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INTRODUCAO

O Brasil € 0 maior produtor de arroz entre os paises ndo-asiaticos. Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013), em 2013 o estado do Rio Grande do Sul foi
responsavel por 66,9% da produgdo nacional. Porém, a baixa temperatura, comum no sul do
pais na época do plantio, pode causar perdas no rendimento de até 25% (CRUZ et al., 2013),
pois as variedades cultivadas nesta regido pertencem a subespécie indica, que embora
apresente graos de melhor qualidade, é bastante sensivel ao frio (CRUZ & MILACH, 2000;
SAITO et al., 2004).

Quando submetidas as baixas temperaturas durante os meses de setembro a novembro
(fases iniciais de desenvolvimento, devido a semeadura antecipada), estas plantas
apresentam reducdo na germinagdo e no desenvolvimento, podendo reduzir também a
quantidade e qualidade dos grdos (CRUZ & MILACH, 2004). Portanto, a baixa temperatura é
um dos estresses que mais limitam a producgéo de arroz.

Anteriormente foram realizadas andlises fisioldgicas e moleculares em dois genétipos de
arroz da subespécie indica (previamente caracterizados como sensivel e tolerante ao frio) em
sementes em germinacdo (DAMETO et al., 2015) e em folhas durante a fase vegetativa
(dados néo publicados). Contudo, foi percebido que as raizes dessas plantas apresentavam
diferencas visuais quando submetidas a baixa temperatura, indicando que parte da resposta
ao frio poderia ser devido a modifica¢des nas raizes.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas fisiologicas e
moleculares de raizes de gendtipos de arroz contrastantes quanto a resposta ao frio.

MATERIAL E METODOS

As sementes de arroz foram desinfestadas e colocadas para germinar por cinco dias em
uma incubadora BOD a 24°C em placas de Petri com papel filtro umedecido com agua
destilada esterilizada. Ap6s a germinacao, as plantulas foram transferidas para vermiculita
expandida, mantidas por aproximadamente 14 dias em incubadora e depois transferidas para
copos plasticos com meio hidropbénico por mais dez dias. Assim, foram analisados os
seguintes parametros (n = 14): peso seco e comprimento das raizes, e nimero de pelos
radiculares. As andlises fisiolégicas realizadas foram: peroxidagdo de lipidios (reagente
Schiff), acimulo de H,0, (reagente diaminobenzidine), e detec¢ao da perda de integridade de
membrana plasmatica, indicativo de morte celular (reagente Evans Blue). Foi feita a extragéo
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de RNA das amostras de raizes das plantas dos dois genétipos sob condigdo de frio, e as
mesmas foram submetidas ao sequenciamento em grande escala (deep RNAseq). Através
de andlises de bioinformatica, estes dados foram analisados, e a qualidade dos dados de
RNAseq foram confirmados através da analise de expressédo génica de genes especificos por
RT-gPCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As raizes das plantas submetidas a baixa temperatura mostraram uma grande diferenca
nos gendtipos tolerante e sensivel ao frio. Na Figura 1 verifica-se que o peso seco da raiz
(mg), o comprimento da raiz (cm) e o nimero de pelos radiculares € maior no genétipo
tolerante em condic¢des de baixa temperatura (10°C), evidenciando um desenvolvimento mais
vigoroso das raizes do genétipo tolerante.

Figura 1. Peso seco e comprimento das raizes, e nimero de pelos radiculares.
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Utilizando o reagente Evan Blue foi possivel verificar que as raizes das plantas do
genotipo tolerante ao frio apresentam niveis mais baixos de perda de integridade de
membrana plasmaética (dados ndo mostrados), evidenciando menores niveis de morte celular,
quando comparado ao genotipo sensivel ao frio.

De acordo com SONG et al., (2011), a localizacgao histoquimica da peroxidagao de lipidios
é uma das ferramentas-chave na avaliagdo da tolerancia/sensibilidade ao frio, pois ela é
usada para o diagnostico de danos na membrana causados por estresse oxidativo. Utilizando
o reagente de Schiff foi possivel visualizar uma maior concentragdo de aldeidos (resultantes
da peroxidag&o lipidica) nas raizes das plantas do gendtipo sensivel ao frio (dados néo
mostrados), evidenciando que este genétipo apresenta niveis mais elevados de estresse
oxidativo e de peroxidagao de lipidios que o genétipo tolerante ao frio.

Utilizando o reagente diaminobenzidine foi possivel verificar que as raizes do genotipo
tolerante ao frio apresentam menores niveis de acimulo de H,O, que o gendtipo sensivel
(dados ndo mostrados), mostrando que o gendtipo tolerante ao frio provavelmente apresente
niveis mais elevados de enzimas antioxidantes, responséaveis pela detoxifica¢éo de H,0,, e
consequentemente niveis mais reduzidos de estresse oxidativo.



As andlises de sequenciamento em grande escala (RNAseq) foram realizadas nas
amostras de raizes dos dois gendtipos (tolerante e sensivel ao frio) apoés 24 horas de
tratamento (10°C). De acordo com a Tabela 1, somente 27 genes apresentaram expressao
diferencial sob condigéo de frio, sendo 15 deles mais expressos no genotipo tolerante e 12
mais expressos no genotipo sensivel ao frio. Foi possivel verificar que o gendétipo tolerante
apresenta expressdo mais elevada de genes relacionados a manutencdo de estruturas
proteicas, assimilagdo de nitrogénio e sinteses de horménios (etileno e brassinosteroides).
Por outro lado, o gendtipo sensivel ao frio apresentou maior expressao de genes relacionados
com o remodelamento da parede celular, sinalizagdo de Ca?", e enzimas antioxidantes.

Para confirmar a qualidade dos dados do RNAseq, a expressdo de alguns genes
especificos foi testada por RT-gPCR. Conforme a Figura 2, as diferengcas de expressao
encontradas no RNAseq forma confirmadas para os quatro genes testados por RT-gPCR,
apesar do valor de fold change detectado no RNAseq e no RT-qPCR serem diferentes.

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos (RNAseq).
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Figura 2. Confirmagé&o dos dados do RNAseq por RT-qPCR.
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CONCLUSAO

Os resultados indicam que as raizes de genétipos de arroz contrastantes quanto a resposta
ao frio podem responder diferencialmente ao estresse por baixa temperatura. Embora estes
dois gendtipos possuam um perfil genético semelhante (linhagens irmas), alguns dos genes
identificados como diferencialmente expressos podem estar envolvidos com a tolerancia ou
a sensibilidade ao frio, podendo ser utilizados em futuras abordagens biotecnolégicas visando
aumentar a tolerancia do arroz a baixa temperatura.
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