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RESUMO

O arroz é uma das culturas mais importantes do mundo. No entanto, sua
produtividade € muito afetada por diferentes estresses abioticos, incluindo a baixa
temperatura, que pode ser prejudicial durante todas as fases de desenvolvimento,
desde a germinacdo até o enchimento dos grdos. Durante a germinagcdo, 0s
sintomas mais comuns dos danos provocados pela baixa temperatura sado o atraso e
a menor porcentagem de germinacao das sementes. No sul do Brasil, a maioria das
cultivares de arroz pertence a subespécie indica, que apresenta germinacéo lenta e
nao uniforme em baixas temperaturas, resultando em plantacdes irregulares. A fim
de identificar e caracterizar novos genes envolvidos na tolerancia ao frio durante a
fase de germinacdo, foram realizadas analises transcricionais (RNAseq) de dois
genaotipos de arroz da subespécie indica (linhagens irmas previamente identificadas
como tolerante e sensivel ao frio) sob tratamento com baixas temperaturas
(germinacdo a 13°C por 7 dias). Foram detectadas 1.361 sequéncias
diferencialmente expressas. Destas, 758 sequéncias (56%) mostraram-se mais
expressas no gendtipo tolerante ao frio, enquanto que 603 (44%) mostraram-se mais
expressas no genotipo sensivel ao frio. Andlises posteriores por RT-qPCR de onze
sequéncias selecionadas foram utilizadas para confirmar a elevada qualidade dos
resultados do RNAse(. Este estudo revelou que varios processos sao mais ativos no
genotipo tolerante, incluindo taxas de divisdo celular e de crescimento, integridade e
extensibilidade da parede celular, absorcdo de agua e capacidade de transporte de
membrana, sintese de sacarose, geracdo de acUcares simples, insaturacdo de
acidos graxos de membrana, biossintese de cera, capacidade antioxidante e
sinalizacdo por hormoénios e Ca*?, levando & adaptac&o e tolerancia ao frio. Por outro
lado, o gendtipo sensivel ao frio responde a baixa temperatura aumentando a
sintese de proteinas de choque térmico (HSPs) e deidrinas, além de apresentar uma
maior taxa de degradacdo proteica via ubiquitina/proteassoma e biossintese de
poliaminas. Nossos resultados revelaram caracteristicas de expressdo génica no
processo de germinacao sob condicdes de estresse a baixa temperatura que podem
ser Uteis em futuras abordagens biotecnoldgicas visando a tolerancia ao frio em
arroz.



Palavras-chave: atividade antioxidante, divisdo celular, expressdo génica,

homeostase ibnica, resposta a estresse, RNAseq.



ABSTRACT

Rice is one of the most important crops in the world. However, productivity is greatly
affected by different abiotic stresses, including low temperature which can be harmful
during all developmental stages of rice plants, from germination to grain filling. During
germination, the most common symptoms of cold temperature damage are delayed
and lower percentage of germination. In southern Brazil, most rice cultivars belong to
indica subspecies, which present slow and not uniform germination under cold
temperature, resulting in irregular crop establishment. In order to identify and
characterize novel genes involved in rice cold tolerance during the germination stage,
we used two indica rice genotypes (sister lines previously identified as cold-tolerant
and cold-sensitive) in parallel transcriptomic analysis (RNAseq) under cold treatment
(germination at 13 °C for 7 days). We detected 1,361 differentially expressed
sequences. From these, 758 sequences (56%) showed higher expression in the cold-
tolerant genotype, while 603 (44%) showed lower expression in the cold-sensitive
genotype. Further analysis by quantitative RT-PCR of eleven selected sequences
was used to confirm the high-quality of RNAseq results. This study revealed that
several processes are more active in the cold-tolerant genotype, including cell
division and growth rates, cell wall integrity and extensibility, water uptake and
membrane transport capacity, sucrose synthesis, generation of monosaccharides,
unsaturation of membrane fatty acids, wax biosynthesis, antioxidant capacity, and
hormone and Ca*?-signaling, which ultimately lead to cold adaptation and tolerance.
On the other hand, the cold-sensitive cultivar responds to low temperature stress
increasing the synthesis of heat shock proteins (HSPs) and dehydrins, along with
enhanced ubiquitin/proteasome protein degradation pathway and polyamine
biosynthesis. Our findings revealed the gene expression characteristics in the
process of germination under low temperature stress conditions, and can be useful in
future biotechnological approaches aiming to cold stress tolerance in rice.

Keywords : antioxidant activity, cell division, gene expression, ionic homeostasis,
stress response, RNAseq.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais importantes e consumidos no
mundo, contribuindo com a nutricdo de pessoas de todas as classes sociais. Sua
importancia se destaca principalmente nos paises em desenvolvimento,
desempenhando papel estratégico no ambito social e econémico (FAO, 2013). A
producdo mundial anual é de aproximadamente 610 milhdes de toneladas, e o Brasil
ocupa uma posicdo de destaque nesse cenario, sendo 0 nono maior produtor
mundial deste cereal e 0 maior produtor entre 0s paises nao-asiaticos
(http:/firri.org/).

O Rio Grande do Sul é o estado que mais produz arroz no Brasil, sendo que
em 2013 foi responsavel por 66,9% da producdo nacional, segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013). A producdo no estado poderia ser
ainda maior se ndo fosse a ocorréncia de noites com baixas temperaturas no
periodo de plantio, nos meses de outubro e novembro. Ao contrario de outros
cereais, como trigo e cevada, as plantas de arroz tém alta sensibilidade ao frio por
serem de um grupo vegetal com origem tropical. Desta forma, a germinacao da
semente é prejudicada, afetando o seu desenvolvimento e produtividade (CRUZ et
al., 2013).

Existem alguns gendtipos que possuem maior capacidade de
desenvolvimento sob baixas temperaturas quando comparados com outros da
mesma espécie. Estes sdo classificados como genotipos tolerantes ao frio

(SANGHERA et al., 2011). Na cultura de arroz, a subespécie japonica apresenta 0s
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genotipos com os maiores indices de tolerancia ao frio, porém, possuem também
outros genes que geram graos curtos e arredondados, menos aceitos pelos
consumidores brasileiros, tornando-se comercialmente pouco atrativos no nosso
mercado (MACKILL; LEI, 1997). Os fatores de aceitacdo mais importantes para os
consumidores sdo a aparéncia e o aroma do arroz, revelando a importancia do
plantio de cultivares que apresentem estas caracteristicas desejaveis (ZHOU et al.,
2002; MEULLENET et al., 2007). Por isso, a maior parte do arroz cultivado no Brasil
pertence a subespécie indica, que apresenta grdos finos e longos, com alto
rendimento. Na sua grande maioria, as plantas de arroz desta subespécie sao
sensiveis ao frio (LOPES et al., 2008), entretanto, estudos apontam que dentro das
subespécies existe variabilidade quanto a este aspecto (CRUZ; MILACH, 2004).

Considerando os aspectos agricolas e comerciais, surge a interrogativa de
como diminuir os impactos causados pelo frio e aumentar a producdo de grédos no
Rio Grande do Sul e em outros locais onde ocorre este fator climatico. A utilizagéo
de técnicas de transgenia, ferramentas que permitem a introduc&o ou interrupcao de
sequéncias especificas de DNA, é uma forma bastante promissora para melhorar a
tolerdncia a baixa temperatura na cultura do arroz, permitindo o estabelecimento
adequado da cultura (TAKESAWA et al., 2002; CRUZ; MILACH, 2004; SANGHERA
et al., 2011). Para tanto, € necessario identificar os genes que sao responsaveis por
desencadear a tolerancia/sensibilidade a este estresse e elucidar os mecanismos
que atuam na protecdo da planta. A andlise de expressao génica diferencial tem
colaborado para facilitar a identificacdo destes genes potencialmente envolvidos no
mecanismo de tolerancia a baixa temperatura (GAO; CHAO; LIN, 2008) e podem ser
utilizados posteriormente como marcadores moleculares em processos

biotecnoldgicos.

1.1 Tema

Identificacdo de genes e mecanismos moleculares responsaveis pela

tolerancia ao frio na subespécie indica, utilizando um par de genétipos de arroz com
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background genético semelhante, porém contrastantes quanto a tolerancia e
sensibilidade ao frio na fase de germinacéo.

1.2 Problema

A subespécie de arroz mais cultivada no Brasil € a indica, pois apresenta
graos com caracteristicas mais desejaveis comercialmente ao mercado ocidental.
Porém, as plantas sdo normalmente mais sensiveis ao frio, o que acarreta queda na
produtividade e aumento no uso de insumos quimicos, necessitando o

desenvolvimento de alternativas para minimizar estes impactos na producéao.

1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar genes relacionados a tolerancia ao frio na fase de
germinacdo do arroz da subespécie indica, para posterior uso em abordagens
biotecnoldgicas visando a tolerancia ao frio e para conhecer as diferencas no

mecanismo fisiolégico entre as plantas.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Analisar a expressao génica diferencial entre as sementes de genotipos de
arroz da subespécie indica, com graus contrastantes de tolerancia ao frio,

germinadas em baixas temperaturas;

- Selecionar genes possivelmente envolvidos na tolerancia ao frio na fase de
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germinacdo, com base na sua expressdo génica diferencial encontrada no

seguenciamento em grande escala;

- Confirmar os diferentes niveis de expressdo de alguns genes canditados

potencialmente envolvidos na tolerancia ao frio;

- Investigar, através de analises fisiologicas, alguns mecanismos de protecao

ao frio presentes no gendtipo tolerante.

1.4  Justificativa

O frio é considerado um obstaculo para obtencdo de uma maior producéo de
gréos de arroz no Rio Grande do Sul, visto que a ocorréncia de noites com baixas
temperaturas nos meses de outubro e novembro, que corresponde ao periodo de
plantio, prejudica a germinacdo da semente por causa da temperatura da agua e do
solo que frequentemente encontra-se abaixo de 15T (ZHANG et al.,, 2005). A
semeadura ocorre neste periodo para que a fase de enchimento dos grdos coincida
com o periodo de maior incidéncia de luz no Estado, possibilitando espiguetas com
maior qualidade. A ocorréncia de falhas na germinacdo impede o desenvolvimento
adequado da plantula, conduzindo a heterogeneidade da lavoura com consequente
perda no rendimento dos grdos (ANDAYA; MACKILL, 2003). O crescimento mais
lento da planta influencia também no aumento de custos com produtos quimicos,
uma vez que 0s mesmos acabam perdendo sua eficiéncia devido ao seu tempo habil
de reacdo. De acordo com SHINADA et al. (2013), areas com alta latitude ou alta
altitude sofrem ainda mais com este fator climatico. A temperatura mais favoravel
para o desenvolvimento da cultura esta entre 25°C e 30°C (YOSHIDA, 1981; CRUZ,
MILACH, 2004).

Diversas pesquisas tém demonstrado que muitas alteracdes fisioldgicas e
moleculares ocorrem durante a tentativa de aclimatacdo ao frio, sendo que diversas
vias metabdlicas séo alteradas com o estresse (CRUZ; MILACH, 2004). As vias que

levam a tolerancia ao frio sdo bastante complexas, havendo necessidade de um
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melhor entendimento dos mecanismos moleculares e fisiolégicos envolvidos (CRUZ
et al., 2013). Varios genes relacionados a tolerancia ao frio ja foram identificados. No
entanto, a maioria dos estudos utilizou genoétipos da subespécie japonica. Como no
Brasil a subespécie indica € a mais cultivada, e considerando-se que hé
variabilidade de tolerancia ao frio dentro da subespécie, a identificacdo e
caracterizacdo de genes envolvidos na tolerancia a baixa temperatura originarios do
préprio grupo indica é ideal para a geracao de genotipos tolerantes ao frio a serem
cultivados no Rio Grande do Sul, visto que cruzamentos entre as subespécies
japonica e indica podem resultar em problemas de fertiidade e passagem de
caracteristicas indesejaveis da japonica para a indica (KUBO; EGUCHI;
YOSHIMURA, 2000; CRUZ; MILACH, 2004).

Desta forma, o presente estudo fundamenta-se na analise de expressao
génica diferencial de gendétipos de arroz da subespécie indica com background
genético semelhante, porém contrastantes quanto a caracteristica de tolerancia ao
frio, a fim de identificar genes com potencial para utilizagdo como marcadores

moleculares e/ou melhoramento da cultura.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Producao e consumo do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € uma monocotiledbnea da familia Poaceae
originaria de regides tropicais, que vem sendo consumida pelos seres humanos ha
aproximadamente 5000 anos (ZHOU et al., 2002; WANG; YUAN; YIN et al., 2012).
Esta espécie adaptou-se a diversos ambientes, sendo cultivada atualmente em
todos os continentes, exceto na Antartida, tornando-se um alimento de extrema
importancia por ser a principal fonte de calorias diarias para aproximadamente
metade da populacdo mundial (ZHOU et al., 2002; CRUZ et al., 2013).

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo. Na Asia,
América e Africa, que sdo continentes em desenvolvimento, o cultivo de arroz
apresenta grande valor socio-econémico, representando uma cultura com grande
potencial para o combate a fome. De acordo com a Agéncia Embrapa de Informacao
Tecnologica - AGEITEC (2013), cerca de 81% do arroz mundial é cultivado e
consumido na Asia. A América é o continente que estd em segundo lugar na
producéo, sendo que o Brasil € o maior consumidor de arroz das Américas. A Africa
€ 0 terceiro continente quanto a producdo e o segundo no consumo (AGEITEC,
2013).

De acordo com dados da Food and Agriculture Organization of the United

Nations - FAO (2013), a producdo de arroz aumenta em média 1,09% ao ano,



22

confrontando-se com o0 aumento da populacdo mundial que é de cerca de 1,32% ao
ano, gerando um aumento de 1,27% no consumo anual. Estas pesquisas apontam
que o consumo de arroz vem aumentando gradativamente, porém, a producao
mundial ndo esta acompanhando este crescimento, evidenciando a importancia da

criacao de estratégias para aumentar a producao deste gréo (FAO, 2013).

O Brasil tem importante papel na producédo deste alimento, classificando-se
como nono maior produtor mundial (http://irri.org/). Conforme levantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) realizado em junho/2014, o Brasil
teve uma producédo de 12,3 milhdes de toneladas de grdos na safra 2013/2014,
cultivados em uma éarea de 2,4 milhdes de hectares, distribuidos principalmente nas
regides indicadas na Figura 1. Isto representa um acréscimo de 0,2% na area
plantada em relacdo a safra anterior (CONAB, 2014). O Rio Grande do Sul é o
estado que mais contribui anualmente com a producéo nacional. Na safra 2013/2014
foi responsavel pela colheita de 8,1 milhdes de toneladas de gréaos, representando

um incremento de 1,6% em relacdo a safra passada (CONAB, 2014).
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Figura 1 — Mapa da producéo agricola de arroz no Brasil.
Fonte: Conab (2014).

Parte da producdo nacional de arroz é exportada para diversos paises. Na
Figura 2, é possivel comparar quais foram os principais destinos deste cereal no
periodo de janeiro/abril de 2013 e no mesmo periodo deste ano. Constata-se que 0s

paises que se destacaram em 2014 foram Cuba, Venezuela, Serra Leoa e Senegal
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(CONAB, 2014). Segundo o levantamento do Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior (Secex/MDIC), as exportagdes passaram de 114,7 mil
toneladas em abril de 2013 para 129,5 mil toneladas em abril de 2014, mostrando

gue houve ampliacdo do segmento.
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Figura 2. Exportacdo brasileira de arroz. Principais paises importadores no periodo
de jan/abr dos anos 2013 e 2014.

Fonte: Conab (2014).

O arroz é um alimento importante para a dieta das pessoas por ser uma das
principais fontes de carboidratos. Se o arroz for integral, além de carboidratos, pode
fornecer vitaminas, sais minerais, fosforo, céalcio e pequenas quantidades de
micronutrientes como ferro e zinco (BATISTA et al., 2011; FAO, 2013). Sua
composicdo quimica pode diferenciar de acordo com o ambiente, solo e variedade
da cultivar (ZHOU et al., 2002).



25

2.2 Germinacédo do arroz

A semente é definida pelos botanicos como o 6vulo desenvolvido apos a
fecundacdo, que contém o embrido, reservas nutritivas e tegumento. A Legislacéo
Brasileira (Lei n°® 10.711, de 5 de agosto de 2003) apresenta uma definicdo mais
abrangente, conceituando semente como sendo o material de reproducgéo vegetal de
qualquer género, espécie ou cultivar, proveniente de reproducdo sexuada ou

assexuada, que tenha finalidade especifica de semeadura.

A semente de arroz é constituida, em sua maior parte, pelo endosperma que
armazena reservas de nutrientes, principalmente o amido (Figura 3). O endosperma
€ cercado por uma camada de aleurona que é formada por células que armazenam
proteinas e enzimas essenciais para a germinacao. Os brotos surgem a partir do
embrido e sdo envolvidos por uma bainha protetora denominada de coleoptilo (HE;
YANG, 2013).

Palea—/¢1 |\,
s [ | \ W Lema
— L'-::_I;v,
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[ *~ — Tegumento

arm — Aleurona

Figura 3 — Partes da semente de arroz.

Fonte: Adaptado de Rice Knowledge Management Portal (http://www.rkmp.co.in/content/parts-of-a-
rice-seed)

A germinacdo adequada da semente € essencial para o ciclo de
desenvolvimento da planta (HE; YANG, 2013). Durante a germinacao, as células das

sementes mudam do estado de repouso para o estado metabolicamente ativo
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(YANG et al., 2007). O processo inicia a partir da absor¢cdo de agua (embebicédo)
pela semente seca em repouso e termina com a eclosdo do eixo embrionario e da
radicula (BEWLEY, 1997; YE et al., 2012), sendo um processo fisiolégico e
bioquimico bastante complexo, associado a regulacdo da expressao de diversos
genes, desencadeados de forma coordenada e sequencial, e uma série de
transdugbes de sinais metabdlicos. Apesar de ndo se saber por completo como
estas atividades s&o reguladas, constata-se que a qualidade da germinacdo da
semente esta associada com o crescimento da plantula e com a producéo de graos
(HE; YANG, 2013).

Diversos elementos exdgenos e enddgenos participam na regulacdo da
germinacao, tais como agua, temperatura, ritmo circadiano, luz e fitohorménios
(YANG, et al., 2007; HUNDERTMAR et al., 2011). Porém, a agua € o elemento
decisivo para o desencadeamento do processo (HUNDERTMAR et al., 2011). A
germinacao pode ser dividida em trés fases principais, como mostrado na Figura 4.
Na fase I, ocorre a rapida absorcdo de agua e inicio da biossintese de mRNA
(HOWELL et al., 2009; HE; YANG, 2013). Na fase Il, ocorre a reativacdo do
metabolismo, mobilizacdo das reservas energéticas, afrouxamento da parede
celular, reorganizacéo celular e alongamento do coledptilo. Esta fase é classificada
como etapa de platd por ser a mais importante, pois todas as reacfes metabdlicas
necessarias a germinacao sao ativadas. Na fase lll, ocorre ativacdo do TCA (Ciclo
dos Acidos Tricarboxilicos) e da respiracdo aerobica, inicio da divisdo celular,
propulsdo da radicula e estabelecimento da plantula (HE; YANG, 2013).
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Figura 4 — Fases da germinacdo da semente de arroz. Principais eventos que
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ocorrem durante as trés fases da germinacédo, desde a absorcdo de agua até o

estabelecimento da plantula.
Fonte: Adaptado de He; Yang, 2013.

A partir da embebicédo, ocorre a ativacdo metabdlica do embrido que comeca
a produzir fitohomoénios. Entre eles, destaca-se o acido giberélico, que se difunde
para a camada de aleurona, provocando a ativacdo de uma cascata de sinalizagao
que ira sintetizar amilases e outras enzimas hidroliticas. Estas enzimas sao
conduzidas para o endosperma, onde iniciardo a quebra dos compostos de
armazenamento que promoverdo o0 estabelecimento da plantula (BETHKE;
SCHUURINK; JONES, 1997; HE; YANG, 2013).

A mobilizacdo de reservas de energia é imprescindivel para a germinacéao das
sementes. Nas monocotiledoneas, estas reservas estdo sob a forma de lipidios,
proteinas e amido no endosperma. No arroz, o amido é a reserva mais abundante, o
qual é degradado por varias etapas incluindo a via glicolitica e o ciclo dos acidos
tricarboxilicos (YANG et al., 2007). A enzima a-amilase € uma das principais enzimas
que catalisam essa reacdo. Yang e colaboradores (2007) constataram que a
guantidade de a-amilase aumenta substancialmente no final da fase Il da
germinacao do arroz, sugerindo que a maior taxa de mobilizacdo do amido pode
acontecer em estagios avancados da fase Il da germinagcdo. A mobilizacdo de
reservas proteicas também é importante nesse processo. Neste mesmo estudo,
verificou-se que a maioria das reservas de proteinas foi utilizada apés 48 horas de
embebicdo (YANG et al.,, 2007). Todos estes resultados indicam que as reservas
energéticas sdo mobilizadas até o final da germinacdo da semente (YANG et al.,
2007). Além das proteinas de reservas energéticas, analises em nivel proteico
também identificaram alterac6es em proteinas funcionais durante a germinacao, que
podem auxiliar na defesa da planta e no desenvolvimento morfologico,

proporcionando um crescimento rapido e eficaz das mudas (YANG et al., 2007).

Evolutivamente, algumas plantas desenvolveram mecanismos de protecao
das sementes contra diferentes estresses sazonais, como desidratacdo e baixas
temperaturas, visando a preservacdo da capacidade de germinacdo e garantia da

sobrevivéncia da espécie. Um destes mecanismos € a manutencdo de um estado de
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dorméncia (FOOTITT et al., 2011). Varios fitohorménios estdo relacionados com o
processo de dorméncia e quebra de dorméncia das sementes. No arroz, o acido
giberélico é o fitohorménio responsavel pela quebra de dorméncia da semente para
promover a germinacdo. Por outro lado, o acido abscisico (ABA) induz a dorméncia
apos a maturacdo das sementes (HE; YANG, 2013). Entretanto, a dorméncia da
semente a protege apenas parcialmente, pois foi verificado que o armazenamento
da semente por longos periodos, mesmo sob condi¢cdes ideais, pode diminuir
gradativamente seu potencial de germinagdo, visto que o envelhecimento da
semente € controlado por fatores genéticos (MIURA et al., 2002; HE; YANG, 2013).

Sementes de grande parte das espécies botanicas ndo germinam sob
condi¢cdes anaerdbicas. No arroz, entretanto, as fases iniciais (fase | e Il) da
germinacdo ocorre com sucesso mesmo quando privado de oxigénio (estado
metabolico de anoxia) (MAGNESCHI; PERATA, 2009). Isto se deve ao fato que o
amido que compbe a semente ndo € mobilizado somente por vias centrais do
metabolismo do carbono (glicolise e ciclo dos acidos tricarboxilicos), mas também
por vias de fermentacdo, levando a capacidade de manter o funcionamento do
metabolismo energético mesmo sem a presenca do oxigénio (RAYMOND; AL-ANI,
PRADET, 1985; MAGNESCHI; PERATA, 2009; HE; YANG, 2013). Além disso, o
rapido alongamento do coledptilo do arroz permite a difusdo de oxigénio para o
interior do endosperma, auxiliando no desenvolvimento de plantulas robustas
(TURNER; CHEN; MCCAULEY, 1981; MAGNESCHI; PERATA, 2009). Analises de
expressdo diferencial de proteinas mostraram que coledptilos em condi¢bes de
anoxia apresentam expressdo elevada de proteinas relacionadas a defesa, como
proteinas antioxidantes, além de apresentar alta concentracdo de aminoacidos
(serina, glicina e alanina), que contribuem na adaptacdo a falta de oxigénio
(SHINGAKI-WELLS et al., 2011). Somente na fase final da germinacéo (fase Ill) é
necessaria a disponibilidade de oxigénio para a propulsdo e alongamento da
radicula (HOWELL et al., 2007; HE; YANG, 2013).

Analises protebmicas identificaram um total de 673 proteinas envolvidas na
fase de germinacdo do arroz (HE et al., 2011). Estas proteinas foram classificadas
em 14 grupos funcionais, entre 0s quais estdo os grupos relacionados com o

metabolismo, formacdo de citoesqueleto e defesa. O principal grupo foi das
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proteinas relacionadas com o metabolismo de carboidratos, glicolise, ciclo dos
acidos tricarboxilicos, fermentagcdo, gliconeogénese, ciclo do glioxilato e via das
pentoses fosfato (HE et al., 2011).

Oscilagdes nos niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorrem
continuamente durante o desenvolvimento da semente e durante a germinacdo. As
moléculas de EROs sdo consideradas potencialmente nocivas. No entanto,
crescentes evidéncias tém mostrado que EROs também podem ter fungcdo de
mensageiro ou transmissor de sinais ambientais durante a germinacdo das
sementes de arroz, agindo positivamente no controle do processo (YE et al., 2012;
DIAZ-VIVANCOS; BARBA-ESPIN; HERNANDEZ, 2013).

2.3 Vias de sinalizac&o dos estresses abidticos em arroz

O desenvolvimento e a produ¢cdo mundial de arroz sao afetados por diversos
tipos de estresses abibticos, principalmente alta salinidade, seca e baixas
temperaturas (WU et al., 2011; DIAZ et al.,, 2013; YOKOTANI et al., 2013). Estes
fatores modificam a fisiologia da planta, causando danos ao seu metabolismo (CRUZ
et al., 2013). As planta¢cfes de arroz no Rio Grande do Sul apresentam altos indices
de produtividade, superiores a 6 t/ha™. As oscilacbes que ocorrem nos niveis de
produtividade ao longo dos anos estdo diretamente relacionadas com a ocorréncia
de baixas temperaturas e disponibilidade da radiacao solar durante a fase inicial de
desenvolvimento da planta (STEINMETZ et al., 2007). Alguns gendtipos de arroz,
mesmo pertencendo ao mesmo género e espécie na classificagcdo botanica,
apresentam fortes distincbes nas reacfes do metabolismo quando submetidas aos
diferentes estresses, diferenciando-se pela tolerancia ou sensibilidade ao fator.
Existem genoétipos que possuem maior capacidade de desenvolvimento sob
estresses, classificando-se como gendtipos tolerantes (SANGHERA et al., 2011). Os
genaotipos tolerantes possuem caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e moleculares
gue desencadeiam respostas adequadas para combater o estresse (SINGH; FOLEY;
ONATE-SANCHEZ, 2002; SHINOZAKI; YAMAGUCH-SHINOZAKI, 2007).
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Estudos apontam que a exposicao da planta ao estresse salino e de seca leva
a uma grande mudanca na expressao génica, o que esta relacionado com diferentes
vias de sinalizacdo, sendo que algumas delas sdo dependentes do horménio &cido
abscisico (ABA) (RABBANI et al., 2003; SHINOZAKI; YAMAGUCH-SHINOZAKI,
2007). O ABA, quando produzido sob condi¢cdes de adversidade, atua como um
mediador no controle das respostas da planta, regulando o fechamento dos
estbmatos e/ou estimulando a atividade de varios genes envolvidos na resposta ao
estresse (NAKASHIMA et al., 2012). O ABA também tem sido relacionado ao
mecanismo de respostas as baixas temperaturas (YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
SHINOZAKI, 2006).

O mecanismo completo de protecéo da planta aos estresses abioticos ainda
permanece desconhecido. Estudos para verificar como as plantas reagem a estes
estresses, principalmente seca e baixas temperaturas, constataram que elas agem
defensivamente contra a desidratacdo, através da transducédo de sinais que resultam
no acumulo de diferentes proteinas, moléculas de acucar e antioxidantes
(GONZALEZ; IUSEM, 2014). Entre as proteinas que se acumulam, destacam-se as
da familia ASR (ABA-stress-ripening) (GONZALEZ; IUSEM, 2014). Outras analises
também sugerem que 0s genes que codificam proteinas do grupo ASR podem
desempenhar papel de protecdo nas ceélulas vegetais sob condicdes de déficit
hidrico, devido a sua alta hidrofilia. Em algumas circunstancias, as ASR’s podem
ainda ter atividade de estabilizacdo das proteinas, evitando a desnaturacdo das
mesmas (KONRAD; BAR-ZVI, 2008; DIAZ et al., 2013).

Mecanismos de resposta também sdo ativados nos genotipos de arroz
sensiveis aos estresses abidticos. No entanto, as proteinas sintetizadas ndo séo
suficientes para assegurar tolerdncia a planta. Mesmo assim, muitas variedades
sensiveis continuam sendo cultivadas por apresentarem caracteristicas morfologicas
mais aceitas comercialmente. Em areas propensas as condi¢cdes de estresse salino,
hidrico e de baixa temperatura, estas cultivares ainda apresentam falhas no
desenvolvimento normal, acarretando queda na producdo dos graos (WU et al.,
2011; NAKASHIMA et al., 2012).
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2.4 Alteracdes visuais e fisiologicas causadas pelo frio em arroz

As baixas temperaturas podem ser prejudiciais ao desenvolvimento normal de
plantas de arroz por estas possuirem uma origem tropical. Nas cultivares sensiveis,
o frio desencadeia diversas alteragbes fisiologicas, morfologicas, bioquimicas e
moleculares que geram alteracdes deletérias em seu metabolismo, afetando a
produtividade (SANGHERA et al., 2011; CRUZ et al., 2013). O grau de dano pode
variar de acordo com a severidade do estresse, que engloba o tempo de exposicéo,
a temperatura e a fase de desenvolvimento em que a planta se encontra. No periodo
germinativo e vegetativo, que correspondem as fases iniciais, o inicio das alteracdes
fisiolégicas surgem quando a temperatura estd em torno de 10-13°C. A fase de
reproducdo é mais sensivel, observando-se danos quando a temperatura esta entre
18-20°C (YOSHIDA, 1981). Algumas caracteristicas de danos visuais sao
murchamento, clorose, necrose e crescimento lento (KIM; ANDAYA; TAIl, 2011,
CRUZ et al., 2013).

O frio pode prejudicar todas as fases do desenvolvimento da planta, desde a
germinacao até a maturagdo dos gréaos (YE et al., 2009), sendo que os estadios de
germinacao, estabelecimento das mudas e reprodutivo sdo os mais afetados no
arroz (CRUZ; MILACH, 2000). Na fase de germinacéo, o frio provoca diminuicdo na
porcentagem e/ou qualidade das sementes germinadas (CRUZ; MILACH, 2000). No
estadio de estabelecimento das mudas pode ocorrer despigmentacdo das folhas,
murchamento e baixa taxa de crescimento (YANG; DAI;ZHANG, 2012; SONG et al.,
2011). Na fase reprodutiva, a formacéo do polen pode ser afetada, tornando a planta
de arroz estérii (MACKILL; COFFMAN; GARRITY, 1996) ou interferindo no
desenvolvimento das anteras e estigma (ITO et al., 1970; CRUZ et al., 2013).

Folhas de plantas de arroz da subespécie japonica apresentam menor taxa de
degradacédo de clorofila que plantas da subespécie indica quando submetidas a
baixas temperaturas, revelando que o0s cloroplastos e, consequentemente, a
fotossintese, sdo mais afetados nas cultivares sensiveis (DAI; VERGARA;
VISPERAS, 1990; GLASZMANN; KAW; KHUSH, 1990; AGHAEE et al., 2011). Em

alguns gendtipos de arroz sensiveis a baixa temperatura foram verificadas lesées no
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sistema de membrana da célula, desencadeando desidratacdo celular
(STEPONKUS; UEMURA; WEBB, 1993). Segundo Strauss e Hause (1986) o
desenvolvimento da tolerancia ao frio envolve o aumento da insaturacdo dos acidos
graxos de membrana, o acumulo de sacarose e elevacdo dos niveis de agucares
simples. Espécies reativas de oxigénio também séo produzidas na presenca do frio,
ocasionando sérios danos a diversos componentes intracelulares, tais como lipidios
de membrana, proteinas estruturais e enzimas (SONG et al.,, 2011; YANG; DAI,
ZHANG, 2012; CRUZ et al., 2013). Todavia, constatou-se que as espécies reativas
de oxigénio, a0 mesmo tempo em que causam danos, podem agir na sinalizacédo da
producdo de enzimas antioxidantes, numa tentativa de superacdo do estresse
(THEOCHARIS; CLEMENT; BARKA, 2012).

2.5 Genes de arroz ativados por baixas temperatura s

Para superar condi¢goes de adversidade, as plantas induzem a expressao de
diversos genes, gerando diferentes respostas de aclimatacdo que iniciam com uma
série de processos de sinalizacao, incluindo a ativacédo de fatores de transcricao (HU
et al., 2008; CRUZ et al., 2013). Vérios destes fatores sdo estimulados na presenca
de estresses abidticos em plantas, tais como AP2/EREBP (APETALAZ2/ethylene
response element binding protein), Zinc Finger, NAC, MYB e WRKY, entre outros
(HUANG et al., 2009).

Uma das maiores familias de fatores de transcricdo especifica de plantas sao
as proteinas NAC (OLSEN et al., 2005). Estima-se que existam 151 genes NAC no
genoma de arroz (NURUZZAMAN et al., 2010). As proteinas NAC desempenham
atividades importantes no desenvolvimento da planta, no controle hormonal e na
defesa aos diferentes estresses, incluindo resposta a baixa temperatura (OLSEN et
al., 2005; NAKASHIMA et al., 2012). Alguns integrantes do grupo NAC ativados por
baixa temperatura ja foram identificados, tais como o SNAC2 (STRESS-
RESPONSIVE NAC 2), OsNAC5 e OsNAC6 (OHNISHI et al., 2005; HU et al., 2008;
SONG et al., 2011). O SNAC2 esta envolvido na manutencdo da estabilidade da
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membrana celular (HU et al., 2008). A superexpressao de OsNACS5 leva a regulacéo
da biossintese de acUcares e prolina, além de aumento na atividade de enzimas
antioxidantes (SONG et al., 2011). Tem-se observado que um aumento nos niveis de
prolina e acucares soluveis atua no ajuste osmotico da planta, auxiliando na
tolerancia ao frio através da manutencéo da integridade da membrana, evitando a
desidratacdo celular provocada pela pressdo osmética (HUANG et al., 2012).
Andlises revelaram que a superexpressao dos genes OsNAC5 e OsNACS6 regula a
atividade de outros genes importantes para a tolerancia ao frio, como OsLEA3
(TAKASAKI et al., 2010).

Outras pesquisas constataram que os genes da familia AP2 (APETALA2)
estdo envolvidos na regulacdo do crescimento das plantas (VOGEL et al., 2005).
Este grupo de genes também esta relacionado a transducéo de sinal dos horménios
vegetais, respostas a agentes patogénicos e nas respostas a outros estresses
abidticos, como seca e alta salinidade (WU et al.,, 2011). O dominio AP2 esta
presente em diversas categorias de fatores de transcricdo, como EREBP (ethylene
response element binding protein), RAV e outras. Dentre elas, destaca-se 0 grupo
EREBP que inclui o fator de transcricio DREB (Dehydration-responsive element-
binding protein), o qual participa da resposta ao estresse induzido pelo frio,
regulando a expressdo do gene corlb5a através da ligacdo ao elemento CRT (C-
repeat), caracterizado pela sequéncia TGGCCGA (BAKER; WILHELM;
THOMASHOW, 1994; WU et al., 2011).

Os fatores de transcricdo MYB também atuam nos processos de resposta aos
estresses abioticos. Plantas de arroz superexpressando OsMYB3R-2, por exemplo,
possuem niveis transcricionais aumentados de genes especificos, como a ciclina
OsCycB1;1, que esta envolvida na regulacdo do ciclo celular (MA et al., 2009). O
gene OsMYBS3 participa das respostas adaptativas a longo prazo, necessarias para
uma eficaz aclimatacdo do arroz frente ao estresse por baixa temperatura (SU et al.,
2010). Os genes do grupo ARS (ABA-stress-ripening) auxiliam na tolerancia a baixas
temperaturas ativando o transporte de acucar em tecidos especificos, necessarios
para o desenvolvimento normal da planta, e regulando a atividade fotossintética
(DIAZ et al., 2013).
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Através de andlises de microarranjo, evidenciou-se que um gene que codifica
uma proteina de transferéncia de lipidios da familia HyPRP (Hybrid proline-rich
proteins) foi regulado pela superexpressdao do gene OsWRKY76, levando a
estabilizacdo das membranas plasmaticas. A maioria das proteinas HyPRPs estdo
localizadas na parede celular, e contém um dominio N-terminal rico em prolina e um
dominio C-terminal hidrofébico (XU et al., 2011; YOKOTANI et al., 2013). Em
linhagens de arroz foi observado que a superexpressdao de OsWRKY76 atuou
diretamente na regulacéo de genes que codificam proteinas envolvidas com defesa,
tais como a enzima antioxidante peroxidase, resultando em uma maior tolerancia ao
frio (YOKOTANI et al., 2013). Isto evidencia que a superexpressao de OsWRKY76,
em plantas de arroz, atua como um ativador da expressdo de outros genes
associados ao estresse por baixas temperaturas. Entre eles, genes que codificam

peroxidases e genes do metabolismo lipidico (YOKOTANI et al., 2013).

De modo geral, os genes induzidos pelos estresses, inclusive baixas
temperaturas, desempenham funcdes de protecdo através da sintese de proteinas
funcionais (enzimas e proteinas metabodlicas essenciais) e proteinas reguladoras,
que regulam a transducédo de sinais e a expressao génica em resposta ao estresse.
Entre as proteinas reguladoras que sdo ativadas na presenca de estresses abidticos
estdo os fatores de transcricdo DREBPs (Dehydration responsive element-binding
proteins), AREBPs (ABA-responsive element-binding protein) e NACs (NAM, ATAF
and CUC). As proteinas funcionais integram proteinas hidrofilicas, como a deidrina e
as proteinas do tipo LEA (Late Embryogenesis Abundant), e enzimas necessarias
para a sintese de osmoprotetores como a prolina e acucares compativeis
(NAKASHIMA; ITO; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2009; NAKASHIMA et al., 2012).

Analisando-se a atividade dos genes frente ao estresse pelo frio, parece que
vias distintas procedem sequencialmente e complementarmente a fim de promover a

aclimatacdo da planta a curto e a longo prazo (CRUZ et al., 2013).
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2.6 0Obtengéo de plantas tolerantes ao frio

Através da técnica de manipulacdo genética, é possivel gerar linhagens
transgénicas de diversas espécies botanicas (WANI; GOSAL, 2011). Pesquisas
envolvendo transgenia de plantas estdo sendo desenvolvidas mundialmente por ser
uma forma de melhorar caracteristicas importantes das culturas, incluindo tolerancia
aos estresses bioticos e abidticos (ASHRAF et al., 2008). O processo de transgenia
€ uma estratégia biotecnologica bastante promissora que pode ser empregada na
cultura do arroz. A transferéncia da tolerancia ao frio para cultivares de arroz
comercialmente viaveis, como é o0 caso das cultivares da subespécie indica, pode

possibilitar o aumento na producéo de graos.

Para alcancar o grau de tolerancia adequado a um determinado estresse na
planta, muitas vezes, um Unico gene que codifica uma Unica proteina nao é
suficiente, havendo necessidade de transferéncia de varios genes (SANGHERA et
al., 2011). Geralmente, a tolerancia aos estresses abioticos envolve uma gama de
fatores de transcricdo e outros genes que codificam proteinas envolvidas em
diversas rotas metabdlicas (CUSHMAN; BOHNERT, 2000).

Pesquisadores constataram que os genes CBF/DREB1 (C-repeat binding
factors/ dehydration-responsive element-binding protein 1) fazem parte de um dos
grupos mais importantes relacionados com respostas de aclimatacdo ao frio. A
superexpressao de OsDREB1F, em plantas de arroz e Arabidopsis, mostrou que
este € um gene importante na tolerancia ao frio na fase inicial do desenvolvimento
(WANG et al., 2008). Outros genes introduzidos com sucesso em plantas de arroz e
Arabidopsis foram OsDREB1 e AtDREB1, respectivamente, 0s quais aumentaram 0s
niveis de osmoprotetores, como a prolina e acUcares solluveis, aumentando a
tolerancia a baixa temperatura (ITO et al., 2006; SANGHERA et al., 2011). Estudos
revelaram que a superexpressdo de OsCOIN (Oryza sativa cold-inducible) em
plantas de arroz também levaram a um aumento nos niveis de prolina (LIU et al.,
2007). O gene LeTERF2, além de aumentar os niveis dos osmoprotetores, mostrou

estar envolvido com a regulacao dos niveis de clorofila e ERO’s (TIAN et al., 2011).
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Hu et al. (2008) superexpressaram o gene SNAC2 em arroz e submeteram
as plantas a um intenso estresse por frio (4-8 °C por 5 dias). Foi verificado que mais
de 50% das plantas transgénicas se desenvolveram, enquanto que todas as plantas
do tipo selvagem morreram. As membranas celulares das plantas transgénicas
permaneceram integras, indicando que a proteina SNAC2 favorece a estabilizacao
de membranas, podendo ser utilizada em futuros programas de melhoramento da
cultura (HU et al., 2008).

A superexpressdao de OsNACS5 levou ao acumulo de osmoprotetores e
reducdo de malondialdeido e peréxido de hidrogénio (H,O,), tornando a planta de
arroz menos suscetivel aos danos oxidativos (SONG et al., 2011). Em outro estudo,
a superexpressao do gene OsRAN2 (Oryza sativa, Ras-related nuclear protein 2) foi
importante para manter adequada a taxa de divisao celular da planta exposta ao frio
(CHEN et al.,, 2011). Verificou-se que os genes OsMYBS3 e OsMYB2 também
favoreceram a tolerancia ao frio nas plantas de arroz transgénicas através da
regulacdo de genes relacionados com a sintese de prolina, transportadores e
atividade antioxidante (SU et al., 2010; YANG; DAI; ZHANG,2012).

Huang et al. (2009) constataram que as plantas de arroz transgénicas
tolerantes ao frio apresentam maior atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase e peroxidase, desencadeando mecanismos de respostas ao estresse
oxidativo quando o gene OsZFP245 (pertencente a familia de proteinas zinc finger)
€ superexpresso. A superexpressdo de AISAP, outra integrante da familia zinc
finger, também aumenta a tolerdncia ao estresse em arroz, porém, atuando na

manutencdo da atividade fotossintética da planta (SAAD et al., 2012).

Muitos genes e mecanismos de defesa aos estresses estdo sendo estudados.
A descoberta de marcadores moleculares, os quais possibilitam identificar l6cus
controladores de caracteristicas quantitativas (QTLsS) no genoma dos organismos,
possibilitam reconhecer mecanismos de defesa (JIANG et al., 2006). Alguns QTLs ja
foram identificados nos diferentes estadios de desenvolvimento do arroz, sendo
alvos importantes nos programas de melhoramento da cultura. Na fase de
germinacdo da semente de variedades derivadas de cruzamento entre duas

cultivares da subespécie japonica detectaram-se trés QTLs associados a baixa
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temperatura (FUGINO et al.,, 2004). Um deles foi o qLTG-3-1, mapeado na
extremidade distal do braco curto do cromossomo 3. Os outros dois QTLs adicionais
identificados foram o qLTG-3-2, no cromossomo 3, e qLTG-4 na extremidade distal
do braco curto do cromossomo 4 (FUJINO et al., 2004). Ji et al. (2009) avaliaram
QTLs de linhagens de arroz derivadas do cruzamento entre a subespécie japonica e
a subespécie indica, resultando na identiticacdo de seis QTLs localizados em
diferentes cromossomos, envolvidos na capacidade de germinacdo em baixas
temperaturas, confirmando que esta caracteristica de resisténcia envolve varios

genes.

Devido a alta complexidade molecular que envolve as respostas aos estresses
abidticos nas plantas, os métodos de melhoramento tradicionais tiveram pouco
sucesso (CUSHMANN; BOHNERT, 2000; SANGHERA et al., 2011). Atualmente, a
biotecnologia e a bioinformatica oferecem estratégias alternativas para a
identificacdo de novos genes e compreensao de suas fun¢gbes na aclimatacdo aos
estresses, facilitando o desenvolvimento de plantas modificadas geneticamente para
obtencéo, por exemplo, de tolerancia ao frio. A utilizacdo de gendmica comparativa
de organismos modelos e uso de técnicas como analise de expressao génica por
sequenciamento em grande escala (deep sequencing) sado algumas alternativas
viaveis atualmente (CUSHMANN; BOHNERT, 2000; GAO; CHAO; LIN, 2008).

2.7 RNAseg ou sequenciamento em grande escala ( deep sequencing)

RNAseq é uma ferramenta utilizada para tracar um perfil transcricional através
de sequenciamento em grande escala. Define-se transcriptoma, o conjunto completo
de transcritos (MRNA, rRNA, tRNA e miRNA) de um dado organismo, érgéo, tecido
ou linhagem celular, o qual tem reflexo direto na expressao génica. Compreender o
transcriptoma € essencial para interpretar os elementos funcionais do genoma, pois
possibilita revelar as mudangas nos niveis de expressdo durante o desenvolvimento

ou sob diferentes condigdes.
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O RNAseq fornece uma medida bastante exata dos niveis de transcritos e
suas isoformas. Nesta tecnologia, uma populacdo de RNA (total ou fracionado) &
convertida em uma biblioteca de fragmentos de cDNA com adaptadores ligados a
uma ou em ambas as extremidades, como pode ser visualizado na Figura 5. Apés,
cada molécula (com ou sem amplificacdo) é sequenciada para se obter sequéncias
curtas de uma ou ambas as extremidades. ApGs 0 sequenciamento, 0s resultados
das leituras sdo alinhados com um genoma de referéncia ou com transcritos de
referéncia para produzir um mapa da transcricdo gendémica que ira apresentar o
nivel de expressao de cada gene (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
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Figura 5 - Tecnologia do RNAseq. RNAs mensageiros sao convertidos em uma
biblioteca de fragmentos de cDNA. Adaptadores de sequenciamento (azul) s&o
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adicionados a cada fragmento de cDNA e uma sequéncia curta é obtida a partir de
cada um dos cDNA usando uma tecnologia de sequenciamento de alto rendimento.
A sequéncia de leitura resultante é classificada em trés tipos: exonic reads, junction
reads e poly(A) end-reads. Estas leituras sdo usadas para gerar um perfil de
expressao de cada gene, como mostrado no gréafico inferior da figura, onde uma
ORF com um intron é mostrado.

Fonte: Adaptado de WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009.

O uso da tecnologia do RNAseq possui muitas vantagens: pode revelar a
localizac&o exata dos limites de transcricdo de um gene, pode dar informacdes sobre
a conectividade entre varios éxons, € util para estudar transcriptomas complexos,
permite que todo o transcriptoma seja levantado em um alto rendimento e de forma
quantitativa, muitas vezes possui custo muito menor que outros métodos como tiling
microarrays ou EST sequencing, € util para apresentar variacbes de sequéncia,
como SNPs, nas regides transcritas, apresenta niveis elevados de reprodutibilidade
para as repetices técnicas e bioldégicas (CLOONAN et al., 2008; NAGALAKSHMI et
al., 2008; MORIN et al., 2008; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

O método ideal para transcriptdmica deve ser capaz de identificar e quantificar
todos os RNAs (pequenos ou grandes). Por isso, durante a construcdo das
bibliotecas, as moléculas de RNAs maiores (mMRNAs) sdo fragmentadas em pedacos
menores para ser compativel com a maioria das tecnologias de sequenciamento. Os
meétodos de fragmentacdo comuns incluem fragmentacdo do RNA (hidrolise de RNA
ou nebulizacdo) e fragmentacdo de cDNA (tratamento com DNase | ou com ultra-
som) (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

O RNAseq, por ser uma tecnologia de sequenciamento de alto rendimento ou
de grande escala, necessita de analises de bioinformatica para dar sentido a imensa
quantidade de dados que sdo gerados. Portanto, ha uma constante necessidade de
desenvolvimento de métodos eficientes para armazenar, recuperar e processar
grandes quantidades de dados. Isso é importante para reduzir erros durante as
analises. Geralmente, quanto maior for o genoma, mais complexo sera o
transcriptoma e maior profundidade de sequenciamento é necessaria para uma
adequada cobertura (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
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Como o RNAseq pode captar a dinamica transcricional em diferentes tecidos
ou condicbes sem normalizacdes sofisticadas de conjuntos de dados, muitos
estudos estdo aderindo a esta técnica. Por exemplo, Xu, Gao e Wang (2012)
utilizaram este método para tracar o perfil do transcriptoma do arroz durante o
desenvolvimento dos embrides, a fim de compreender os eventos moleculares
associados a embriogénese da planta. Varios estudos envolvendo andlise das
respostas aos diferentes estresses ambientais em plantas estdo utilizando esta
ferramenta (CRUZ-JARAMILLO et al., 2014; VITULO et al., 2014; XIA et al., 2014).
Além das espécies vegetais, esta técnica também foi aplicada em estudos com
microorganismos (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe),
animais e inclusive células humanas (NAGALAKSHMI et al., 2008; MORIN et al.,
2008; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).



3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

A presente pesquisa caracterizou-se como um estudo do tipo experimental e
guantitativo, onde foi realizada a identificacdo e caracterizacao de genes importantes
para a tolerancia ao frio na fase de germinacao da cultura do arroz (Oryza sativa L.)
da subespécie indica.
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- Raul Antonio Sperotto, Doutor em Biologia Celular e Molecular, Laboratério
de Biotecnologia — Centro Universitario UNIVATES, Lajeado — RS.

- Janette Palma Fett — Doutora em Fisiologia Vegetal e Biologia Molecular,

Laboratério de Fisiologia Vegetal - UFRGS, Porto Alegre - RS.

- Janete Mariza Adamski, Mestre em Fisiologia Vegetal, Doutoranda do
Programa de POs-Graduacdo em Botanica, Laboratério de Fisiologia Vegetal -
UFRGS, Porto Alegre - RS.

- Felipe Klein Ricachenevsky, Doutor em Biologia Celular e Molecular, pos-

doutorando do Laboratério de Fisiologia Vegetal — UFRGS, Porto Alegre - RS.

- Denise Cargnelutti, Doutora em Bioquimica Toxicoldgica, Departamento de
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Agronomia - UFFS, Erechim - RS.

- Luiz Felipe Valter de Oliveira, Mestre em Genética e Biologia Molecular,
Centro de Biotecnologia — UFRGS, Porto Alegre — RS.

- Renata Pereira da Cruz, Doutora em Fitotecnia, Departamento de Plantas de
Lavoura - UFRGS, Porto Alegre - RS.

- Rogério Margis, Doutor em Biologia Molecular, Centro de Biotecnologia -
UFRGS, Porto Alegre — RS.

- Edina Aparecida dos Reis Blasi, graduanda de Ciéncias Bioldgicas, bolsista
de Iniciagdo Cientifica, Laboratério de Biotecnologia — Centro Universitario
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- Laborat6rio de Biotecnologia - IRGA
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3.3 Procedimentos técnicos

3.3.1 Identificacdo de genotipos de arroz tolerante s e sensiveis ao frio

Foi previamente realizada, no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal da UFRGS,
em colaboragcdo com o Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA), a identificacdo de
genadtipos de arroz da subespécie indica tolerantes e sensiveis a baixa temperatura.
Para tanto, sementes de 45 gendtipos (44 gendtipos indica e 1 gendtipo japonica),
oriundos do Banco de Germoplasma do IRGA, foram submetidas & germinacdo em
uma camara BOD a 13°C, no escuro, por 26 dias. Apds, os genotipos foram
classificados de acordo com a porcentagem de sementes com coledptilo =2 5 mm,

conforme método de Cruz e Milach (2004).

O gendtipo tolerante selecionado foi o IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-A, o qual
apresentou aproximadamente 80% das sementes com coledptilo =25 mm. O gendtipo
sensivel selecionado foi o IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-D-1-CA-1, com apenas 15% das
sementes com coleoptilo =2 5 mm (ADAMSKI et al., submetido). Aléem da medida do
coledptilo, um dos critérios que fundamentaram a escolha destes genétipos foi o fato
de apresentarem background genético bastante semelhante, por serem oriundos dos

mesmos parentais (linhagens irmas).

3.3.2 Germinagao e coleta de amostras

As sementes dos dois genoétipos contrastantes selecionados permaneceram
em uma estufa por 5 dias a 50°C para quebra de dorméncia. Em seguida, as cascas
foram retiradas e as sementes foram colocadas para germinacdo em placas de Petri
na camara BOD durante 7 dias, a uma temperatura de 13°C, no escuro. Apés, trés
replicatas biolégicas (cada uma contendo dez sementes em germinacdo) foram
coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, permanecendo no

ultrafreezer (-80°C) para posterior extracdo de RNA total.
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3.3.3Extracdo de RNA e sequenciamento em grande es cala (deep sequencing)

A extracdo de RNA total das sementes germinadas a 13°C por 7 dias, dos
dois genotipos selecionados (tolerante e sensivel ao frio), foi realizada com o
reagente Concert Plant RNA (Invitrogen). Apoés, foi realizado o tratamento com
DNAse | (Invitrogen) para eliminar todo DNA gendGmico contaminante que poderia
estar presente. Os RNAs foram, entdo, enviados para a empresa Fasteris SA
(Fasteris SA, Plan-les-Ouates, http://www.fasteris.com/), na Suica, e submetidos ao
sequenciamento em grande escala (deep sequencing ou RNAseq), com o intuito de
sequenciar 50 pares de bases da extremidade 3 de todos os cDNAs. Este
procedimento foi realizado com o sistema lllumina® Hiseq 2000. Foi gerada uma
biblioteca de cDNA individual para cada um dos genotipos, preparada de acordo com
o protocolo Illlumina. Em sintese, o RNAseq foi realizado com 0s seguintes passos:
purificacdo de mRNA, sintese de cDNA utilizando um primer oligo-dT, método
shotgun para gerar inser¢cbes de aproximadamente 500 nt, ligagOes de adaptadores
3p e 5p, pré-amplificacdo, geracdo de colonias e sequenciamento individual lllumina
de 50 pb.

3.3.4 Analises de bioinformatica

O resultado do deep sequencing foi analisado com ferramentas de
bioinformatica para se avaliar a expressao génica diferencial entre os genotipos
tolerante e sensivel ao frio, observando-se 0s genes com expressao aumentada e
genes com expressdo reduzida em cada um dos gendétipos, com o objetivo de
identificar os genes de arroz que podem estar envolvidos com a toleréncia a baixa
temperatura na fase de germinacdo. Estas andlises de bioinformatica foram
realizadas pela empresa Vitatec — Consultoria e Desenvolvimento em Biotecnologia
(http://www.vitatec.com.br/). Foram considerados como genes diferencialmente
expressos aqueles que apresentaram diferenca estatistica utilizando-se p-value

<1.0 e,
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3.3.5 Categorizacdo Gene Ontology (GO) para comparar 0s transcriptomas
dos gendtipos tolerante e sensivel ao frio

A fim de comparar os transcriptomas dos genotipos tolerante e sensivel ao
frio, foram utilizados os termos GO para encontrar as categorias a que estas
sequéncias pertencem. Para tanto, o proteoma do arroz foi obtido do site Rice
Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/) e novas anotacdes
foram feitas utilizando Blast2GO (http://www.blast2go.com). As analises dos
resultados foram realizadas com o teste Fisher's Exact que pertence ao Blast2GO,
utilizando os seguintes parametros: teste bilateral e remoc¢éo de IDs duplicadas (p <
0.05).

3.3.6 Selecéo de genes

As andlises de bioinformética, utilizando-se um p-value extremamente
exigente (<1.0 e™?), identificaram as sequéncias diferencialmente expressas entre o0s
dois gendtipos contrastantes. A partir destas sequéncias, 110 genes, que poderiam
estar envolvidos com a tolerancia ao frio, foram selecionados considerando-se a
expressdo génica diferencial entre os gendtipos contrastantes e 0 possivel
mecanismo envolvido. Ap6s foram classificados de acordo com sua categoria
funcional. Dentre os genes apurados anteriormente, 11 genes potencialmente mais
importantes envolvidos na tolerancia a baixa temperatura foram selecionados
novamente de acordo com sua expressao e funcdo no metabolismo da planta, a fim
de realizar a confirmacdo dos dados do RNAseq, através de sua expressdo génica
analisada por RT-gPCR (PCR em Tempo Real).

3.3.7 Confirmacao da expresséo génica por RT-qPCR

Para confirmar a qualidade dos resultados do sequenciamento, primers

especificos para os genes mais promissores foram projetados e a expressao
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diferencial destes genes foi confirmada por RT-gPCR. Estes primers foram
confeccionados para amplificar entre 100 e 150 pares de bases na extremidade 3’-

UTR e para que a temperatura de melting (Tm) fosse entre 58°C e 62°C.

A extracdo do RNA total de triplicatas de sementes de arroz germinadas a 28
°C por 2 dias (utilizada como condicéo controle) e germinadas a 13 °C por 7 dias, foi
realizada com o reagente Concert Plant RNA (Invitrogen). O RNA extraido foi tratado
com DNAse | (Invitrogen) para remover qualquer DNA gendmico contaminante.
Posteriormente, a sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com a enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) usando 1 pg de RNA total. O cDNA
sintetizado foi diluido 100x para ser utilizado nas reacfbes de RT-gPCR. Os primers
especificos para o gene a ser avaliado foram preparados numa concentracdo de 10
pmol/uL.

Os procedimentos de RT-gPCR foram realizados no aparelho StepOne Real-
Time Cycler (Applied Biosystems), com placas de 48 pocos. A reacdo consistiu em
uma etapa inicial de desnaturagéo de 5 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 30 seg a
95°C, 30 seg a 60°C e 30 seg a 72°C (captacdo dos dados de fluorescéncia). Apos,
foi realizada uma curva de dissociacdo que consistiu no aumento gradual da

temperatura (0,3°C por segundo).

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em um volume final de 20 pL,
constituido por 10 yL do cDNA diluido 100x, 4,25 uL de agua Milli-Q, 2 uL de Tampéao
PCR 10x, 1,2 yL de MgCl, 50 mM, 0,1 pL de dNTP’s 10 mM, 0,4 uL do par de
primers 10 pM, 2,0 yL de SYBR Green (1:10.000) e 0,05 yL de Platinum Taq DNA
polymerase (5 U/uL, Invitrogen).

Os niveis de expressédo dos genes de interesse foram avaliados em relacao
ao gene controle Ubiquitina 5 (OsUBQ5), considerando-se a eficiéncia de
amplificacdo de 90 a 95 % e os valores do Ct (CycleThreshold) de cada par de
primer. Para tanto, a expressao génica relativa foi calculada e avaliada de acordo
com o método 2°¢T
(PCReit GC)®* ©© / (PCRe GT)®' ) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN;

LIVAK, 2008). Cada amostra foi avaliada com quatro repeti¢cdes técnicas.

modificado (Expressdo Relativa Gene TESTE / GENE CONTROLE =
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3.3.8 Analises fisiol6gicas

Para elucidar os mecanismos fisiolégicos que diferenciam o nivel de
tolerancia ao frio entre os dois genotipos, foram realizadas as seguintes analises

fisioldgicas.

3.3.8.1 Localizacdo histoquimica in situ de radical superoxido (O ) e

peréxido de hidrogénio (H ,0)

Cerca de 40 sementes de cada genotipo (tolerante e sensivel ao frio) foram
germinadas em uma camara BOD por 14 dias a 13°C no escuro. Apés, metade das
sementes de cada gendtipo foi marcada histoquimicamente com azul de
nitrotetrazolio (nitro blue tetrazolium — NBT) que reage com o radical superoxido
(Oz_), resultando numa coloracdo azul. A outra metade das sementes foi marcada
com diaminobenzidina (diaminobenzidine - DAB) que reage com o peroxido de
hidrogénio (H20,), resultando numa coloracdo marrom. Os procedimentos foram
realizados de acordo com o método de Shi et al. (2010). Para a deteccdo do O, , as
sementes ficaram imersas em uma solucdo de 1 mg/mL de NBT em tampéao fosfato
10 mM (pH 7,8) a temperatura ambiente, dentro de placas de Petri, sob forte
iluminacao por 3 horas, utilizando lampadas fluorescentes. Para a visualizacdo de
H,O,, as sementes ficaram imersas em uma solugdo de 1 mg/mL de DAB em
tampao fosfato 10 mM (pH 7,8) a temperatura ambiente, dentro de placas de Petri,
sob forte iluminacdo por 8 horas, utilizando lampadas fluorescentes. Apds, as
sementes foram mantidas em etanol 70% para serem analisadas e fotografadas com

o auxilio de uma camera fotografica acoplada a um estereomicroscopio.

3.3.8.2 Avaliacdo do acumulo de prolina livre

O nivel de prolina livre presente nos coledptilos das sementes dos genotipos



48

tolerante e sensivel ao frio, germinadas por 14 dias a 13°C, foi quantificado de
acordo com o método de Bates, Waldran, Teare (1973) adaptado por Shukla et al.
(2012). Os coledptilos de ambos os gendtipos foram isolados e pulverizados em
nitrogénio liquido. Em seguida, 0,25 g de amostra foram homogeneizados em 2 mL
de acido sulfossalicilico (3%) e centrifugado a 10.000 g por 30 minutos. Apés, 1 mL
do sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 1 mL de acido
acético glacial e 1 mL de ninidrina (1,25 g de ninidrina + 30 mL de acido acético
glacial + 20 mL de éacido fosforico 6 M). A mistura homogeneizada foi fervida em
banho-maria a 100 °C por 30 minutos. Posteriormente, a reacao foi resfriada no gelo
e foi acrescentado 2 mL de tolueno, homogeneizando no vértex por 30 segundos. A
fase superior, contendo a prolina, foi medida no espectrofotdmetro a 520 nm, usando
tolueno como branco. O nivel de prolina (umol/g peso fresco) foi quantificado usando
L-prolina como padréao. Esta curva padréo foi preparada a partir de uma solucao
estoque de prolina (5 mM) em &cido sulfossalicilico para uma gama de
concentracdes entre 0,01 e 0,32 umol/mL. A concentragcdo de prolina livre de cada
amostra foi calculada a partir da equacdo de regressao linear obtida da curva
padrdo. O procedimento para a construcdo da curva padréo foi 0 mesmo utilizado na

determinacao de prolina livre das amostras.

3.3.9 Sequenciamento de um gene que codifica a glut  ationa transferase 2

A fim de verificar se ocorrem SNPs no gene OsGSTZ2, que codifica a enzima
glutationa transferase, foi realizado o sequenciamento dos genétipos contrastantes
em relacdo ao frio da subespécie indica. Para tanto, primeiramente foi extraido DNA
de amostras bioldgicas em triplicatas dos dois gendtipos através do método de
Dellaporta et al. (1983). Em seguida, foi realizada a purificacdo de DNA utilizando o
GFX PCR DNA e Gel Band Purificarion Kit da GE Healthcare Life Science. Apds, as
amostras foram preparadas de acordo com as instru¢des da empresa Ludwig Biotec

(http://ludwigbiotec.com.br/) que realizou 0 sequenciamento posteriormente.
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3.3.10 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas para a confirmacao da significancia dos dados obtidos
no RT-gPCR foram realizadas empregando-se o software SPSS versdo 21.0. A
comparacao das variaveis quantitativas entre os genotipos tolerante e sensivel ao

frio foi realizada com a aplicacéo do teste t de Student (p< 0.05).



4 RESULTADOS

4.1 Deep sequencing dos gendtipos tolerante e sensivel & baixa tempera  tura

Os genodtipos de arroz IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-A e IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-D-1-
CA-1 foram previamente caracterizados, respectivamente, como tolerante e sensivel a
baixa temperatura (ADAMSKI et al., submetido). Estes gendétipos foram usados para a
identificacdo dos mMRNAs diferencialmente expressos durante a germinacdo de
sementes sob baixa temperatura (13 °C) por 7 dias, utilizando o sistema Illumina. O
deep sequencing (sequenciamento em grande escala ou RNAseq) gerou
aproximadamente 20 milhées de leituras em cada biblioteca (gendtipo tolerante e
genatipo sensivel). Destas, 25,81% (4.974.030 leituras) e 26,12% (6.033.254 leituras)

foram mapeadas, respectivamente, em regides gendmicas.

Como esses genaotipos de arroz sao linhagens irmés, a maioria das sequéncias
apresentou numero similar de leituras. De forma geral, houve uma clara relacao linear
nos niveis de expressdo dos genes entre os dois gendétipos de arroz (R? = 0.9605;
Figura 6A). Por esse motivo, utilizou-se um p-value extremamente exigente (<1.0 e™?)
para identificar os genes diferencialmente expressos entre os dois genétipos. Este
critério de selecdo identificou 1.361 sequéncias diferencialmente expressas (tabela
suplementar enviada aos membros da banca), sendo que 758 sequéncias (56%)
mostraram-se mais expressas no genotipo tolerante, e 603 sequéncias (44%)

mostraram-se mais expressas no genotipo sensivel (Figura 6B).
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7/ -
7/ ]
« A / - B
7/ -
- p
2 4 S W
g ,o = :.:
2 o D w3
g ® : %
o 3 8
@ g =
2 e = .
= -— .
® >
2 e B o=
[ [7]
® & |=
2 o [=
o . 2 5
wd 8 O L | =
o Soon 753 = )
° cocummmEmo 0 © g) ]
} cocomman 00 o .
| © 00ocHmEED0 0 0o Rz =0.9605 .
- .
0 5 10 15 20 -5 0 5 10
Cold-tolerant genotype logCPM

Figura 6 — Distribuicdo das leituras. A: Aproximadamente 20 milhdes de leituras em
cada biblioteca foram geradas, sendo que foi detectada uma clara relacéo linear nos
niveis de expressdo dos genes entre os dois genétipos de arroz (R* = 0.9605). B:
Identificacdo de 1.361 sequéncias diferencialmente expressas (pontos vermelhos)
entre os gendtipos contrastantes utilizando-se p-value <1.0 e™2.

4.2 Comparagcao entre os transcriptomas dos genétipo s tolerante e sensivel

usando a categorizacdo do Gene Onthology

Na comparacgdo das sequéncias diferencialmente expressas entre 0s genotipos
tolerante e sensivel utilizando o Gene Onthology, foram encontradas um total de 76
categorias enriquecidas somando os dois genétipos. Destas 76 categorias, 22
encontram-se enriquecidas no genotipo tolerante ao frio e 54 enriquecidas no
gendtipo sensivel (Figura 7). Entre os termos enriquecidos no genotipo tolerante
estdo: metabolismo de carboidratos, metabolismo de lipidios, transporte de ions e
atividade antioxidante. Entre os varios termos enriquecidos no genoétipo sensivel,

destacam-se processos envolvidos com resposta ao estimulo abidtico.
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referem-se,
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4.3 Caracterizagao dos genes diferencialmente expre  ssos

Através das andlises de RNAseq foram identificadas 1.361 sequéncias
diferencialmente expressas entre 0s genotipos tolerante e sensivel a baixa
temperatura na fase de germinacdo das sementes (tabela suplementar enviada aos
membros da banca). Dentre estas sequéncias, foram selecionadas 110 que podem
estar relacionadas com o mecanismos de tolerancia ao frio. Estas sequéncias foram

separadas de acordo com sua categoria funcional (Tabela 1).

Tabela 1. Selecdo dos genes possivelmente envolvidos com a tolerancia ao frio.

Normalized number of

reads
Functional Description Location Tolerant Sensitive p-value
category
Expressed protein ( OsEXD) LOC_0s07g20164 1 1,295 0
Unknown Expressed protein LOC_0s049g52750 61 3,731 0
Expressed protein LOC_0Os11g09710 481 1 41e™
Growth regulator-related protein LOC_0s04g47520 558 248 82e™
Phytosulfokine receptor precursor LOC_0s02g06090 122 0 32e¥
Cell division and Cyclin (OsCYC) LOC_0s01g59120 390 182 5.7e%
growth
Cyclin LOC_0s06g51110 195 75 7.7¢e"
Cyclin -dependent kinase B2 -1 -23
(OSCDKB2:1) LOC_0Os08g40170 430 223 53e
Cell wall-related WIP5 - Wound-induced protein LOC_0Os11g37970 3,854 1,128 0
precursor N
Glycine-rich cell wall structural protein 2 LOC_0s10g31660 379 13 2.4
precursor
Fasciclin-like arabinogalactan protein 8 | oc_0s08g23180 993 574 3.4
precursor -
Glycine-rich cell wall protein LOC_0s10g31530 1,016 601 75e*
CESAS - cellulose synthase LOC_0s07g10770 3,425 2,443 14e®
CESAG - cellulose synthase LOC_0s07g14850 1,593 981 7.0e™®
CESAL - cellulose synthase LOC_0s05g08370 3,844 3,098 23e™
CSLES - cellulose synthase-like family ~ LOC_0s09g30130 429 111 29e™

E
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CSLF6 - cellulose synthase-like family ~ LOC_0Os08g06380 471 136 3.0e™
CSLA1 - cellulose zynthase-like family LOC_0s02g09930 1,069 608 4.1 e
A; mannan synthase
CSLEL1 - c_ellulose synthase -like LOC_0s09g30120 354 100 34
family E ( OsCSLE1)
Expansin precursor LOC_0s10g40730 921 372 7.0e"
Os3bglu? - beta-glucosidase, exo-beta- LOC_0s03g49600 5,959 3,431 5.8 2%
glucanase
Periplasmic beta-glucosidase precursor ~LOC_0s03g53800 2,709 1,332 47"
Glucan endo-1,3-beta-glucosidase LOC_Os11g47820 3,857 2.362 1.0 142
precursor
Glycosylhydrolase LOC_Os06g46284 1,728 915 21e®
Cellulase LOC_0s10g22520 372 131 1.6e™®
COBRA LOC_0s05g32110 1,901 1,488 32e™
Caffeoyl-CoA O-methyltransferase LOC_0s08g38900 606 332 5.1e%
Agquaporin protein ( OsAQU) LOC_0s07g26690 2,523 1,072 87e™
Boron transporter protein LOC_0s12g37840 2,030 1,218 74¢e"
Sulfate transporter LOC_0s03g09940 747 285 1.3e™
Sodium/calciumexchanger protein LOC_Os01g11414 902 397 1.1e®
Metal transporter Nramp6 LOC_0s07g15370 158 1 7.7
Amino acid transporter LOC_0s02g09810 1,164 746 40e™®
Transmembrane amino acidtransporter | oc_0s02g01100 511 246 36e3!
protein
Transport Oligopeptide transporter LOC_0s08g38400 165 52 19e"
Potassium transporter LOC_0s04g32920 1,171 754 8.2e™®
Transporter family protein LOC_0s07g01560 470 192 3.0e¥
Peptide transporter PTR2 LOC_0s06g15370 1,313 924 22e%
Major facilitator superfamily domain- LOC_0s03g02380 776 472 3.7e?
containing protein 5
MDR-like ABC transporter LOC_0s01g50160 1,476 1,129 8.9e%
Citrate transporter protein LOC_0s03g05390 1,889 1,632 56e™
Chloride channel protein LOC_0s08g20570 75 7 79e"
OsHKT2;1 - Na" transporter LOC_0s06g48810 104 21 6.4e™°
Desaturase/cytochrome b5 protein LOC_0s09g16920 1,028 534 1.1e™
3-ketoacyl-CoA synthase LOC_0s05g49290 988 595 52e%
3-ketoacyl -CoA synthase ( OSKET) LOC_0Os11g37900 496 - 1.3e™"
3-ketoacyl-CoA thiolase LOC_0s02g57260 6,692 6,543 2.0e?
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Acyl-desaturase, chloroplast precursor LOC_0s01g69080 649 1,412 14e¥
Fatty acid desaturase LOC_0s07g23410 217 53 3.9e®
Fatty acid hydroxylase LOC_0s07g01150 630 372 14e®
WAX2 LOC_0s09g25850 210 53 22e%
Peroxidase precursor LOC_0s07g48020 2,253 588 22e”P
Peroxidase precursor ( OsPRX) LOC_0s01g19020 1,160 205 1.1e™®
OsAPx1 - Cytosolic Ascorbate LOC_0s03g17690 8,885 6,839 5.9¢e™’
Peroxidase N
Detoxification ) 8
OsAPx2 - Cytosolic Ascorbate LOC_0s07g49400 1,957 1,581 53e
Peroxidase
Metallothionein LOC_0s12g38270 1,022 359 6.4 e
Glutathione S-transferase LOC_0s01g27210 942 479 35e™
Monodehydroascorbate reductase LOC_0s08g44340 1,260 999 1.1e™
Chaperone protein dnaJ LOC_0s03g44620 7,204 13,328 6.5
Heat shock protein LOC_0s09g30412 11,729 19,185 6.2
Protei Heat shock protein 101 LOC_0s05g44340 328 822 59e™
rotein structure
maintenance Hsp20/alpha crystallin family protein LOC_0s01g08860 26 320 8.2e™
Chaperone protein clpB 1 LOC_0s03g31300 953 1,617 28e"’
Early-responsive to dehydration LOC_0s01g72210 664 1,428 6.9
protein-related
F-box domain containing protein LOC_0s07g09814 21 204 28
(OsFBX221) -
OsFBX114 - F-box domain containing LOC_0s04g02280 0 91 142
protein -
OsFBX335 - F-box domain containing LOC_0s09g32860 0 30 1.1e®
protein -
OsFBDUF53 - F-box and DUF domain LOC_0Os11g37300 0 83 152
containing protein - '
Protein degradation Ubiquitin family protein LOC_0s06g46770 38,810 51,667 32e®
OsFBL22 - F-box domain and LRR LOC_0s05g35110 969 1.879 5.8 3
containing protein - '
OsFBL7 - F-box domain and LRR LOC_0s02g10700 939 1,820 9.0e™
containing protein
Proteasome-related LOC_0s05g48340 1,254 2,177 8.0e™°
Ubiquitin-conjugating enzyme LOC_0s03g57790 1,135 1,947 6.8e%
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase LOC_0s11g34270 83 263 251
domain containing protein -
Zinc finger/CCCH transcription factor ~ LOC_0s01g09620 259 907 35e®
Transcription factor
Zinc finger A20 and AN1 domain- LOC_Os06g41010 1,633 3068  9.2e™

containing stress-associated protein
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Zinc finger, ZZ type domain containing | 0C_0s09g33740 128 0 273
protein -

LSD1 zinc finger domain containing LOC_0s08g06280 587 277 5.0e%
protein -

OsWRKY30 LOC_0s08g38990 235 703 7.4¢€”°

MYB family transcription factor LOC_0s01g12860 339 121 1.2e™

bZIP transcription factor family protein ~ LOC_0s02g14910 182 34 3.0e?

E2F family transcription factor protein ~ LOC_0s02g50630 166 40 9.9e%

1-aminocyclopropane-1-carboxylate LOC_0s02g53180 281 34 6.5 e’
oxidase protein -

Ethylene-insensitive protein LOC_0s03g49400 514 1,270 24e®
Ethylene-responsive transcription factor LOC_0s02g51670 319 189 6.0e™
OslAA13 - Auxin -responsive Aux/IAA LOC_0s03g53150 677 277 353

gene family member ( OsAUX) -
OslAA31 - Auxin-responsive Aux/IAA LOC_0s12g40900 445 215 35?7
Hormone signaling gene family member
Auxin efflux carrier component LOC_0s09g38130 188 49 3.0e™
Auxin response factor LOC_0s01g70270 1,312 2,584 1.0e™
Auxin-responsive protein LOC_0Os01g48850 463 257 1.3e#
Gibberellin 20 oxidase 1 LOC_0s03g63970 204 72 19e™
Cytokinin-O-glucosyltransferase 3 LOC_0s04g44240 620 451 g1e™
OsCML1 - Calmodulin-related calcium LOC_0s01g59530 617 326 1.1e¥
sensor protein -
Calcium/calmodulin-depedent protein LOC_0s05g26820 460 210 96e!
kinase -
Ca”*-signaling o , . 28
IQ calmodulin-binding motif domain LOC_0s05g03190 658 379 26e
containing protein
OsCam1-1 — Calmodulin LOC_0s03g20370 906 658 43e™
OsCML7 - Calmodulin-related calcium LOC_0s08g02420 282 158 59¢13
sensor protein -
Others Small hydrophilic plant seed protein LOC_0s05g28210 198 2,389 0
Small hydrophilic plant seed protein LOC_0Os01g06630 6 761 42"
Cysteine synthase LOC_0s03g53650 2,188 1,028 9.3e™
Sucrose synthase LOC_0s03g28330 11,360 10,770 2.7e™
Dehydrin( OsDHN) LOC_0Os11g26570 1,795 5,557 1.5e3%
Late embryogenesis abundantgroup 1~ LOC_0Os04g49980 984 3,721 1.6e%7?
Late embryogenesis abundant LOC_Os01g50910 791 2,733 17"
protein, group 3 ( OsLEA) - '
Phytochrome A LOC_0s03g51030 1,475 3,383 9.8e™"
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27

deia?gggﬁsa)geﬁenggtehr'%rgggde LOC_0s02g39795 4,468 6,562 75€
S-adenosylmethionine synthetase LOC_0s01g18860 1,094 1,957 15e*°
HVA22 LOC_0s08g36440 102 392 40e”
Spermidine synthase LOC_0s06g33710 364 791 47

Lista das sequéncias diferencialmente expressas identificadas pelo RNAseq nas
sementes de arroz dos genotipos tolerante e sensivel ao frio germinadas por 7 dias
a 13°C, selecionadas de acordo com sua expressdo e funcdo no metabolismo da
planta. As sequéncias em negrito foram confirmadas por RT-gPCR.

Nas analises do deep sequencing foram detectadas varias sequéncias que
codificam proteinas com funcdo desconhecida (tabela suplementar enviada aos
membros da banca). Dentre estas, as mais diferencialmente expressas entre o
genatipo tolerante e sensivel foram selecionadas (Tabela 1). Mesmo que nenhum
destes genes tenha sido classificado funcionalmente, sera importante avaliar se
estas sequéncias estao de fato relacionadas com a tolerancia ao frio na fase de
germinacdo das sementes, ja que houve uma diferenca expressiva entre os dois

genaotipos

Entre os genes selecionados, destacam-se 0s relacionados com processos
como divisao celular e crescimento (genes relacionados com ciclinas), espessura da
parede celular (genes que codificam celulose sintases), transporte de agua
(aquaporina), metabolismo lipidico, detoxificacéo e sinalizacédo por Ca®*. Todos estes
processos apresentaram niveis de expressao mais elevados no gendtipo tolerante
ao frio. Diversos fatores de transcricdo também foram detectados, tais como familias
zinc finger, WRKY, MYB, bZIP e E2F. No entanto, verificou-se que alguns destes
fatores de transcricdo foram mais expressos no genotipo tolerante e outros mais
expressos no genotipo sensivel ao frio. Genes envolvidos com manutencdo de
estrutura proteica, como as HSPs (Heat shock protein) e chaperonas, degradacéo
proteica e respostas gerais a estresses abioticos (deidrina e LEA), apresentaram
niveis mais elevados de expressdo no genétipo sensivel ao frio e também foram

selecionados para confirmacao por RT-qPCR.
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4.4 Confirmacédo dos padrdes de expressao do RNAseq utilizando RT-gPCR

Para validar os resultados encontrados no RNAseq e confirmar a expressao
diferencial dos genes potencialmente envolvidos na tolerancia a baixa temperatura
por RT-gPCR, foram projetados primers especificos para os genes OSEXD
(expressed protein); OsCYC (cyclin); OsCDKB2;1 (Cyclin-dependent kinase B2-1);
OsCSLE1 (cellulose synthase-like family E); OsAQU (aquaporin protein); OsKET (3-
ketoacyl-CoA synthase); OsPRX (peroxidase precursor); OsFBX221 (F-box domain
containing protein); OsAUX (OslAA13 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family
member); OsDHN (dehydrin); OsLEA (late embryogenesis abundant protein, group
3). Os primers especificos para cada um dos genes (além do gene controle OsUBQ5
- Ubiquitin 5) estéo listados na tabela 2.

Tabela 2 — Genes selecionados para a confirmacdo da expresséo génica utilizando
RT-gPCR com seus respectivos primers especificos.

Gene Forward primer 5’ — 3 Reverse primer 5’ — 3’
OseXD GTTCTCCTTGTGGGTTTTGC AGGTCAGGGAGAGCCTGTTT
OsCYC AATGGAAGGCGAGTCTGACA CCAAATCCTGGCCATTAGAA
OsCDKB2;1 TGATGTTCACCACCAAGGAA CAGCATCCAGGAAACAGACA
OsCSLE1 TGCCAATTTATGAGGCAATG GCATCAAATCCCATTTTAGGG
OsAQU GAAGGCGTTGATGAAGCAAT ACACACACGACAAGCAGGAG
OsKET GGCTCGGTTGTTTGACTTGT TGTTTACAGGTTGCCTGACG
OsPRX AAGGGGGAGATCAGGAAGAA ATGGATGTGTGAAAGCCAAA
OsFBX221 TTCGCTTGCTGAGGCTACTT ACCGTCGGAATACAAACAGG
OsAUX GAATGGTGTTCTTGCAGTGTG CACCAATCCAGCTACACACAA
OsDHN GCATGCTTCAATGTGTTGCT AAAAGGCAGGCAGGTACAAA
OsLEA CATGTGTCGTCTTTGGCACT CCATGGAACCAGAAACATGA
OsUBQ5 AACCAGCTGAGGCCCAAGA ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA

As diferencas nos niveis de expressdo encontradas no RNAseq foram
confirmadas para os onze genes testados, conforme pode ser visualizado na Figura
8. Considerando-se a eficiéncia de amplificacdo de cada par de primer os valores de
90 a 95 %, a maioria dos genes testados (OsCYC, OsCDKB2;1, OsCSLE1, OsAQU,
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OsKET, OsPRX e OsAUX) apresentaram maior nivel de expressdo no genotipo
tolerante apés 7 dias de tratamento no frio. Destes, apenas um gene (OsAQU) teve
maior expressao génica no genotipo tolerante durante a germinagdo em condi¢fes
normais (2 dias a 28 °C). Dos onze genes testados, apenas quatro (OsEXD,
OsFBX221, OsDHN e OsLEA) apresentaram niveis mais elevados de expressédo no
genotipo sensivel apds 7 dias de frio, sendo que a expressédo de dois deles (OSEXD
e OsFBX221) nao foram detectados no gendétipo tolerante.
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Figura 8 — Confirmacgédo do RNAseq por RT-gPCR. Os niveis de expressao dos onze
genes selecionados do RNAseq podem ser comparados entre as sementes dos
genotipos tolerante e sensivel ao frio germinadas a 28 °C por 2 dias (controle) e a 13
°C por 7 dias, considerando-se: *p< 0,05 e **p< 0,01.
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4.5 Localizacao histoquimica in situ de radical superéxido (O ) e peroxido de
hidrogénio (H 20,)

O sequenciamento em grande escala revelou diversas sequéncias
relacionadas a capacidade antioxidante com maior expressdo no genotipo tolerante
ao frio, incluindo peroxidase, ascorbate peroxidase, metalotioneina, glutationa S-
transferase e monodeidroascorbato redutase. Na avaliacdo da expressao génica por
RT-gPCR, o gene envolvido com peroxidase (OsPRX) também apresentou um nivel
de expressao significantemente maior no gendtipo tolerante ao frio. Diante destes
resultados, foi realizada a localizacdo histoquimica in situ de O, e H,O, para
comparar a presenca destes produtos no coleoptilo das sementes de ambos os
genaotipos germinados em condicfes de baixa temperatura, sendo que a presenca

de O, fica marcada com a coloragéo azul e o H,O, com a coloragéo marrom.

No experimento de localizagcédo histoquimica in situ de O, ndo houve diferenca
entre os coledptilos das sementes dos genotipos tolerante e sensivel, como pode ser
visualizado na Figura 9. Quanto a localizagdo histoquimica in situ de H,O, pela
coloragdo com diaminobenzidina (DAB), os coledptilos das sementes do gendtipo
sensivel apresentaram niveis mais elevados de H,O,, como pode ser visto na Figura
10.
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Sementes germinadas a 13°C

Tolerante ao frio

Sensivel ao frio

Figura 9 — Localizacao histoquimica in situ de radical superoxido (Oy). A localizacéo
de O nos coledptilos é indicada pela coloracao azul.

Sementes germinadas a 13 °C

Tolerante ao frio

Sensivel ao frio

Figura 10 — Localizacdo histoquimica in situ de perdxido de hidrogénio (H.O;). A
localizacéo de H,O, nos coledptilos é indicada pela coloracdo marrom.
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4.6 Acumulo de prolina livre nos coleoptilos das se mentes germinadas no frio

A concentracdo de prolina livre presente nos coleéptilos das sementes dos
genotipos tolerante e sensivel, germinadas no frio, foi obtida em pmol/g. Conforme
pode ser visualizado na Figura 11, ndo houve diferenca significativa no acamulo de

prolina entre os genotipos tolerante e sensivel ao frio.

el Acumulo de Prolina
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
m Média
0,01 -

0,005 -

Tolerante Sensivel

Figura 11 — Acumulo de prolina livre nos coleéptilos das sementes dos genoétipos
tolerante e sensivel ao frio, germinadas a 13 °C por 14 dias.



5 DISCUSSAO

5.1 Bibliotecas dos genotipos tolerante e sensivel a baixa temperatura

Através da técnica de RNAseq foi possivel sequenciar os transcritos
expressos nas sementes dos genotipos tolerante e sensivel ao frio germinadas sob
condicdo de baixa temperatura. A maioria das sequéncias apresentou numero
semelhante de leituras, 0 que ja era esperado por se tratarem de linhagens irmas.
Por causa desta semelhanca, preferiu-se utilizar um p-value extremante rigoroso
(<1.0 e™?) como critério de identificacdo dos genes diferencialmente expressos, ao
invés do fold-change. Porque, caso levassemos em conta o fold-change, poucas
sequéncias seriam consideradas diferencialmente expressas. Atualmente, sabe-se
gue mesmo pequenas alteracdes na expressao de um gene podem ter significancia
bioldgica. De acordo com McCarthy e Smyth (2009), considerando-se 0s termos
estatisticos, um gene é diferencialmente expresso se o0 seu nivel de expressdo muda
sistematicamente, em dois tratamentos, independente de quao pequena a diferenca
pode ser. Além disso, cortes utilizando fold-change, muitas vezes, ndo levam em
conta a variabilidade ou a garantia da reprodutibilidade, por isso a utilizacdo de
testes que levam em conta a significAncia estatistica sdo bastante utilizados
(McCARTHY; SMYTH, 2009). No entanto, Dalman et al. (2012) afirmam que a
analise de expressao génica pode fornecer mais de uma resposta, dependendo da
estatistica ou do fold-change de corte escolhido, implicando na interpretacdo dos

dados. Seguindo estas restricdes, houve a deteccdo de 1.361 sequéncias
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diferencialmente expressas entre sementes do genotipo tolerante e sensivel ao frio,

germinadas a 13 °C por 7 dias.

5.2 Comparacdo dos transcriptomas tolerante e sensivel utilizando a

categorizacdo do Gene Ontology (GO)

A comparacao dos transcriptomas dos genaotipos tolerante e sensivel ao frio
utiizando os termos Gene Ontology (GO) possibilitou encontrar categorias
funcionais enriqguecidas em cada um dos genétipos. Entre o0s termos
diferencialmente enriquecidos identificados no gendtipo tolerante observou-se:
metabolismo de carboidratos e de lipidios, transporte de ions e atividade
antioxidante. Estes termos estdo relacionados a processos induzidos pela baixa
temperatura, como aumento da sintese de celulose, aumento na instauracdo de
acidos graxos de membrana, osmorregulacao e ativacdo de enzimas antioxidantes
de defesa, respectivamente (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; KARGIOTIDOU et al.,
2008; LIU et al., 2012; ZHANG et al., 2012). Desta forma, ha possibilidade destes
mecanismos serem relacionados com a tolerancia a baixa temperatura observada no
genotipo tolerante. Observou-se que grande parte dos termos enriquecidos
encontrados no genotipo sensivel ao frio estdo relacionados a respostas a estresses
abidticos gerais (Figura 7). Isso pode ser um indicativo de que o gendétipo sensivel
tenta responder aos danos provocados pela baixa temperatura, enquanto que o

genatipo tolerante evita a ocorréncia de danos por outros mecanismos de protecao.

5.3 Caracterizacéo dos genes diferencialmente expressos

A partir das 1.361 sequéncias diferencialmente expressas detectadas pelo
RNAseq, foram selecionadas 110 sequéncias que possivelmente estédo relacionadas
com as respostas a baixa temperatura nos genotipos tolerante e sensivel ao frio
(Tabela 1).

Analisando as sequéncias diferencialmente expressas, foram observadas
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diversas que codificam proteinas com funcdo desconhecida. Destas, as mais
diferencialmente expressas foram selecionadas na Tabela 1, pois elas podem estar
relacionadas a tolerancia ao frio nas sementes em germinagéo. Por isso, uma destas
sequéncias (OseEXD) foi selecionada para a realizacdo da confirmacdo por RT-

gPCR, como apresentado na Figura 8.

As baixas temperaturas podem prejudicar a germinagcao das sementes de
arroz, provocando atraso no desenvolvimento da planta. A manutencao da divisdo
celular, mesmo sob baixa temperatura, parece ser uma estratégia eficiente utilizada
pelas plantas de arroz tolerantes. Os genotipos de arroz utilizados nos experimentos
do presente trabalho apresentaram diferentes comprimentos de coledptilo quando
germinados sob baixa temperatura, sendo verificados coledptilos mais curtos no
genatipo sensivel ao frio (ADAMSKI et al., 2014). Como pode ser visto na Tabela 1,
as sequéncias relacionadas com a divisdo e crescimento celular foram detectadas
com niveis de expressao mais elevados no genétipo tolerante ao frio. Uma dessas
sequéncias codifica o receptor de phytosulfokine localizado na membrana, que atua
na ligacdo de phytosulfokine (PSK), um fator de crescimento pentapeptidico que
promove alta proliferacdo celular nas plantas (YANG et al. 2000). PSK controla o
comprimento do hipocétilo (por¢cdo do eixo embrionario que origina a raiz) e a
expansdo das células em Arabidopsis thaliana (STUHRWOHLDT et al., 2011),
provavelmente atuando em conjunto com hormonios brassinosteroides, promotores
de crescimento que regulam processos fisiologicos nas plantas, tais como divisdo e
alongamento celular (CHEON et al., 2013; HATMANN et al., 2013). No entanto, a
proliferacdo celular nas plantas € controlada principalmente por uma familia de
quinase dependente de ciclina (CDKSs), cuja atividade esta diretamente regulada por
ligacdo e ativacdo de ciclinas (LA et al.,, 2006). Como visto na Tabela 1, foram
encontradas sequéncias que codificam ciclinas e quinases-dependente de ciclina
com maior expressao no genodtipo tolerante ao frio. De acordo com Mahajan, Tuteja
(2005), reducao na atividade de quinase dependente de ciclina resulta em baixa taxa
de divisdo celular e inibicdo do crescimento sob condicbes de déficit hidrico em
plantas de arroz, sendo que ja se sabe que o estresse por déficit hidrico e baixa
temperatura compartilham varias respostas moleculares, entre elas, desidratacédo

celular e desequilibrio osmaético. Ma et al. (2009) superexpressaram o fator de
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transcricado OsMYB3R-2 em arroz, resultando em um aumento na toleréncia ao
estresse causado por baixa temperatura, através da alteracdo de genes
relacionados com o ciclo celular, incluindo o gene que codifica a ciclina OsCycB1;1,
0 que sugere que um dos mecanismos de tolerancia ao frio em arroz pode ser
mediado através da regulacdo do ciclo celular. Endo et al. (2012) mostraram que
OsCDKB2;1, o mesmo gene identificado no nosso trabalho, esta envolvido em
respostas a danos no DNA e na mitose em arroz, impedindo o atraso mitético e
auxiliando na progressao do ciclo celular em resposta aos danos no DNA. Chen et
al. (2011), superexpressaram o gene OsRAN2, que é essencial para a mitose e pode
promover a exportagao de tubulina intranuclear no final da mitose, e verificaram que
as plantas de arroz transgénicas que mantém a divisédo celular sob condi¢des de frio
aumentam a sua tolerancia (até 80% de sobrevivéncia em comparacao aos 14% das
plantas selvagens). A superexpressdao de OsRAN1 em plantas transgénicas agiu
como um regulador da via de sinalizagdo do frio em arroz, mantendo também o
indice mitético e a progresséo do ciclo celular em condi¢des de estresse (XU; CAl,
2014). Em outro estudo, Qi et al. (2012) verificaram que o QTL GL3.1, através de um
processo mediado por uma fosfatase que afeta a fosforilacdo da ciclina-T1;3 durante
a progressao do ciclo celular, acelera a diviséo celular, resultando assim em graos
mais longos e com maior rendimento (QI et al., 2012). Testes de silenciamento da
ciclina-T1;3 em arroz resultou em grédos mais curtos, indicando que a ciclina de fato

atua na regulacao do ciclo celular (QI et al., 2012).

O crescimento das células deve-se a um aumento no volume celular, que é
obtido pelas plantas por um aumento na extensibilidade da parede celular. Isso é
possivel por meio do potencial osmatico das células, que se manifesta pela pressao
hidrica e pela absorcéo de agua. Trés dos principais solutos envolvidos na regulacao
osmética sdo K', CI' e sacarose (STUHRWOHLDT et al.,, 2011). Uma das
sequéncias mais expressas detectadas no gendtipo tolerante ao frio (Expansin
precursor) codifica uma proteina expansina, que facilita o afrouxamento ou
extensibilidade da parede celular por meio de um mecanismo n&o-enzimatico,
levando a expanséo celular (SAMPEDRO; COSGROVE, 2005). Baixos niveis de
expressao de expansinas ja foram relacionados a sensibilidade a baixa temperatura

em plantas de algodao (ZHENG et al., 2012). Resultados desta pesquisa sugerem
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que o aumento da manutencdo do equilibrio osmatico, afrouxamento da parede
celular, biossintese de componentes da parede celular e homeostase do
citoesqueleto auxiliam na tolerancia a baixa temperatura durante o desenvolvimento
das plantas (ZHENG et al., 2012). O mesmo foi observado por Abugamar et al.
(2013) em plantas de Arabidopsis thaliana sob condigBes de estresse abibtico (alta

salinidade e baixa temperatura).

O acumulo de sacarose e também de acucares simples, que ocorrem com a
aclimatacdo ao frio, contribuem para a estabilizacdo da membrana através da
protecdo de proteinas intracelulares (MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Véarias novas
sequéncias que codificam B-glucosidases e glicosil-hidrolases apresentaram niveis
de expressdo mais elevados no gendtipo tolerante ao frio, sugerindo que os
processos de sintese de sacarose e hidréolise de polissacarideos para gerar
acucares simples, como a glicose, estdo mais funcionais neste genotipo. Foi
demonstrado que plantas de arroz transgénicas que acumulam maiores
concentracdes de oligo e polissacarideos que as plantas nao-transgénicas, exibem
reforcada tolerancia a baixa temperatura (KAWAKAMI; SATO; YOSHIDA, 2008).

Altos niveis de expressédo de um gene que codifica aquaporina também foram
detectados no gendtipo tolerante ao frio, 0 que sugere que o processo de transporte
e/ou absorcdo de agua € mais eficiente neste gendétipo (Tabela 1), uma vez que os
principais facilitadores do movimento de agua através das membranas celulares das
plantas incluem proteinas do tipo canal, chamadas de aquaporinas (PANDEY et al.,
2013). A germinacdo das sementes € completamente dependente da absorcao
adequada de agua, a fim de restaurar a atividade metabdlica da semente. O atraso
na germinagdo percebido no gendtipo sensivel ao frio pode estar relacionado a um
processo ineficiente de absorcdo de &gua. Como o frio provoca rigidez das
membranas plasmaticas, o que acaba levando a uma desidratacdo celular, um
transporte eficiente de agua é fundamental para manter a viabilidade da célula. No
estudo de KUWAGATA et al. (2012) constatou-se que as aquaporinas tiveram papel
significativo no movimento da agua no interior dos brotos das plantas de arroz
avaliadas sob estresse (baixa umidade do ar e baixa temperatura). Os resultados
sugeriram que a capacidade da planta em absorver a agua é um fator fundamental

para o crescimento e produtividade durante periodos de baixa temperatura
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(KUWAGATA et al., 2012). Aquaporinas ja tém sido sugeridas como responsaveis
pela aclimatacdo (AHAMED et al., 2012) e pela tolerancia ao frio em plantas de arroz
(MATSUMOTO et al., 2009), provavelmente pela manutencdo da homeostase de
agua (MAUREL et al. 2002).

O gendtipo tolerante ao frio também apresentou niveis elevados de expressao
de varios transportadores, tais como de potassio, cloro, boro, sulfato, sédio, calcio,
aminoacidos, peptideos e citrato, como pode ser visualizado na Tabela 1. De modo
geral, os mecanismos de transporte do genaotipo tolerante ao frio parecem ser mais
ativos e eficientes quando comparados com o genaotipo sensivel ao frio, mantendo o
equilibrio osmético das células, e, dessa forma, contribuindo com a homeostase de
ions mesmo sob condicBes estressantes. Sabe-se que as baixas temperaturas
ativam canais ionicos (MAHAJAN; TUTEJA, 2005) e que a superexpressao de
transportadores de ions pode resultar em um aumento na tolerancia a estresses
abidticos, como foi visto com AtHKT1;1 (um transportador de sédio) que melhorou a
tolerancia a alta salinidade em plantas de arroz (PLETT et al.,, 2010). Em outro
estudo, ions calcio agiram como sinalizadores importantes nas respostas ao

estresse por baixa temperatura em arroz (KOMATSU et al., 2007).

Outro mecanismo para tornar as plantas de arroz tolerantes a baixa
temperatura € o remodelamento da parede celular, como demonstrado por
Gothandam et al. (2010), que superexpressaram um gene que codifica uma proteina
relacionada com a parede celular (OsPRP3) e verificaram um aumento significativo
na tolerdncia ao frio, comparando-se com as plantas selvagens. Andlises por
microscopia revelaram que as paredes celulares das plantas transgénicas
apresentavam-se mais integras que as paredes celulares das plantas selvagens.
Diversas celulose sintases e sequéncias que codificam proteinas relacionadas a
sintese de lignina foram identificadas em nosso estudo, sendo mais expressas no
genotipo tolerante ao frio. Liu et al. (2012) encontraram uma correlacdo positiva
entre os niveis de expressao de genes de celulose sintase e a tolerancia ao estresse
abidtico em plantas de arroz. Em outro estudo, a alta expressao do gene OsCESA®9,
que também codifica uma celulose sintase, desempenhou papel importante na
sintese de parede celular e crescimento da planta de arroz em condi¢cbes de

estresse (WANG et al., 2012). Segundo Somerville (2006), a sintese de celulose &
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catalisada por diversos tipos de celulose sintases que utilizam UDP-glicose como
substrato. Até hoje, 11 genes CESA (OsCESA1-11) foram identificados no genoma
do arroz. Em nosso trabalho, diversos genes CESA (CESA1, CESA6, CESAS8) foram
detectados mais expressos no gendétipo tolerante ao frio. Genes do grupo celulose
sintase-like (CSL) apresentam alta similaridade com as sequéncias CESA. Ambas
apresentam a funcéo de controlar a sintese da parede celular em plantas superiores
(WANG et al.,, 2010). Existem diversas familias de CSL, inclusive algumas
identificadas no nosso trabalho (CSLE1, CSLE6, CSLAL, CSLF6). Wang et al. (2010)
avaliaram diversos tecidos de arroz e constataram que todos os tecidos apresentam
ao menos um gene da familia CSL altamente expresso, sugerindo que toda familia
CSL é essencial para a biossintese da parede celular. Em outro estudo, verificou-se
que o gene OsCSLF6 medeia a biossintese de mixed-linkage glucan (MLG), um
polissacarideo estrutural da parede celular (VEJA-AS'NCHEZ et al.,, 2012). A
proteina COBRA, que pode estar envolvida com a deposicdo de celulose na parede
celular, também foi detectada em nosso trabalho. Li et al. (2003), averiguaram que o
gene BC1 (Brittle Culm 1) de arroz, que codifica uma proteina do tipo COBRA,
controla diversos mecanismos importantes de biossintese de parede celular, como a
deposicédo de celulose e direcionamento da expanséo celular. Este mesmo padréo
de expressao foi encontrado para o gene BC6 (Brittle Culm 6). Porém, neste caso a
deposicao de celulose era especificamente na parede celular secundaria (KOTAKE
et al. 2011). Recentemente, Li et al. (2013) verificaram que a diminuicdo por RNAI na
expressdo de um gene que codifica cafeoil-CoA O-metil transferase leva a reducao
da producéao de lignina na palha do milho. Um novo gene que codifica cafeoil-CoA O-
metil transferase foi identificado em nosso trabalho, sendo mais expresso no
genatipo tolerante ao frio. Ha indicativos que outra nova sequéncia identificada em
nosso trabalho (WIP5 - Wound-induced protein 5) também esta envolvida com o
reforco da parede celular, como descrito anteriormente por Yen et al. (2001) que
estudaram um gene que codifica a proteina WI12. No estudo, anélises histoquimicas
revelaram que a proteina WI12 (da mesma familia da proteina WIP5) acumula-se
preferencialmente na parede celular, reforcando a sua composicao e estrutura apés
a exposicdo da planta a estresses ambientais, garantindo assim o seu
desenvolvimento sob condicfes estressantes (YEN et al., 2001). Todos estes dados

sugerem que 0 gendtipo tolerante ao frio pode manter a integridade da parede
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celular em condicdes de baixa temperatura de forma mais eficiente que o genétipo

sensivel.

Danos na membrana celular, como lise das células, sdo os principais efeitos
causados pela baixa temperatura (UEMURA; STEPONKUS, 1997; MAHAJAN;
TUTEJA, 2005). Os lipidios de membrana podem ser compostos por dois tipos de
acidos graxos: saturado e insaturado. Os lipidios contendo altas proporc¢des de acido
graxo saturado solidificam a uma temperatura mais elevada do que os lipidios que
contém altas proporcdes de acido graxo insaturado. Desta forma, a por¢cao relativa
de acidos graxos insaturados presentes na membrana influencia fortemente a sua
fluidez (STEPONKUS; UEMURA; WEBB, 1993; IBA, 2002; MAHAJAN; TUTEJA,
2005). Vérias sequéncias que codificam acido graxo dessaturases, conhecidos por
participarem da aclimatacdo ao frio por meio de modificagcbes na estrutura dos
acidos graxos de membrana (KARGIOTIDOU et al., 2008), foram detectadas com
maior expressdo no gendtipo tolerante ao frio (Tabela 1 e tabela suplementar
enviada aos membros da banca), sugerindo que as sementes em germinacao deste
genotipo apresentam niveis mais elevados de acidos graxos insaturados quando
submetidos a baixa temperatura. Em plantas tolerantes ao frio, a quantidade de
acidos graxos saturados normalmente € menor que 20% (IBA, 2002). Kargiotidou et
al. (2008) mostraram que aumentando a expressao de acido graxo dessaturase delta
12 (FAD2) ou de outras isoformas de dessaturases, aumenta a capacidade de
aclimatacao de plantas de algodoeiro submetidas a condi¢cdes de baixa temperatura.
Em Arabidopsis thaliana, o gene FADS8, que codifica uma acido graxo dessaturase,
também contribuiu para a tolerdncia a baixa temperatura por alteracdo na
composicao de lipidios (GIBSON et al., 1994). Outros dois genes relacionados ao
metabolismo lipidico que apresentaram diferentes niveis de expressao entre os dois
genatipos testados foram 3-cetoacil-CoA sintase e WAX2, ambos envolvidos com
biossintese de cera. Recentemente, trés diferentes grupos de estudo verificaram que
a tolerancia a seca no arroz pode ser induzida pelo acumulo de cera nas
membranas plasmaticas (ISLAM et al., 2009; ZHOU et al. 2013; ZHU; XIONG, 2013).
Quanto ao frio, Amid et al. (2012) demonstraram que a sensibilidade a esse estresse
em Arabidopsis thaliana pode estar relacionada com deficiéncia cuticular. A camada

de cuticula € composta por acidos graxos hidroxilados incorporados com ceras. Todd
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et al. (1999) verificaram que a alta expressdo de KCS1, um gene que codifica uma
acido graxo 3-cetoacil-CoA sintase, contribui para a biossintese de cera. Desta
forma, aparentemente, a biossintese de cera também pode ser estimulada por baixa
temperatura no arroz, e 0s nossos resultados sugerem que o genotipo tolerante ao

frio sintetiza mais cera que o gendtipo sensivel em condi¢cdes de baixa temperatura.

Diversas sequéncias relacionadas com a capacidade antioxidante foram
detectadas como sendo mais expressas no genotipo tolerante ao frio, incluindo
peroxidases, ascorbato peroxidase (APX), metalotioneina, glutationa S-transferase e
monodeidroascorbato redutase. Diversos estudos tém relacionado a atividade de
enzimas antioxidantes com a resposta ao frio (BONNECARRERE et al., 2011;
ZHANG et al., 2012). Guo et al. (2006) salientam que a tolerancia ao frio ou a outros
estresses, como a seca, esta relacionado com o aumento da capacidade
antioxidante durante a condicéo de estresse. Sato et al. (2011) superexpressaram o
gene OsAPXa, que possui atividade de ascorbato peroxidase, obtendo plantas de
arroz transgénicas tolerantes ao frio. Esta peroxidase promoveu diminuicdo nos
niveis de H,O, e de peroxidacao lipidica (SATO et al., 2011). Usando 0os mesmos
genaotipos do nosso estudo, Adamski et al. (submetido) mostraram que o gendtipo
tolerante ao frio apresenta maior atividade de ascorbato peroxidase em sementes
germinadas a 13 °C por 14 dias. Metalotioneinas (MTs) pertencem a uma familia de
proteinas de baixo peso molecular, ricas em cisteina, capazes de se ligar a ions de
metais pesados e também de eliminar espécies reativas de oxigénio (ERQO’S)
(COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002; KUMAR et al.,, 2012; ZHANG et al., 2014).
Véarios estudos tém demonstrado que metalotioneinas atuam na resposta ao
estresse abiotico (JIN et al., 2006; GAUTAM et al.,, 2012). Kumar et al. (2012)
mostraram que a expressao ectdopica de OsMTle-P (metalotioneina de arroz)
confere tolerdncia a multiplos estresses abidticos em plantas de tabaco, através de
eliminagdo de ERO’s. Em concordancia com estas descobertas, no nosso trabalho
também foi detectada maior expressdo de um gene que codifica uma cisteina

sintase no genotipo tolerante ao frio (Tabela 1).

As glutationa transferases (GSTZs) sdo enzimas multifuncionais que podem
ser responsaveis pela tolerAncia a varios estresses (baixa temperatura, alta

salinidade, seca) através da detoxicacdo de compostos xenobidticos e de ERO’s
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(TAKEAWA et al., 2002; KIM; ANDAYA,; TAI, 2011). A superexpressao do gene
OsGSTZ2 favoreceu a germinacdo e o crescimento das plantulas de arroz em
baixas temperaturas, sugerindo que o catabolismo da tirosina desempenha funcao
importante para a tolerancia a este estresse abidtico, jA que as GSTZs podem
participar do metabolismo da tirosina catalisando a isomerizacdo de
maleilacetoacetato para fumarilacetoacetato (TAKESAWA et al., 2002). Em outro
estudo, a superexpressdo do gene glutationa-S-transferase (OsGSTL2) de arroz em
Arabidopsis levou a tolerancia a metais pesados e outros tipos de estresses
abidticos, incluindo baixa temperatura (KUMAR et al. 2013). O sequenciamento de
varias linhagens das subespécies japonica e indica, por Kim e colaboradores (2011),
revelou dois SNPs (single nucleotide polymorphisms) no gene OsGSTZ2, que
resultam em diferencas de aminoacidos. Na posicédo 295, foi verificada uma troca
A>G, resultando na substituicdo de uma isoleucina por uma valina. Na posi¢céao 551,
foi verificada uma troca A>T, resultando na substituicdo de uma glutamina por uma
isoleucina. A substituicdo por valina causou uma significativa reducdo da atividade
da enzima GSTZ2, levando a sensibilidade a baixa temperatura nas plantulas de
arroz, enquanto que o residuo de isoleucina ndo promoveu nenhuma alteracao (KIM;
ANDAYA;TAI, 2011). Baseando-se no estudo de Kim e colaboradores (2011),
realizamos o sequenciamento das duas linhagens contrastantes da subespécie
indica selecionadas no nosso trabalho para verificar se ocorrem os dois SNPs no
gene OsGSTZ2, o que poderia estar influenciando a tolerancia a baixa temperatura.
Os dois gendtipos apresentam a mesma sequéncia de nucleotideos encontrada por
Kim e colaboradores (2011) na cultivar sensivel ao frio. Portanto, a tolerancia ao frio
encontrada no genotipo do nosso estudo ndo pode ser relacionada com uma alta

atividade enzimatica de GSTZ2.

Conforme informado anteriormente, uma nova sequéncia que codifica uma
monodeidroascorbato redutase foi encontrada como sendo mais expressa no
genatipo tolerante ao frio. Esta enzima tem sido apontada como importante para a
tolerancia de plantas cultivadas a estresses abidticos (DO et al., 2014). A
superexpressao de AeMDHAR, que codifica uma monodeidroascorbato redutase na
planta de mangue Acanthus ebracteatus, conferiu tolerancia a alta salinidade em

arroz durante as fases de germinacdo e vegetativa, através da minimizacdo dos
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efeitos deletérios por eliminacdo de EROs (SULTANA et al., 2012). Portanto, ha
indicios de que esta classe de enzima antioxidante pode ser utilizada para gerar
plantas de arroz tolerantes a estresses.

Devido a deteccéo de varias peroxidases com maior expressao no genotipo
tolerante ao frio, foram realizadas andlises fisiologicas de deteccdo histoquimica in
situ de H,O, com diaminobenzidina (DAB), para verificar se de fato o genotipo
tolerante ao frio apresenta niveis mais baixos de H,O,. Conforme visto na Figura 10,
0s coleoptilos das sementes do gendtipo tolerante apresentam niveis mais baixos de
marcacdo de H,O, quando germinadas a 13 °C por 14 dias, sugerindo que as
peroxidases estdo mais ativas neste genoétipo em condicdo de baixa temperatura.
Também foi realizada a deteccéo in situ de O,” com o reagente nitro blue tetrazolium
(NBT). Conforme pode ser visualizado na Figura 9, os coledptilos de ambos os
genotipos ndo apresentaram pontos azulados, indicando que nao existe diferenca

nos niveis de O, nos gendtipos tolerante e sensivel ao frio.

Varias novas sequéncias de familias de fatores de transcricdo (FT) foram
detectadas em nossas analises de expressao génica diferencial, tais como proteinas
zinc finger, WRKY, MYB, bZIP e E2F. Observa-se que algumas dessas sequéncias
Sa0 mais expressas no genotipo tolerante e outras sdo mais expressas no genotipo
sensivel ao frio (Tabela 1), o que ndo permite a sua vinculacdo direta com o
mecanismo de tolerancia a baixa temperatura. Conforme Cruz et al. (2013), uma
série de FT tém sido relacionados as respostas ao frio, sendo que varios deles,
guando superexpressos, levam a tolerancia ao frio em plantas de arroz. De qualquer
forma, FT sdo excelentes alvos para manipular rotas complexas, e uma lista de
novos FT com possivel envolvimento na resposta a baixas temperaturas na
subespécie indica é fornecido aqui, embora mais estudos sejam necessarios para

elucidar suas funcdes e sua participacao na resposta ao frio.

Os hormobnios vegetais sdo pequenas moléculas que regulam o crescimento e
o desenvolvimento. Através de modificacbes em sua sintese e distribuicdo, as
plantas sdo capazes de coordenar e promover a sua sobrevivéncia sob condi¢des de
estresse ambiental (COLEBROOK et al.,, 2014). Detectamos diversas sequéncias

que codificam proteinas relacionadas a sinalizacdo mediada por horménios vegetais
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(Tabela 1). Algumas destas sequéncias podem estar relacionadas com respostas ao
estresse por baixa temperatura em ambos o0s genoétipos e outras podem estar
relacionadas com a tolerancia do genoétipo IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-A. Zhang et al.
(2012) e Lu et al. (2014) sugeriram que ocorre uma estreita interacdo entre a
sinalizacdo mediada por auxina e a resposta ao estresse por baixa temperatura em
plantas de arroz. Jain e Khurana (2009) constataram que a auxina pode alterar a
expressao de varios genes responsivos ao estresse e, recentemente, Xu e Cai
(2014) verificaram que o gene OsSRAN1, essencial para a tolerdncia ao frio nas
linhagens de arroz testadas, foi regulado por uma via de sinalizacdo mediada por
auxina. A sinalizagdo mediada por etileno também ja foi relacionada a tolerancia ao
frio em mudas de arroz, através da superexpressao do fator de resposta TERF2
(TIAN et al. 2011). Além disso, os niveis do hormoénio giberelina estdo positivamente
correlacionados com o crescimento das plantas sob condi¢cdes de estresse, incluindo
0 estresse por baixa temperatura (COLEBROOK et al., 2014). Diante do exposto,
nossos resultados sugerem que a interferéncia hormonal regula a resposta das
sementes germinadas sob baixa temperatura, provavelmente com o gradiente de

auxina intracelular desempenhando um papel central (RAHMAN, 2013).

As proteinas citoplasmaticas de sinalizacdo de Ca*" detectam perturbacdes
celulares e retransmitem estas informacdes para outras moléculas, servindo como
um importante componente da sinalizacao sob baixa temperatura e outros estresses
abidticos (Zhang et al., 2013; HUDA et al., 2014). Conforme pode ser visualizado na
Tabela 1, foram detectados varios genes relacionados com sinalizacdo de Ca®* mais
expressos no genotipo tolerante, sendo a maioria referente a calmodulina (CAM),
evidenciando processos de sinalizacdo de Ca®" mais ativos neste gendtipo. De
acordo com Chinpongpanich et al. (2012), as proteinas relacionadas com CAM
podem desempenhar a funcdo de sensores na regulacéo de respostas a estresses
abiéticos (incluindo baixas temperaturas) mediadas por Ca**. No estudo de Huda et
al. (2014), verificou-se que a expressao do gene ACAG6 de arroz foi induzida pelo frio.
Quando foi superexpresso em plantas de tabaco, conferiu tolerancia a baixa
temperatura, através da regulacdo de enzimas antioxidantes mediadas pela
interacéio com diferentes decodificadores de sinal de Ca*?, incluindo proteinas como

calmodulin-like proteins, calcium/calmodulin dependent protein kinases (CDPKSs) e
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receptor-like protein kinases (RLKs). O gene que codifica a proteina quinase 13
dependente de Ca®* (OsCDPK13) desempenha funcdo importante na transducéo de
sinal em baixa temperatura, uma vez que variedades de arroz tolerantes ao frio
exibiram maior expressdo de OsCDPK13 que variedades sensiveis ao frio. Esta
proteina acumula-se em resposta ao frio e a sua superexpressao tornou-se um alvo
importante para o desenvolvimento de plantas de arroz tolerantes ao estresse
(ABBASI et al., 2004; KOMATSU et al., 2007).

Foi observado que diversos genes apresentam maior expressao no genotipo
sensivel ao frio, tais como genes que codificam proteinas de choque térmico (HSPSs),
early responsive to dehydration, proteinas relacionadas a
ubiquitinacao/proteassomo, deidrinas, proteinas late embryogenesis abundant
(LEA), S-adenosil-L-metionina descarboxilase, S-adenosilmetionina sintetase e
espermidina sintase (Tabela 1). Isso é um indicativo de que o gendtipo sensivel ao
frio também apresenta respostas de defesa frente ao estresse, como uma tentativa
de superar os danos impostos pela condicdo de baixa temperatura. Foi comprovado
que a desnaturacdo de proteinas ocorre em altos niveis em plantas sensiveis a
baixa temperatura, resultando em dano celular (GUY; HASKELL; LI, 1998). A
ativacdo das HSPs depende da temperatura em que cada espécie cresce
normalmente. As HSPs sao caracterizadas por se ligarem a proteinas
estruturalmente instaveis, desempenhando importantes funcdes fisiolégicas como
chaperonas moleculares, que vao aléem das funcdes de dobramento de proteinas,
pois auxiliam também na resposta aos estresses abidticos em plantas,
especialmente sob temperaturas extremas (IBA, 2002; CHAUHAN et al., 2011). Kim
e Nam (2010) mostraram que o gene ERD10 de Arabidopsis thaliana pode
desempenhar papel de protecdo sob varios estresses ambientais, incluindo o frio, e
também na germinacdo e desenvolvimento das sementes, atuando como proteinas
do tipo chaperonas (KOVACS et al., 2008). O acumulo de varios agentes
crioprotetores, incluindo as poliaminas que protegem as proteinas intracelulares, &
possivel através da inducdo de genes que codificam chaperonas moleculares
(MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Trés novos genes, que tiveram maior expressao no
genotipo sensivel ao frio, os quais codificam S-adenosil-metionina-sintetase, S-

adenosil-L metionina descarboxilase (SAMDC) e espermidina sintase, podem estar
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relacionados com biossintese de poliaminas. Hasegawa et al. (200) também
associaram outros genes que codificam estas proteinas com a biossintese de
poliaminas. SAMDC foi considerada uma enzima chave durante o estresse abiotico
no arroz (BASU et al., 2014). De acordo com Pillai e Akiyama (2004), SAMDC pode
ser utilizado como um marcador molecular para a identificacdo de tolerancia a baixa
temperatura no arroz. A superexpressado de SAMDC leva a tolerancia ao frio também
em outras plantas, como por exemplo em plantas de tabaco (WI; KIM; PARK, 2006).

O sistema ubiquitinacdo/proteassomo € responsavel pela remocao de
peptideos defeituosos e por agir como regulador celular de curta duracao,
controlando diversos processos. Desta forma, possibilita as células responderem
rapidamente aos sinais intracelulares e as mudancas nas condicdes ambientais
através de modificacbes em reguladores-chave (YATES; SADANANDOM, 2013).
Lourenco et al. (2013) verificaram que o gene de arroz OsHOS1, que faz parte do
sistema de ubiquitinacdo, esta relacionado a modulacdo de outros genes, como
OsICE1l, em resposta a condicdo de baixa temperatura. Varias sequéncias
relacionadas com a degradac&o de proteinas via ubiquitinacdo/proteassomo foram
detectadas (Tabela 1), sugerindo que a alta atividade de degradacdo via
ubiquitinacdo ocorre no gendtipo sensivel ao frio, provavelmente evidenciando o
rapido turnover proteico que ocorre em decorréncia do estresse causado pela baixa

temperatura.

Yan et al. (2011) mostraram que a superexpressao de um gene que codifica
uma proteina que contém um dominio F-box (OsMAIF1) leva a reducéo da tolerancia
ao estresse abidtico em plantas de arroz. Em outro estudo, a superexpressao do
gene OsKMD2, também integrante da familia de proteinas que contém dominio F-
box, acarretou diminuicdo da atividade da citocinina, que € um hormdnio que regula
processos como divisdo celular, metabolismo e respostas a fatores abiéticos como
frio e alta salinidade (KIM; KIEBER; SCHALLER, 2013). Em concordancia com estes
resultados, no nosso estudo foram detectadas diversas novas sequéncias da familia
F-box mais expressas no genotipo sensivel, sugerindo que estas proteinas podem

desempenhar papéis negativos na resposta ao estresse abibtico.

Plantas sob condi¢bes de frio e de outros estresses induzem a sintese de



77

deidrinas e LEAs, sendo que muitos estudos mostraram que esses genes estao
relacionados a resposta ao estresse abidtico e a tolerancia (HANIN et al., 2011;
DUAN; CAI, 2012; WANG et al., 2014). As deidrinas podem atuar na estabilizagéo de
proteinas e estruturas de membranas (KOAG et al.,, 2003; LEE et al., 2005). A
expressdo do gene OsDhnl, pertencente a familia das deidrinas, foi fortemente
induzida por baixa temperatura em plantas de arroz, sendo que os resultados
indicaram que OsDhn1l é alvo da classica via de sinalizacdo CBF/DREBL1 (LEE et al.,
2005). Os mesmos pesquisadores deste estudo sugeriram que a caracteristica de
sensibilidade observada em algumas espécies vegetais, mesmo expressando
deidrinas, é devido a auséncia de outras vias de sinalizacdo de frio e/ou de outros
genes responsivos ao frio (LEE et al., 2005). Aqui, uma nova sequéncia que codifica
deidrina é fornecido. Quanto as proteinas LEA, analises funcionais revelaram que
algumas delas podem atuar na tolerancia a multiplos estresses abidticos. Os genes
OsLEA4 e OsLEAS, quando superexpressos em arroz, melhoram a tolerancia a alta
salinidade, ao estresse osmatico, a baixa temperatura, ao calor e a radiagdo UV (HE
et al., 2012; HU et al., 2012).

De modo geral, analisando-se a literatura constatou-se que algumas
sequéncias génicas do nosso trabalho j4 foram caracterizadas por outros
pesquisadores. Porém, diversas novas sequéncias com potencial biotecnoldgico de
marcador molecular de tolerancia ao frio em arroz da subespécie indica é fornecido,

conforme pode ser visualizado na tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncias com potencial biotecnolégico de marcador molecular de

tolerancia ao frio em arroz da subespécie indica.

Categoria Sequéncia génica Lécus Ver legenda

funcional

Expressed protein (OsEXD) LOC_0Os07g20164 *

Proteinas com
funcbes
desconhecidas

Expressed protein

Expressed protein

LOC_0s04g52750

LOC_0Os11g09710

Crescimento e
divisao celular

Phytosulfokine receptor precursor

Cyclin (OsCYC)

LOC_0s02g06090

LOC_0s01g59120



Cyclin

Cyclin-dependent kinase B2-1
(OsCDKB2;1)

LOC_0s06g51110

LOC_0s08g40170

*%

Endo et al., 2012

WIP5 - Wound-induced protein
precursor

CSLAL1 - cellulose synthase-like family
A; mannan synthase

CSLEZ1 - cellulose synthase-like family
E (OsCSLE1)

CSLESG - cellulose synthase-like family
Relacionado a E

parede celular CSLF6 - cellulose synthase-like family

F

CESAS8 - cellulose synthase

CESAG - cellulose synthase

CESAL - cellulose synthase

Expansin precursor

Os3bglu? - beta-glucosidase, exo-beta-
glucanase

Periplasmic beta-glucosidase precursor
Glycosylhydrolase

COBRA

Caffeoyl-CoA O-methyltransferase

LOC_0s11g37970

LOC_0s02g09930

LOC_0s09g30120

LOC_0s09g30130

LOC_0s08g06380

LOC_0s07g10770

LOC_0s07g14850

LOC_0s05g08370

LOC_0s10g40730
LOC_0s03g49600
LOC_0s03g53800

LOC_0s06946284

LOC_0s05¢32110

LOC_0s08g38900

*

*%
Wang et al., 2010

*%

Wana et al., 2010
*%

Wang et al., 2010; Vega-
Sanchenz et al., 2012

ok

Wang et al., 2010
ok

Wang et al., 2010
*

Wang et al., 2010

*

Aquaporin protein (OsAQU)
Boron transporter protein
Sulfate transporter
Sodium/calciumexchanger protein
Amino acid transporter

Transporte ) )
Transmembrane amino acidtransporter

protein

Oligopeptide transporter
Potassium transporter
Peptide transporter PTR2

Citrate transporter protein

LOC_0s07g26690
LOC_0s12g37840
LOC_0s03g09940
LOC_0s01g11414

LOC_0s02g09810

LOC_0s02g01100

LOC_0s08g38400
LOC_0s04g32920
LOC_0s06g15370

LOC_0s03g05390

3-ketoacyl-CoA synthase

] o 3-ketoacyl-CoA synthase (OsKET)
Metabolismo lipidico

3-ketoacyl-CoA thiolase

LOC_0s05g49290
LOC_0s11g37900

LOC_0s02957260



Fatty acid desaturase
Fatty acid hydroxylase

WAX2

LOC_0s07g23410
LOC_0s07g01150

LOC_0s09g25850

79

Peroxidase precursor
Peroxidase precursor (OsPRX)

OsAPx1 - Cytosolic Ascorbate

Detoxicagao Peroxidase

OsAPx2 - Cytosolic Ascorbate
Peroxidase
Monodehydro ascorbate reductase

Metallothionein

LOC_0s07g48020

LOC_0s01g19020

LOC_0s03g17690

LOC_0s07g49400

LOC_0s08g44340

LOC_0s12g38270

*%

Kumar et al., 2012

Chaperone protein dnaJ
Heat shock protein
Manutencéo da Heat shock protein 101

estrutura proteica Hsp20/alpha crystallin family protein
Chaperone protein clpB 1

Early-responsive to dehydration

protein-related

LOC_0s03g44620
LOC_0s09g30412
LOC_0s05g44340
LOC_0s01g08860

LOC_0s03g31300

LOC_0s01g72210

*

F-box domain containing protein
(OsFBX221)

OsFBX114 - F-box domain containing
protein

OsFBX335 - F-box domain containing
protein

OsFBDUF53 - F-box and DUF domain
Degradagéo containing protein

proteica Ubiquitin family protein

OsFBL22 - F-box domain and LRR
containing protein

OsFBL7 - F-box domain and LRR
containing protein

Ubiquitin-conjugating enzyme

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
domain containing protein

LOC_0s07g09814

LOC_0s04g02280

LOC_0s09932860

LOC_0s11g37300

LOC_0s06g46770

LOC_0s05g35110

LOC_0s02g10700
LOC_0s03g57790

LOC_0s11g34270

Zinc finger/CCCH transcription factor

Zinc finger A20 and AN1 domain-

Transcription factor containing stress-associated protein

Zinc finger, ZZ type domain containing
protein

LSD1 zinc finger domain containing
protein

LOC_0s01g09620

LOC_0s06g41010

LOC_0s09g33740

LOC_0s08g06280



OsWRKY30
MYB family transcription factor
bZIP transcription factor family protein
E2F family transcription factor protein

1-aminocyclopropane-1-carboxylate
oxidase protein

LOC_0s08g38990
LOC_0s01g12860
LOC_0s02914910

LOC_0s02g50630

LOC_0s02953180

80

Hormone signaling

Ethylene-insensitive protein
Ethylene-responsive transcription factor

OslAA13 - Auxin-responsive Aux/IAA
gene family member (OsAUX)

OslAA31 - Auxin-responsive Aux/IAA
gene family member

Auxin efflux carrier component
Auxin response factor
Auxin-responsive protein

Gibberellin 20 oxidase 1

LOC_0s03g49400

LOC_0s02951670

LOC_0s03g53150

LOC_0s12g40900

LOC_0s09938130
LOC_0s01g70270
LOC_0s01g48850

LOC_0s03g63970

Sinalizagdo de Ca®*

OsCML1 - Calmodulin-related calcium
sensor protein

Calcium/calmodulin-depedent protein
kinase

1Q calmodulin-binding motif domain
containing protein

OsCam1-1 — Calmodulin

OsCML7 - Calmodulin-related calcium
sensor protein

LOC_0s01g59530

LOC_0s05¢26820

LOC_0s05g03190

LOC_0s03g20370

LOC_0s08g02420

*%

Chinpongpanich et al.,
2012

*

*%
Chinpongpanich et al.,
2012
*%

Chinpongpanich et al.,
2012

Protecdo de
estruturas de
membrana e/ou
respostas gerais a
estresses

Dehydrin(OsDHN)
Late embryogenesis abundant group 1

Late embryogenesis abundant protein,
group 3 (OsLEA)

LOC_Os11g26570

LOC_0s04g49980

LOC_0s01g50910

*

Biossintese de

poliaminas

S-adenosyl-L-methionine
decarboxylase leader peptide

S-adenosylmethionine synthetase

Spermidine synthase

LOC_0s02g39795

LOC_0s01g18860

LOC_0s06g33710

*Novas sequéncias identificadas.

** Sequéncias ja caracterizadas pela literatura.
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5.4 Confirmacao das sequéncias do RNAseq atraves de RT-gPCR

Para validar os resultados do RNAseq e confirmar a expresséao diferencial dos
genes identificados, OsSEXD (expressed protein); OsCYC (cyclin); OsCDKB2;1
(Cyclin-dependent kinase B2-1); OsCSLE1 (cellulose synthase-like family E);
OsAQU (aquaporin protein); OsKET (3-ketoacyl-CoA synthase); OsPRX (peroxidase
precursor); OsFBX221 (F-box domain containing protein); OsAUX (OsIAA13 - Auxin-
responsive Aux/IAA gene family member); OsDHN (dehydrin); OsLEA (late
embryogenesis abundant protein, group 3), todos listados na Tabela 2, foram
avaliados em ambos os genotipos, por RT-qgPCR, utilizando-se o gene OsUBQ5
(Ubiquitina 5) como controle. Como pode ser visto na Figura 8, foram confirmadas as
diferencas nos niveis de expressdo encontrados pela técnica de RNAseq para 0s

onze genes testados.

A maioria dos genes testados (OsCYC, OsCDKB2;1, OsCSLE1l, OsAQU,
OsKET, OsPRX e OsAUX) mostraram maior expressao no genotipo tolerante ao frio
apos 7 dias de germinacdo a 13 °C. Destes, apenas um (OsAQU) é também
expresso em nivel mais elevado no genotipo tolerante ao frio em condicbes normais
de crescimento (condic&o controle - 2 dias a 28 °C), o que pode estar representando
um mecanismo de tolerancia constitutivo, como sugerido anteriormente por Zhang et
al. (2012). Dos onze genes testados, apenas quatro (OseXD, OsFBX221, OsDHN e
OsLEA) apresentaram maior nivel de expressao no genotipo sensivel ao frio apos 7
dias de germinacédo a 13 °C, sendo que a expressao génica de dois destes genes
(OseXD e OsFBX221) nao foi detectada no genotipo tolerante ao frio, indicando ser

exclusivo do genotipo sensivel.

5.5 Comparacdo do acumulo de prolina livre entre os genatipos tolerante e

sensivel ao frio

O acumulo de prolina nas plantas pode aumentar mediante exposicao das
plantas a seca, alta salinidade, metais pesados e, inclusive, ao frio (ABRAHAM et

al., 2010). A concentracdo deste aminoacido varia entre as espécies vegetais e
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depende do nivel do estresse a que elas foram expostas (DELAUNEY; VERMA,
1993). A prolina pode exercer um importante papel de aclimatagéo na tolerancia das
plantas ao estresse devido a sua propriedade osmoprotetora. Os osmoprotetores
agem no ajuste osmatico, na desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio e na
estabilizacdo da estrutura quaternaria das proteinas (ABRAHAM et al., 2010;
KUMAR et al.,, 2013b). A determinagdo dos niveis de prolina tem sido apontada
como um ensaio Util para monitorar o estado fisiolégico e avaliar a toleréncia ao

estresse das plantas superiores (ABRAHAM et al., 2010).

O envolvimento da prolina na tolerancia ao frio em algumas linhagens de
arroz foi verificado por diversos estudos. Zhang et al. (2011), superexpressaram o
gene OVP1 em arroz e as submeteram ao frio (4 °C), juntamente com plantas
selvagens. A superexpressao deste gene propiciou uma maior tolerancia ao frio nas
plantas transgénicas devido a um maior acumulo de prolina, que agiu na protecao
das membranas celulares e diminuicdo do teor de malondialdeido (ZHANG et al.,
2011). Em outro estudo com plantas de arroz, foi verificado que a superexpressao
do gene ZFP182, que codifica uma proteina contendo um dominio dedo-de-zinco,
promove o acumulo de osmoalitos, principalmente a prolina, evitando a desidratacéao
celular causada pela pressdo osmotica, mantendo, desta forma, a integridade das
membranas (HUANG et al., 2012). Neste mesmo estudo, constatou-se que o0 gene
ZFP182 também esta relacionado com a ativagdo de outros genes, principalmente
OsP5CS, que codifica a pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), enzima que limita a

biossintese de prolina em plantas (HUANG et al., 2012).

Com base na literatura descrita, foi realizada a comparacdo do acumulo de
prolina nos coleodptilos das sementes dos genotipos tolerante e sensivel ao frio,
germinadas a 13 °C por 14 dias. Conforme apresentado na Figura 11, ndao houve
diferenca no acumulo de prolina entre os genoétipos contrastantes. Este resultado é
um indicativo de que a caracteristica de tolerancia ao frio do genétipo IRGA 959-1-2-
2F-4-1-4-A nédo esta relacionado com o acumulo de prolina, mas com outros

mecanismos de resposta e protegao.



6 CONCLUSAO

A comparacdo entre perfis transcricionais contrastantes (gendtipos ou
diferentes condicdes fisiologicas) pode ajudar na identificacdo dos genes
responsaveis pela manifestacao do fenadtipo diferencial e revelar aspectos bioldgicos
importantes. O presente estudo revelou que os niveis contrastantes de tolerancia ao
frio apresentados pelos dois gendtipos de arroz da subespécie indica provavelmente
podem estar relacionados com alteracdes moleculares e fisiolégicas em resposta a
condicdo de baixa temperatura. As sequéncias reveladas pelo RNAseq mostraram
gue varios genes sdo expressos diferencialmente entre os dois genétipos, mesmo
sendo linhagens irmés, e que alguns destes genes estao provavelmente envolvidos

na tolerancia ao estresse pelo frio durante a germinacgéo.

O gendotipo tolerante ao frio parece apresentar diversos processos mais ativos
do que o gendtipo sensivel ao frio, tais como: taxas de divisdo celular e crescimento,
integridade e extensibilidade da parede celular, absor¢do de dgua e capacidade de
transporte de membrana, sintese de sacarose, geracdo de acucares simples,
insaturacdo de acidos graxos, biossintese de cera, atividade antioxidante e
sinalizacdo mediada por horménios e Ca*?, levando & aclimatacéo e tolerancia ao
frio. Por outro lado, o gendtipo sensivel ao frio responde a baixa temperatura
aumentando a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs) e deidrinas,
juntamente com uma maior taxa de degradacdo  proteica via

ubiquitinacao/proteassomo e biossintese de poliaminas.

Sabe-se que os niveis de expressdao dos mMRNAs podem ser diferentes dos

niveis proteicos. Porém, eles fornecem pontos de partida para outras analises mais
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aprofundadas. Desta forma, nossos resultados revelaram genes importantes para o
processo de germinacdo sob condicOes de estresse por baixa temperatura, que
podem ser Uteis em futuras abordagens biotecnoldgicas visando a tolerancia ao frio
em arroz.



7 CONTINUIDADE DO TRABALHO

Os genes identificados neste trabalho permitiram a obtenc&o de informacdes
importantes sobre os processos de aclimatagao e tolerancia ao frio no arroz durante
a fase de germinacéo. Entre as perspectivas que podemos citar como continuidade

deste trabalho estao:

- Inativacdo dos genes OsFBX221 (envolvido em degradacédo proteica), além
da utilizagdo de mutantes, para confirmar o papel deste gene na sensibilidade ao frio
das plantas do gendétipo IRGA 959-1-2-2F-4-1-4-D-1-CA-1.

- Modulacéo de genes relacionados com o metabolismo lipidico, sintese de
celulose e sintese de ciclinas no genoétipo sensivel ao frio para atestar que a
insaturacdo de acidos graxos de membrana, reforco da parede celular e diviséo e

extensibilidade celular auxiliam na tolerancia a baixa temperatura.

- Caracterizacdo dos fatores de transcricdo e proteinas desconhecidas

encontradas nas analises do sequenciamento em grande escala.

- Deteccdo e caracterizacdo de proteinas que sdo ativadas em resposta a
mudanca de temperatura e realizacdo de comparacdes quantitativas entre 0s
genaotipos de arroz contrastantes através da técnica de MudPIT (Multidimensional

Protein Identification Technology).
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