menor que 15 °C, dos meses de
janeiro, fevereiro e principalmente marco (KLERING et al., 2008; CARMONA et al.,
2002). Entre as principais praticas de manejo na cultura do arroz irrigado, a época de
semeadura ocupa papel fundamental na busca de estabilidade no rendimento de
grdos (MARIOT e MENEZES, 2008; MAGALHAES e DURAES, 2002).

A cultura do arroz ndo tolera temperaturas excessivamente baixas nem
excessivamente altas e sua sensibilidade varia em funcdo da fase fenolégica em que
a cultura se encontra (STEINMETZ, et al., 2005; LI, 1981). As temperaturas 6timas
para o desenvolvimento da cultura do arroz verificadas por Yoshida (1981) variam de
20 a 35 °C para a germinacao, de 30 a 33 °C para a floragéo e de 20 a 25 °C para a
maturacao.

No estadio de germinacdo, os sintomas de dano causado pelo frio mais
comumente observados sdo o0 atraso e a diminuicdo na porcentagem de
germinacdo. Durante o estadio de plantula, o frio pode provocar atraso no
desenvolvimento, reducdo na estatura e amarelecimento das folhas. No periodo
reprodutivo, os sintomas de dano pelo frio s&o ma exergcdo da panicula, esterilidade
e manchas nas espiguetas (SOUZA, 1990).

A maior suscetibilidade da espécie a baixa temperatura durante a germinacéo
ocorre na fase subsequente a ativacdo e crescimento do coleoptilo e radicula. A
reducdo do crescimento do coledptilo durante esta fase pode ser atribuida ao efeito
direto do frio na elongacao e divisdo celular ou ao efeito indireto de desequilibrio
metabolico (YOSHIDA, 1981).

A germinagéo e o desenvolvimento inicial das plantulas sdo fases criticas na
transicdo bem sucedida de uma semente para uma planta. A semente com baixo

conteudo de agua é altamente tolerante as baixas temperaturas, mas reativando-se
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0 metabolismo, inicia-se 0 processo de crescimento e desenvolvimento da plantula,
tornando-se muito sensivel a condi¢cdes de estresse como baixa temperatura ou
baixa umidade (DE LOS REYES et al., 2003).

O processo de germinacdo ocorre em 3 etapas principais: embebicéo,
processo bioquimico preparatorio e emergéncia (MARCOS FILHO, 2005). A baixa
temperatura durante o periodo inicial de embebicé&o interfere na qualidade fisiologica
das sementes. Nesta fase, o frio induz ao aumento do escape de solutos das
sementes, como aminoacidos e carboidratos. A raz&do para isto € que a membrana
plasmatica passa do estado “liquido-cristalino” para estado de “gel”, ocorrendo
contracao fisica e abrindo os canais que aumentam sua permeabilidade, provocando
o desbalanceamento i6nico. A composi¢cdo da camada lipidica é apontada como
responsavel pela tolerancia a baixa temperatura; quanto maior grau de insaturacao
lipidica, maior a tolerancia ao frio (MURATA e YAMAYA, 1984).

As mudancas associadas as propriedades da mitocdndria em populacdes de
milho tolerantes e sensiveis ao frio foram avaliadas por Santis et. al. (1999). Quando
as plantulas das duas populagBes cresceram a 14 °C, a membrana interna da
mitocéndria da populacao tolerante apresentou maior porcentagem de acidos graxos
insaturados C18, maior fluidez e maior atividade da enzima citocromo C oxidase do
que a populacdo sensivel. Também encontraram uma relacdo positiva entre estas
propriedades e a atividade da peroxidase mitocondrial, permitindo a populacéo
tolerante reduzir a peroxidacéo lipidica em relacédo a suscetivel.

De forma geral, pode-se dizer que durante a exposicdo de plantas a baixas
temperaturas, mudancas nos parametros fisioldgicos e bioquimicos sdo observadas:
modificacdo dos niveis e atividade de enzimas que participam de varias rotas
metabdlicas, acumulo de carboidratos (sacarose, frutose), aminoacidos ou
poliaminas e alteracdo da composic¢éo de lipideos da membrana celular (BARTELS e
NELSON, 1994). Determinadas classes de proteinas foram identificadas como tendo
sua sintese regulada sob estresse pelo frio, dentre elas as proteinas de choque
térmico que podem atuar como chaperonas moleculares, as proteinas
anticongelamento, as proteinas de estabilizacdo de membrana e as proteinas LEA
(late embryogenesis abundant), que também estdo associadas ao estresse osmotico
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

O mecanismo fisiolégico primério envolvido na tolerancia ao frio é a

conservacdo da atividade e funcionamento da membrana celular a baixas
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temperaturas (BLUM, 1988). O prejuizo dessa atividade em funcdo do frio tem uma
implicacdo em varios processos fisiologicos vegetais, dentre eles a atividade dos

plastidios, o funcionamento celular, as rela¢des hidricas e, por fim, o crescimento.

2.4 Aspectos do Melhoramento para Tolerancia ao Frio

Um desafio dos programas de melhoramento vegetal para as regides
orizicolas da zona temperada é desenvolver novas cultivares tolerantes as baixas
temperaturas e com elevada produtividade. Duas alternativas complementares para
incrementar a produtividade tém sido propostas para a América Latina: a) época de
semeadura adequada e b) incorporar o potencial de maior rendimento presente no
germoplasma elite tropical (Indica) (TORRES TORO, 2006).

O IRRI conduz experimentos cooperativos com profissionais da area de
melhoramento vegetal do mundo inteiro com o0s objetivos de encontrar fontes de
tolerancia, transferir a tolerancia ao frio para cultivares semi-anas de alto rendimento
e desenvolver técnicas de teste para avaliar a tolerancia ao frio do germoplasma
(KANEDA e BEACHELL, 1972). No Brasil, instituicoes como Embrapa (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), IRGA (Instituto Riograndense do Arroz), FLAR
(Fondo Latino Americano para Arroz de Riego) e universidades estdo procurando
identificar genitores superiores para tolerancia ao frio, bem como, melhores métodos
de identificacéo destes genitores (CRUZ, 2003).

Aproximadamente 230.000 acessos de arroz (Oryza spp) estado preservados
em bancos de germoplasma no mundo inteiro. A base genética do melhoramento da
cultura €, no entanto, extremamente estreita. Ndo se sabe com exatiddo o numero
de cultivares de arroz existentes no mundo, porém, sdo estimadas mais de 140.000
variedades langadas. A maior cole¢cao encontra-se no IRRI, onde o “International
Rice Genebank” (IRG), criado em 1977, consta atualmente com cerca de 107.000
acessos (IRRI, 2005).

No Brasil, apenas sete ancestrais sao responsaveis por 70% da composicao
génica das cultivares nos principais estados produtores. No RS, até meados da
década de 90, apenas seis ancestrais contribuiam com 86% dos genes das

variedades mais plantadas (RANGEL et al., 1996). Em estudos para avaliar a
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variabilidade de cultivares nacionais, Malone et al. (2006a) também indicam esta
situacdo de alta uniformidade genética.

Os gendtipos respondem diferentemente em relacdo a tolerancia ao frio,
sendo que, em geral, as cultivares da subespécie Japonica sdo mais tolerantes do
gue as da subespécie Indica. (STEINMETZ, et. al., 2005).

A tolerancia ao frio em arroz é uma caracteristica quantitativa complexa
controlada por multigenes (LI et. al., 2004), além de apresentar dificil controle
experimental do estresse sob condi¢cdes de campo. A tolerancia varia conforme o
periodo de desenvolvimento da planta, sendo que a selegcdo em apenas um periodo
de desenvolvimento ndo é suficiente, pois o0 estresse pode ocorrer tanto no inicio
como no final do ciclo (da germinacéo até florescimento), dificultando o processo de
melhoramento do carater (CRUZ e MILACH, 2000).

2.5 Inducdo de Mutacbes no Melhoramento no Aumento da Variabilidade

Genética

Genomas estdo sujeitos a fatores mutagénicos, ocorrendo mutagcdes
continuamente e ao acaso. Elas sdo a fonte original da variacdo genética, sendo
responsaveis pela formacao de novos alelos na populacédo (BARBIERI, 2003).

Mutacdes podem ocorrer na natureza esponténea e aleatoriamente em razao
de fatores ambientais, porém ocorrem raramente e sdo de dificil identificagdo por
serem na sua maioria recessivas e deletérias. As mutacbes também podem ser
induzidas, submetendo o material & radiagdo ou agentes quimicos (BOREM e
MIRANDA, 2005).

A variabilidade genética € essencial para qualquer programa de
melhoramento que tenha por objetivo selecionar caracteristicas desejaveis das
plantas cultivadas (BOREM e MIRANDA, 2005). A utilizacdo de agentes indutores de
mutacOes pode ser uma alternativa para incorporacdo de novos genes de interesse
agrondmico a variedade, podendo resultar em genotipos mais estaveis e mais
adaptados as condi¢fes edafoclimaticas do sul do Brasil (COIMBRA et al., 2005).

Os raios gama sdo radiagbes eletromagnéticas ionizantes, que podem

penetrar muitos centimetros nos tecidos. Todas as partes das plantas podem ser
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irradiadas, mas a sementes séo preferidas em muitos trabalhos de indugcdo de
mutacdes devido a facil manipulagéo, irradiacdo pode ser feita em muitos ambientes,
onde talvez ndo sobrevivessem outras partes das plantas; além de poderem ser
secas, umedecidas, aquecidas ou congeladas (BOREM e MIRANDA, 2005). Estudos
com diversas espécies tém sido realizados empregando raios gama na obtencéo de
genodtipos com caracteristicas agrondmicas desejaveis (MARTINS et al.,, 2007,
CAMARGO et al., 2005; COIMBRA et al., 2005; SOUZA et al., 2005; ZIMMER, et al.,
2003; TULMANN et al., 2001; PANDINI et al., 1997; TULMANN et al.,1994).

Em 2005, a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (EPAGRI) lancou a cultivar SCS 114 “Ando San”, a primeira cultivar de
arroz irrigado obtida no Brasil a partir da selecdo de populacdo de mutantes, obtida
através de irradiacdo de sementes com raios gama (ISHIY et al., 2005).

O avanco no desenvolvimento de técnicas de analise genémica impulsionou o
melhoramento por mutacdo devido a possibilidade atual de se avaliar uma porgéo
maior da variabilidade. As principais contribuicbes das mutacfes espontaneas sao
novos genes e recombinacdes ndo percebidas em variedades e/ou espécies
selvagens. Com o direcionamento dos estudos na geracdo de mapas moleculares e
estudos de acdo génica, os gendtipos mutantes ganharam ainda mais importancia,
pois se constituem em material basico para esses trabalhos (MALUSZYNSKI, 1998).

A andlise de mutantes tem sido um poderoso método para a compreensao
dos mecanismos de resposta a estresses, podendo ser utilizado para caracterizar a
tolerancia a injurias causadas pelo frio (LEE et al., 2004). Mutantes da espécie
modelo Arabidopsis thaliana (L.) tém sido amplamente estudados por diversos
pesquisadores. Gilmour e Thomashow (1991), avaliaram a expressdo de genes
regulados pelo frio em mutantes ABA-deficientes e ABA-insensiveis derivados de A.
thaliana. Estudos de Lee et al. (1999), com mutantes desta espécie, tolerantes ao
frio, indicaram um regulador negativo da transducéo de sinais a baixas temperaturas.
Tokuhisa et al. (1997) utilizaram mutantes para identificar genes que se
expressavam a 5 °C. Yamaguchi-Shinozakiaib e Shinozaki (1994), identificaram dois
genes localizados proximos no genoma de A. thaliana e que séo diferentemente

induzidos sob condi¢des de estresse.
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2.6 Técnica cDNA/AFLP

As respostas biolégicas as condicbes ambientais, temporal e espacialmente,
sao controladas pela expressao de determinados genes. Para melhor compreender
estes processos, uma variedade de técnicas moleculares esta atualmente disponivel
para identificacdo e clonagem de genes diferencialmente expressos. Uma delas,
utiizada no estudo de perfis de expressdo de genes, a cDNA/AFLP (DNA
complementar/Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados),
apresenta-se como um método robusto e reprodutivel para a deteccao de transcritos
diferencialmente expressos em diversos sistemas experimentais (BACHEM et al.,
1998).

A metodologia dos marcadores AFLP foi proposta por Vos et al. (1995) e
baseia-se na amplificacdo do DNA via PCR para detectar diferengas em um conjunto
de fragmentos selecionados e digeridos com enzima de restricao.

O procedimento apresenta 4 etapas principais: i) digestdo do DNA gendémico
com enzimas de restricdo (uma de corte raro e outra de corte frequente); ii) ligacéo
de adaptadores especificos as extremidades dos fragmentos de restricdo; iii)
preamplificacdo e amplificacfes seletivas, utilizando primers complementares aos
adaptadores; e iv) eletroforese em géis de poliacrilamida com posterior coloracéo
dos fragmentos (MALONE e ZIMMER, 2005).

O polimorfismo gerado por AFLP resulta de mutacdes pontuais, inversoes,
delecdes e insercbes no DNA que levam a perda ou ganho de um sitio de restricao
reconhecidos pelas enzimas utilizadas ou pela alteragdo da sequéncia reconhecida
pelos nucleotideos arbitrarios nos terminais 3’ dos iniciadores utilizados na reagao
de PCR (CAVALLI, 2003).

Os marcadores AFLP apresentam algumas vantagens importantes sobre 0s
demais marcadores, dentre elas, a de produzir um grande niumero de fragmentos os
quais sdo gerados e visualizados em um Udnico gel, proporcionando uma
amostragem ampla e simultanea de um genoma. Esta técnica apresenta grande
poder de deteccdo de variabilidade genética, pois explora o polimorfismo de
presenca e auséncia de sitios de restricdo e a ocorréncia ou ndo de amplificacdo a
partir de sequéncias arbitrarias e ndo requer informacdo prévia da sequéncia de
DNA (CAVALLI, 2003).
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A técnica de cDNA/AFLP proposta por Bachem et al. (1996), se baseia no
protocolo padréo de AFLP utilizando cDNA como DNA alvo para as reagoes.

O cDNA € obtido pela extracdo de moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) de
uma célula e, a partir delas, € sintetizada uma copia de DNA complementar.
Destituidos de sequéncias de introns e intergénicas, estes mMRNAs representam
apenas uma pequena percentagem do genoma total (cerca de 1 a 3% em
eucariotos). Entretanto, eles contém valiosa informacéo da atividade do gene o qual
codifica para proteinas expressas em tecidos especificos e responsaveis pela
identidade deste tecido (DUNWELL et al., 2001). A reacdo de sintese de cDNA é
catalisada pela enzima transcriptase reversa, a qual sintetiza uma cadeia molde de
RNA. Apods, as moléculas de DNA fita simples sdo convertidas em moléculas fita
dupla pela DNA polimerase (PASSAGLIA e ZAHA, 2003).

No procedimento de cDNA/AFLP, o conjunto de cDNAs sintetizados €
digerido com duas enzimas de restricdo, uma de corte raro e outra de corte
frequente, e os fragmentos gerados séo ligados aos adaptadores especificos de
cada enzima. Os fragmentos de cDNA ligados sédo pré-amplificados. A pré-
amplificacdo € realizada, normalmente, com iniciadores nao-seletivos, ou seja,
contendo apenas a sequéncia do adaptador sem adicionar nucleotideos aleatorios.
Na proxima etapa é realizada uma amplificagcdo seletiva, onde se utiliza dois
iniciadores diferentes. Um consiste na sequéncia do adaptador da enzima de corte
raro acrescida de um ou mais nucleotideos aleatorios na extremidade 3’ e outro na
sequéncia do adaptador da enzima de corte frequente seguida dos nucleotideos
arbitrarios. O uso desses iniciadores seletivos reduz a quantidade de fragmentos de
DNA. Do conjunto de fragmentos gerados com a digestdo, apenas aqueles que
contém os nucleotideos seletivos flanqueando o sitio de restricdo sdo amplificados.
Esta técnica de analise de RNA permite a caracterizacao detalhada da expressao de
genes em diferentes processos bhiolégicos (CAIXETA et al., 2006).

O cDNAJ/AFLP tem se mostrado eficiente para isolar genes diferencialmente
expressos, tendo sido utilizado com sucesso por diversos pesquisadores. Mao, et al.
(2004) identificaram genes regulados pelo aluminio em arroz; Leymarie, et al. (2007)
verificaram transcritos envolvidos na germinacdo e dorméncia em cevada; Yang, et
al. (2003) isolaram genes expressos em arroz sob estresse hidrico; Aoki, et al.
(2005) isolaram e caracterizaram gene que codifica para proteina tipo ziper de

leucina induzida por estresse salino em soja; Ligiong, et al. (2005) isolaram 5
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fragmentos de genes do estresse ao frio em Volvariella volvaceae; Chen, et al.
(2001) verificaram a expressao diferencial de genes relacionados a polinizagéo e
fertilizacdo em arroz; Rodriguez, et al. (2006) isolaram genes relacionados ao
estresse pelo déficit hidrico em uma variedade de arroz tolerante a seca; Chen, et al.
(2003) isolaram gene diferencialmente expresso entre duas linhas de trigo mutantes
sob condicbes normais e sob estresse salino, identificando varios genes
relacionados a esse estresse; Suprunova, et al. (2007) identificaram um gene (Hsdr*)
envolvido na tolerancia ao estresse hidrico e cevada pela expresséo diferencial de

cevada selvagem e a cultivada.

2.7 Descricao dos gendtipos utilizados no estudo

A cultivar BRS-7 Taim pertence ao grupo moderno (ou filipino), caracterizada
por plantas de folhas curtas e eretas, porte inferior a 100 cm e alta capacidade de
afilhamento. Esta cultivar € descendente da selecao de planta hibrida (cruzamento
desconhecido), encontrada na area experimental de melhoramento de arroz do
CPATB (Centro de Pesquisa Agropecuaria Terras Baixas) de 1984-85. Com ciclo
biolégico mediano (na Zona Sul do Estado, com cerca de 125-130 dias da
emergéncia a completa maturacdo), a cultivar BRS-7 Taim apresenta boa
produtividade e grédos com elevado rendimento industrial. Sob condi¢ées de campo,
revela melhor reacdo a brusone que os demais genoétipos do tipo moderno
atualmente existentes (APASSUL, 2008). Entretanto, dada a sensibilidade ao frio e 0
ciclo semitardio, esta cultivar ndo admite semeaduras tardias (FAGUNDES et al.,
2005).

A cultivar SCS BRS-113 Tio Taka é oriunda da populagdo CNA-IRAT 4 que foi
sintetizada pela Embrapa Arroz e Feijao e pelo Institut de Recherches Agronomiques
Tropicales (IRAT), da Franca, por meio do intercruzamento de 10 linhagens da
subespécie Indica. Nove linhagens foram utilizadas como parentais masculino em
cruzamento com uma linhagem fonte de machoesterilidade genética, derivada da
cultivar IR 36, por mutagdo (RANGEL, 2007). E uma cultivar de ciclo longo, alto
potencial de produtividade, porte baixo, resistente ao acamamento, alta capacidade

de perfilhamento, ampla estabilidade de producao, alto rendimento industrial e boas
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qualidades culinarias. Esta cultivar pode ser cultivada em todas as regides
produtoras de Santa Catarina, desde que sejam efetuados testes preliminares de
adaptabilidade (FAGUNDES et al., 2005).

A cultivar BRS Firmeza é originada do cruzamento mudltiplo realizado na
Embrapa Clima Temperado. Pertence ao grupo de plantas moderno/americano, de
pouca capacidade de perfilhamento, colmos vigorosos e fortes, com altura média de
77 cm. Apresenta ciclo 120 dias, gréos do tipo longo-fino e rendimento industrial
geralmente médio. O baixo grau de esterilidade demonstrado na fase experimental
no Rio Grande do Sul indica que a cultivar tem certo grau de tolerancia genética ao
frio na fase reprodutiva. Em relacdo a estresses, a cultivar apresenta intermediaria
reacdo a brusone, moderada suscetibilidade a rizoctonia, intermediaria reacdo a
toxicidade por ferro, moderada tolerancia a salinidade do solo e da 4gua, moderada
tolerdncia ao frio e suscetibilidade a bicheira da raiz e a broca do colmo
(FAGUNDES et al., 2005).

A familia mutante de terceira geracao 202 (M3-202) foi selecionada a partir da
populacdo de mutantes gerada através de mutacao induzida por raios gama sobre
sementes da cultivar BRS-7 Taim. Esta familia demonstrou uma tolerancia ao frio
nos periodos germinativo e reprodutivo significativamente superior a BRS-7 Taim,
apresentando comprimento médio de coledptilo de 12,9 mm (FONSECA, 2007).



3 Material e Métodos

Para produzir e isolar os fragmentos de cDNA expressos no mutante de arroz
M3-202 (FONSECA, 2007) em resposta ao frio, utilizou-se a estratégia de comparar
seus cDNAs com os cDNAs gerados em gendtipos controle mediante germinacéo
sob duas temperaturas contrastantes, 13 e 25 °C.

O experimento para germinagdo das sementes a 25 °C e 13 °C foi conduzido
no Laboratério de Andlise de Sementes do Departamento de
Fitotecnia/FAEM/UFPel. Os procedimentos de isolamento de embrides, extracdo de
RNA, sintese de cDNA e analise de AFLP foram executados no Laboratério de

BioSementes, localizado no mesmo departamento.

3.1 Material Vegetal

A expressdo dos genes do gendtipo mutante M3-202 (FONSECA, 2007) foi
comparada com o perfil de expressdo dos seguintes genétipos: BRS Firmeza como
genotipo tolerante ao frio; cultivar SCS BRS-113 Tio Taka, suscetivel ao frio e
cultivar BRS-7 Taim, a qual deu origem a familia mutante.

As sementes da cultivar SCS BRS-113 Tio Taka foram cedidas pela EPAGRI;
as sementes das cultivares BRS Firmeza e BRS-7 Taim foram obtidas junto ao
banco de germoplasma da Embrapa Clima Temperado e a familia mutante M3-202
foi obtida junto ao banco de sementes do préprio Programa de Pos-Graduacdo em

Ciéncia e Tecnologia de Sementes da UFPel.
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3.2 Obtencéao do tecido vegetal

Sementes das cultivares SCS BRS-113 Tio Taka, BRS Firmeza, BRS-7 Taim
e da familia mutante M3-202 foram semeadas entre folhas de papel germitest
umedecidas previamente com agua destilada na propor¢cdo de 2,5 vezes o peso
seco do papel e colocadas em caixas de acrilico tipo gerbox. Para a temperatura de
25 °C, foram semeadas cerca de 50 sementes de cada gendtipo em gerbox e
acondicionadas em camara de germinacgéo; para a temperatura de 13 °C, foram
utilizadas cerca de 80 sementes de cada gendtipo e os gerbox foram levados a
camara tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD).

Foram realizadas 3 coletas do material a 25 °C (apdés 1, 2 e 3 dias da
semeadura), enquanto que para o material a 13 °C realizou-se 4 coletas (aos 4, 8,
11 e 14 dias ap6s a semeadura). Tal procedimento foi necessario visto que
temperaturas baixas retardam a atividade enzimatica e, consequentemente, o
processo de germinacdo; aumentando-se o periodo e o numero de coletas do
material a 13 °C, buscou-se uma equivaléncia com o estadio de desenvolvimento em

gue as sementes a 25 °C se encontravam quando foram coletadas.

3.3 Isolamento do embriao

Para a realizacao deste estudo, foram isolados 45 embribes das sementes
mantidas a 25 °C (20, 15 e 10 sementes na 1°, 2° e 3° coleta, respectivamente) e 65
embribes a 13 °C (20, 20, 15 e 10 sementes na 1° 2° 3° e 4° coleta,
respectivamente) para cada cultivar, sendo que nas ultimas coletas era possivel
observar a radicula e o coledptilo. Com o auxilio de uma lamina, realizou-se a
incisdo do tegumento e isolou-se o embrido, que foi imediatamente colocado em
gelo. O processo foi executado com material esterilizado, tratado com agua ultrapura
contendo 0,01% de dietilpirocarbonato (DEPC) e em ambiente asséptico, livre de
RNAses e da contaminagdo de RNAs externos. Apos o isolamento, os embrifes
foram colocados em tubos estéreis, identificados e armazenados em freezer (-20 °C)

até a extracao do RNA total.
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3.4 Extracédo de RNA

Todos os procedimentos que envolveram a obtencéo e posterior manipulacéo
do RNA total foram executados em ambiente asséptico, em camara de fluxo laminar
e/ou capela de exaustéo, utilizando-se material esterilizado e todos reagentes foram
preparados com agua ultrapura tratada com 0,01% de DEPC.

O RNA total foi isolado utilizando o Reagente Pure Link Plant RNA
(Invitrogen) de acordo com as recomendacdes de uso do fabricante. Para a
extracdo, os embribes de cada coleta foram macerados em nitrogénio liquido e
adicionado o Reagente Pure Link Plant RNA. Utilizou-se NaCl 5M e cloroférmio para
facilitar a separacdo das fases aquosa e organica e remocao de contaminantes. Na
Gltima etapa, precipitou-se o RNA total presente na fase aquosa utilizando
isopropanol. O pellet de RNA total foi dissolvido em 20 pL de agua ultrapura tratada
com 0,01% de DEPC e armazenado em freezer a -20 °C até a sintese de cDNA.

A integridade e quantidade do RNA extraido foram estimadas por meio de
visualizagdo em gel de agarose 1% em TBE 1X. A eletroforese foi conduzida
utilizando tampédo TBE 1X, de acordo com Sambrook et al. (1989). Trés uL de RNA
foram preparados com 2 uL de tampéao de carga e aplicados em gel de agarose 1%
em TBE 1X, corado com brometo de etidio & concentracdo de 0,2 pg/mL. Apos a
eletroforese, os géis foram analisados em transiluminador sob luz ultravioleta e as

imagens digitalizadas utilizando camera fotografica.

3.5 Sintese de cDNA

Apés a extracdo do RNA total, foram feitos bulks para cada gendtipo e
temperatura de germinacéo, utilizando 3 uL de RNA em agua DEPC de cada coleta
a 25 °C, totalizando 9 uL e 2,5 uL de cada coleta a 13 °C, totalizando 10 puL.

Para a sintese dos cDNAs dupla-fita, foi utilizado o Kit SuperScript ™ Double-
Stranded cDNA Synthesis (Invitrogen) conforme recomendacdes do fabricante. A
primeira etapa deste procedimento é a sintese da primeira fita utilizando iniciador

oligo dT, DTT, mix de dNTPs e a enzima transcriptase reversa. A posterior sintese
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da segunda fita de cDNA é realizada em reacdo com mix de dNTPs, as enzimas
DNA ligase, DNA polimerase e RNAse, e apds, com T4 DNA polimerase. Para
isolamento do cDNA, utilizou-se EDTA 0,5 M, fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
25:24:1, acetato de amoénio 7,5 M e etanol para obter cDNA integro e sem
contaminacgdes. O pellet obtido foi dissolvido em 6 uL de agua DEPC.

A eficiéncia da obtencdo dos cDNAs e a qualidade dos fragmentos foram
aferidas em eletroforese conduzida em gel de agarose 1% em TBE 1X de acordo
com Sambrook et al. (1989). Um uL de cDNA foi aplicado no gel, corado com
brometo de etidio & concentracdo de 0,2 pug/mL, analisado em transiluminador sob

luz ultravioleta e as imagens digitalizadas utilizando camera fotografica.

3.6 Anélise de AFLP

Para execucdo dessa técnica, utilizou-se o Kit AFLP Starter Primer
(Invitrogen), seguindo recomendacdes do fabricante. Foram realizadas as etapas de
digestdo do cDNA com enzimas de restricdo EcoR | e Mse |, e ligacdo de
adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos de cDNA gerados pela
clivagem, os quais possuem seqiiéncias complementares aos iniciadores utilizados
na reacdo de PCR. Apés, foi realizada a pré-amplificacdo dos fragmentos de
restricdo com apenas uma base seletiva no iniciador (EcCoOR I = Ae Mse | + C). O
produto da pré-amplificacdo foi utilizado como DNA molde para as reacbes de
amplificacd@o seletiva, utilizando trés bases seletivas. Testou-se 56 combinagfes de

iniciadores disponiveis no Kit.

3.7 Revelacédo dos géis e interpretacdo dos resultados

A visualizagdo dos fragmentos de cDNA diferencialmente expressos foi
realizada através de eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, revelado em nitrato

de prata conforme metodologia descrita por Bleider (1982).
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Foram avaliados os fragmentos diferencialmente expressos entre 0s
diferentes gendtipos e entre as duas temperaturas (presenga ou auséncia a um
determinado peso molecular dos fragmentos). Os fragmentos que se apresentaram
em alta intensidade e boa resolucdo foram recuperados do gel, para serem

reamplificados, clonados e sequenciados em estudos futuros.



5 Resultados e Discussao

O RNA total extraido com o Reagente Pure Link Plant RNA dos embriGes de
sementes germinadas pode ser observado na figura 1A. Estima-se, através da maior
intensidade das bandas, que o rendimento nas extracdes de embrides das sementes
mantidas a 25 °C foi superior ao observado a 13 °C para todos os gendétipos
estudados. Este desempenho pode ser decorrente da maior atividade metabdlica

proporcionada pela elevada temperatura, aumentando assim, a sintese de RNA.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 12 3 4

o - - o= 3
.‘ ' ‘ ‘ ' 1 '
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.

Figura 1: (A) RNA total extraido com reagente Pure Link Plant RNA visualizado em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo. Nas canaletas 1 a 6 as sementes germinaram a25°Ce 7 a 14, a
13 °C: M- padrdo de peso molecular, 1- BRS-7 Taim 12 coleta, 2- M3-202 12 coleta, 3- BRS-7 Taim 2°
coleta, 4- M3-202 2 coleta, 5- BRS-7 Taim 32 coleta, 6- M3-202 32 coleta, 7- BRS-7 Taim 12 coleta, 8-
M3-202 12 coleta, 9- BRS-7 Taim 22 coleta, 10- M3-202 22 coleta, 11- BRS-7 Taim 32 coleta, 12- M3-
202 32 coleta, 13- BRS-7 Taim 42 coleta, 14- M3-202 42 coleta. (B) Bulk de cDNA sintetizado com o
Kit SuperScript ™ Double-Stranded cDNA Synthesis, visualizado em agarose 1%, corado com brometo

de etideo. Canaletas: 1- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- M3-202 a 25 °C, 3- BRS-7 Taim a 13 °C, 4- M3-202
al3°C.

4
-
e

Conforme observado na figura 1B, foi possivel sintetizar cDNAs utilizando o
Kit SuperScript ™ Double-Stranded cDNA Synthesis, a partir dos bulks de RNA total
de cada gendtipo em cada temperatura, sem a necessidade do prévio isolamento do
RNA mensageiro, demonstrando que o mesmo apresentou qualidade suficiente para
tal procedimento. A qualidade e integridade do RNA extraido sdo pontos criticos
para obtencdo de cDNA representativo dos genes expressos (MERTZ et al., 2008;
PORTILLO et al., 2006), provavelmente mais importantes que o rendimento.

Na etapa de amplificacdo seletiva, momento em que foram testadas 56
combinacdes de iniciadores disponiveis no Kit AFLP Starter Primer, 13 destes ndo
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apresentaram amplificacdo e em 43 combinacdes foram observados fragmentos
polimérficos de cDNA em relacdo as temperaturas e genoétipos avaliados.

Na comparacdo dos perfis produzidos em gel de poliacrilamida para o
genotipo BRS-7 Taim e para a familia M3-202, observou-se que tanto as sementes
geminadas a 25 °C quanto a 13 °C apresentaram expressao diferencial de genes
(Figura 2), sendo que 26 combinacOes de iniciadores produziram fragmentos
polimorficos e em 17 combinacfes os fragmentos foram monomoérficos para estes
dois gendtipos. Isto confirma a eficiéncia da radiacdo gama no incremento da
variabilidade genética através da inducdo de mutacdo e o potencial da técnica de
AFLP em detectar esta variabilidade, observada pela modificacdo na expresséo
genética da familia M3-202, nestas condicdes.

A partir do cDNA obtido de sementes mantidas a temperatura de 25 °C, foram
identificados 20 fragmentos polimorficos entre BRS-7 Taim e a familia mutante M3-
202 resultantes de 14 combinacbes de iniciadores utilizados na amplificacéo
seletiva; 9 destes fragmentos foram expressos somente por BRS-7 Taim, indicando
qgue, provavelmente, a radiacdo provocou a inibicdo ou inativagdo de um ou mais
genes na familia mutante, em relacdo a cultivar que lhe deu origem. Um desses
fragmentos polimorficos € ilustrado pela figura 2A, onde na canaleta 1 ele esté
presente no perfil de amplificacdo para BRS-7 Taim, enquanto na canaleta 3, a qual
representa o perfil de amplificacdo do genétipo mutante, o mesmo esta ausente.

A irradiacdo pode ter provocado um mau funcionamento do sistema celular
que replica ou repara o DNA, pode ter interferido diretamente sobre as bases do
DNA afetando a atividade da proteina transcrita (PASSAGLIA, 2003), ou ainda ter
atingido elementos reguladores envolvidos na expressédo de genes da cultivar BRS
Taim. Tais hipGteses deverdo ser testadas apos a clonagem e sequenciamento dos
fragmentos identificados neste estudo.

Por outro lado, 3 fragmentos foram observados somente para amplificacédo de
cDNA da familia mutante M3-202, sugerindo que a radiagdo também induziu a
expressdo de genes ndo expressos no genodtipo BRS-7 Taim durante a germinacao.
Um desses fragmentos, observado na figura 2B (canaletas 3 e 4), poderia ser
resultado de uma expressao nao influenciada pelas condi¢cdes ambientais, uma vez

gue esta sendo expresso nas duas temperaturas para a familia mutante.
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(B)

Figura 2: Representacdo parcial de géis de poliacrilamida 6% revelados com nitrato de prata. (A)
Perfil de amplificagcdo de cDNA utilizando a combinac&o de iniciadores E-ACT/M-CTA. (B) Perfil de
amplificagcdo de cDNA com os utilizando a combinacdo de iniciadores E-AGG/M-CAG. Canaletas: 1-
BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3- M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13 °C.

Conforme observa-se nas figuras 3A e 3B, alguns fragmentos expressos para
0 genétipo BRS-7 Taim para sementes mantidas a 13 °C (canaleta 2), estéo
ausentes neste genotipo a 25 °C (canaleta 1). O mesmo nao ocorre no peffil
eletroforético que representa a familia mutante M3-202, no qual observa-se os
fragmentos para as duas temperaturas de germinacéo utilizadas no estudo, 13 e 25
°C. Ou seja, produtos da expressao génica induzida a 13°C no genoétipo BRS-7 Taim
estdo sendo expressos na familia M3-202 em temperaturas de germinacao altas e
baixas. Este padrdo ocorreu em 5 combinagBes de iniciadores, que geraram 8

fragmentos polimérficos.
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Figura 3: Representagdo parcial de géis de poliacrilamida 6% revelados com nitrato de prata
demonstrando auséncia de expressdo de fragmentos em BRS-7 TAIM a 25°C. (A) Perfil de
amplificacdo de cDNA utilizando a combinacdo de iniciadores E-ACT/M-CTG. (B) Perfil de
amplificagdo de cDNA utilizando a combinagdo de iniciadores E-AGG/M-CTA. Canaletas: 1- BRS-7
Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3- M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13 °C.

As mutacgdes resultam da mudanca da estrutura de um gene, podendo afetar
regides codificadoras ou reguladoras; regides promotoras e outros elementos
reguladores podem sofrer mutagbes, e vao eventualmente alterar a expressado
genética (LODISH et al.,, 2002). Os processos celulares em eucariotos sdo
fortemente regulados, existindo pontos principais de controle da expressao génica: a
ativacdo da estrutura do gene, a iniciacdo da transcricdo, o processamento do
transcrito e, finalmente, a traducdo do mRNA (CHAVES, 2006). O nivel mais
importante da regulacdo € o inicio da transcricdo. A partir de determinados sinais,
sequéncias regulatérias sdo reconhecidas por fatores proteicos, possibilitando a
ativacdo de um gene ou um grupo de genes, havendo a transcricdo (ZAHA, 2003).

Varios sinais internos sao exigidos para coordenar a expressao génica
durante o desenvolvimento e para capacitar a planta a responder aos sinais
ambientais. Tais agentes sinalizadores internos (assim como 0S externos)
tipicamente promovem seus efeitos por meio de sequencias de reacdes bioquimicas,
denominadas “rotas de transdugdo de sinais”, que ampliam o sinal original e
essencialmente resultam na ativagdo ou repressdo de genes (TAIZ e ZEIGER,
2004).
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Martins (2007) verificou a formagéo de familias de arroz mutantes tolerantes,
intermediarias e sensiveis ao frio quando avaliou esta tolerdncia em familias M4,
durante o periodo de germinacdo. A variacdo entre essas familias sugere que a
inducdo de mutacdo, que atua de forma aleatoria silenciando diferentes genes ou
elementos ativos no genoma, pode atingir genes regulatérios ou estruturais
envolvidos no metabolismo inicial da germinagao.

Quando os genotipos BRS-7 Taim e a familia mutante M3-202 germinaram a
13 °C, pbde-se observar 42 fragmentos de cDNA presentes em M3-202 e ausentes
no gendtipo que lhe deu origem, por meio de 24 combinacdes de iniciadores
utiizados na analise de AFLP (Figura 4). Esta quantidade de fragmentos
polimorficos sugere que varios genes estao sendo expressos pelo gendtipo mutante

M3-202 a 13 °C e ndo no gendtipo BRS-7 Taim a esta mesma temperatura.

Figura 4: Representacdo parcial de gel de poliacrilamida 6% revelado com nitrato de prata
demonstrando fragmentos polimdrficos expressos pelo genétipo mutante M3-202 a 13 °C, apés
amplificacdo de cDNA utilizando a combinacdo de iniciadores E-ACC/M-CAT. Canaletas: 1- BRS-7
Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3- M3-202 a 25°C, 4- M3-202 a 13 °C.

Apesar do pouco conhecimento a respeito do estadio germinativo em arroz, a
existéncia de diferentes mecanismos fisiol6gicos envolvidos na tolerancia ao frio

indica que ao longo da fase de germinacédo, diferentes processos podem estar
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atuando como mecanismos de tolerancia (CRUZ e MILACH, 2004), resultantes da
expressao de diferentes genes. Estudos anteriores relatam que a resposta as baixas
temperaturas € complexa e certamente controlada por mais de um gene (ANDAYA e
MACKILL, 2003; VISWANATHAN e ZHU, 2002; CRUZ e MILACH, 2000; BARTELS
e NELSON, 1994).

Neste estudo, avaliou-se os padrbes de bandas representando fragmentos
amplificados de mesmo peso molecular entre a familia mutante M3-202 (Figura 5,
canaleta 4) e a cultivar BRS Firmeza a 13 °C (Figura 5, canaleta 8), e que néo
fossem expressos em BRS-7 Taim e SCS BRS-113 Tio Taka, a esta mesma
temperatura (Figura 5, canaleta 6). Foram observados 7 fragmentos polimorficos
obtidos através de 4 combinacdes de iniciadores na amplificacdo seletiva. Uma vez
gue a cultivar BRS Firmeza € descrita como moderadamente tolerante ao frio, estes
fragmentos podem estar relacionados com a expressédo de genes importantes para

esta caracteristica.

1234567 8

Figura 5: Representacdo parcial de gel de poliacrilamida 6% revelado com nitrato de prata
demonstrando fragmentos de mesmo peso molecular expressos pelo genétipo mutante M3-202 e
BRS Firmeza a 13 °C, apds amplificacdo de cDNA utilizando a combinag&o de iniciadores E-AAG/M-
CAG. Canaletas: 1- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3- M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13
°C., 5- SCS BRS-113 Tio Taka 25 °C, 6- SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, 7- BRS Firmeza 25 °C, 8-
BRS Firmeza 13 °C.
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Os fragmentos mais intensos e de boa resolucdo foram recuperados do gel de
poliacrilamida para posterior reamplificacdo e sequenciamento, possibilitando, num
futuro préximo, a identificacdo dos genes que se expressem nesta familia mutante e
que estejam, possivelmente, relacionados com a tolerancia ao frio no estadio
germinativo.

O processo de desenvolvimento de tolerancia ao frio envolve a sintese de
varias proteinas diferentes que se acumulam durante a aclimatacdo ao frio, como
resultado da mudanca na expressdo génica (GUY, 1999). Rabbani et al. (2003)
identificaram 36 genes induziveis pelo frio em arroz. Por homologia, estes genes
foram classificados em dois grupos conforme seu produto: 1°) proteinas funcionais
ou que provavelmente tem alguma funcéo na tolerancia ao estresse, como proteinas
LEA, proteinas COR envolvidas na aclimatacdo ao frio (muitas codificam
polipeptideos hidroliticos, os quais hipoteticamente desempenham papel de
protecdo das células a baixa temperatura, entre outras; e 2°) Proteinas regulatérias
que sado fatores de proteinas envolvidas na regulacdo do sinal de traducdo e
expressdo de genes que provavelmente funcionam em reposta ao estresse,
podendo ser do tipo dedo de zinco, familia do motivo ziper de leucina, proteinas
quinases, fosfatases e enzimas envolvidas no metabolismo de fosfolipideos.

Considerando-se as cultivares SCS BRS-113 Tio Taka e BRS Firmeza,
descritas como sensivel e tolerante ao frio, respectivamente, avaliou-se o
polimorfismo onde fragmentos eram expressos pelas sementes da cultivar BRS
Firmeza, nas duas temperaturas, e ausentes para SCS BRS-113 Tio Taka somente
a 13 °C (Figura 6). Ap6s a amplificacdo seletiva, 32 combinac¢des produziram 172
fragmentos diferencialmente expressos, sugerindo que VAarios genes continuam
sendo expressos pelo gendtipo BRS Firmeza quando a germinacdo ocorre a baixas
temperaturas (canaleta 4), mas néao pela SCS BRS-113 Tio Taka (canaleta 2); genes

estes, provavelmente, relacionados a sua tolerancia ao frio.
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Figura 6: Representacdo parcial de gel de poliacrilamida 6% revelado com nitrato de prata,
demonstrando fragmentos diferencialmente expressos pelos genétipos SCS BRS-113 Tio Taka e
Firmeza a 13 °C, ap6s amplificacdo de cDNA utilizando a combinacgéo de iniciadores E-AGC/M-CAA.
Canaletas: 1- SCS BRS-113 Tio Taka 25 °C, 2- SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, 3- BRS Firmeza 25 °C,
4- BRS Firmeza 13 °C.

De um modo geral, o padrdo de bandas polimorficas mais frequentemente
observado neste estudo foi aquele em que a cultivar SCS BRS-113 Tio Taka néo
expressava fragmentos a 13°C, enquanto nos demais genétipos estavam presentes
(Figura 7, canaleta 6). Este desempenho era esperado pois, dentre 0s genoétipos
estudados, a cultivar SCS BRS-113 Tio Taka é o mais sensivel a baixas
temperaturas que, como observado, inibem a expressdo de genes no estadio
germinativo.

A cultivar SCS BRS-113 Tio Taka € derivada de selecéo recorrente, formada
por uma combinacdo de genes de diferentes pais que representaram sua base
populacional, sendo esperado que seja a cultivar geneticamente mais divergente
entre as freqientemente usadas comercialmente para arroz irrigado no pais
(RANGEL et al., 2007).
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Figura 7: Representacdo parcial de géis de poliacrilamida 6% revelados com nitrato de prata
demonstrando fragmentos polimérficos para a cultivar SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, apoés
amplificac@o de cDNA utilizando a combinacao de iniciadores E-AAG/M-CTT em (A) e E-AGG/M-CAA
em (B). Canaletasl- BRS-7 Taim a 25 °C, 2- BRS-7 Taim a 13 °C, 3- M3-202 a 25 °C, 4- M3-202 a 13
°C., 5- SCS BRS-113 Tio Taka 25 °C, 6- SCS BRS-113 Tio Taka 13 °C, 7- BRS Firmeza 25 °C, 8-

BRS Firmeza 13 °C.



6. Consideracfes Finais

Os fragmentos de cDNA diferencialmente expressos pela familia mutante M3-
202 e por BRS Firmeza a 13 °C que apresentaram bandas no gel de poliacrilamida com
forte intensidade e boa resolucdo, foram isolados. Apos a reamplificacdo e
sequenciamento destes fragmentos, a analise in silico por meio de bancos de dados
permitird a identificacdo dos possiveis genes envolvidos e, posteriormente, de enzimas
que, potencialmente, participem do processo de germinacdo a baixas temperaturas
nestes dois genotipos. Identificando-se as possiveis funcdes dessas enzimas, podera
se estabelecer uma relagdo com as vias metabdlicas a que pertencem e qual seu papel
na tolerancia ao estresse causado pelo frio no estadio germinativo do arroz.

Um grande namero de pesquisas relacionadas ao estresse causado sob baixas
temperaturas tem sido realizadas buscando melhor compreender seus efeitos e
mecanismos relacionados a sua tolerancia. Porém, mesmo com 0 avan¢o nas técnicas
de anadlise, as baixas temperaturas continuam sendo um problema no cultivo de
diversas espécies.

Futuramente, as informacdes sobre as enzimas diferencialmente produzidas
pelos gendtipos sob este estudo também sera armazenadas em bancos de dados,
auxiliando pesquisas relacionadas a germinacdo sob baixas temperaturas,
principalmente para espécies da familia Poaceae. Estes dados também estardo
disponiveis a programas de melhoramento genético do arroz, nos quais poderdo ser

utilizados para obtencédo de gendtipos mais tolerantes ao frio no estadio germinativo.



7 Conclusoes

A técnica de cDNA/AFLP é eficiente para produzir e identificar fragmentos de
genes diferencialmente expressos em genotipos de arroz com desempenho
contrastante durante a germinacao sob estresse de baixas temperaturas.

O mutante de arroz M3-202 expressa fragmentos contrastantes em relagcdo ao
gendtipo BRS-7 Taim sob estresse do frio na germinacao.;

O mutante de arroz M3-202 expressa fragmentos em comum com 0 genétipo
tolerante ao frio BRS Firmeza sob estresse do frio na germinacao;

A cultivar SCS BRS-113 Tio Taka expressa menor numero de genes quando
germinada a 13 °C.
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