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Atualmente, quatro regides homogéneas de adaptacdo para o trigo,
denominadas de 1 a 4, sao reconhecidas no territorio brasileiro apresentando
peculiaridades geogréficas e climatolégicas entre si como, por exemplo, 0s
niveis de precipitacdo pluvial e temperaturas (Scheeren et al., 2008). Os estados
do sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana) estdo contidos
principalmente nas regides 1 (Umida e fria) e 2 (Umida e moderadamente fria) e
sdo responsaveis por mais de 90% da producdo nacional de trigo. Nas outras
duas regides de adaptacdo, em grande parte inseridas no bioma Cerrado, as
condi¢cBes sdo quente e moderadamente seca (regido 3) e quente e seca (regiao
4). Nessas regides, o trigo pode ser cultivado sob condi¢cdes de sequeiro com
cerca de 4 milhdes de hectares disponiveis para tal pratica (Mingoti et al., 2014).
Entretanto, apesar do trigo de sequeiro poder aumentar significativamente a
producdo no Cerrado, a baixa produtividade tem sido um obstaculo para esse
objetivo.

Neste contexto, € interessante explorar abordagens diferentes para atacar
os elementos que restringem o aumento da produtividade do trigo de sequeiro
no Cerrado. Os fatores abi6ticos que limitam a producgéo de trigo no Cerrado séo
a acidez do solo, o calor e a seca apos a floracdo (Scheeren et al., 2008). A seca
também pode ser importante nas fases iniciais, até a fase de perfilhamento,
devido a ocorréncia de periodos de seca conhecido como veranicos (Ribeiro

Junior et al., 2006). Independentemente da fase de desenvolvimento, a seca €,



em condi¢des gerais, um dos fatores mais prejudiciais para a produtividade das
culturas. A resposta da planta em relacdo a falta de agua no ambiente é
considerada complexa e alteracdes na expressao de genes relacionados com o
reconhecimento do estresse, a regulacdo e a sinalizacdo ajustam o metabolismo
da célula para a esta condicao na tentativa de proteger a funcéo celular. Existe
variabilidade para a tolerancia a seca entre os genétipos de trigo e varios loci e
caracteres fisiolégicos ja foram relatados como importantes para o trigo cultivado
em ambientes propensos a seca (Richards et al., 2010). Recentemente, N0sso
grupo utilizou uma técnica de sequenciamento de nova geracao e identificou
4.422 genes diferencialmente expressos sob condigcbes de seca na cultivar
MGS1 Alianca, que € indicada para cultivo no Cerrado (Poersch-Bortolon et al.,
2013). Assim, compreender os principais alvos a serem explorados, dentre esta
grande quantidade de genes, é necessario para auxiliar programas de
melhoramento a aumentar o rendimento do trigo em regides propensas a seca.
A caracterizacdo mais detalhada destes genes tem o potencial de fornecer
informacBes importantes para futuro uso de marcadores moleculares e/ou
obtencao de plantas transgénicas.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar, em cultivares de trigo
adaptadas as regides sul e central do Brasil, a expresséo e a variabilidade alélica
de dez genes associados a resposta a seca. Estes genes, sendo cinco de raiz e
cinco de folha, foram selecionados dentre os 4.422 transcritos previamente
identificados na cultivar MGS1 Alianga.

A analise da expressédo génica foi realizada pela técnica de RT-PCR
guantitativo utilizando-se tecido foliar e radicular das cultivares BR 18-Terena,
MGS1 Alianca e MGS3 Brilhante. As mesmas foram cultivadas em casa de
vegetacdo em baldes de 6,5 kg, com cinco plantas por balde, contendo mistura
de solo, areia e vermiculita (1:1:1). As plantas foram irrigadas a cada 2-3 dias
sendo realizados trés tratamentos: controle, onde as plantas foram cultivadas a
90% da capacidade de campo; seca no perfilhamento, onde as plantas foram
cultivadas por duas semanas a 90% da capacidade de campo seguido de trés
semanas sem irrigacdo; e seca no espigamento, onde as plantas foram

cultivadas a 90% da capacidade de campo e, no momento do surgimento da



primeira espiga, a irrigacao foi suspensa por duas semanas. O conteudo relativo
de 4gua nas folhas das plantas controle foi de aproximadamente 98% enquanto,
na seca, variou de 51 a 62%. Os tecidos radiculares e foliares foram coletados,
o RNA total foi extraido e, ap0s a sintese do cDNA, as reacdes de amplificacéo
foram conduzidas no 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) com
software v2.0.6. Dez genes foram avaliados (Tabela 1) sendo a expresséo
destes genes comparada com a expressao de uma ATPase (Paolacci et al.,
2009). Os mesmos primers utilizados para a analise de expressao também foram
utilizados para amplificagdo do DNA total e subsequente sequenciamento dos
amplicons cujos tamanhos variavam de 85 a 219 pb. Para este experimento,
além das trés cultivares anteriormente citadas, também foram avaliadas as
cultivares BRS Umbu, BR 23 e BRS 177. Para tanto, os fragmentos de PCR
foram diretamente sequenciados com uso do Kit Big Dye Terminator verséo 3.1
e do sequenciador ABI 3130 Sequence Analyzer. As sequéncias foram
analisadas no software Sequencing Analysis versdo 5.1.1.

O sequenciamento revelou polimorfismos de base Unica (SNPs) nos
genes das diferentes cultivares que sdo recomendadas para diferentes regides
homogéneas de adaptacao (regides 1 e 2 para BRS Umbu, BR 23 e BRS 177 e
regido 4 para BR 18-Terena, MGS1 Alianca e MGS3 Brilhante). Entretanto, os
polimorfismos encontrados ndo puderam ser correlacionados com as regifes de
adaptacao (fria e umida ou quente e seca) indicadas para o cultivo dos materiais.
Mesmo assim, todos o0s genes analisados apresentaram expressao
estatisticamente superior em condigcbes de estresse por seca indicando sua
importancia para a resposta celular associada ao estresse hidrico. A importancia
dos genes foi confirmada em dois estadios de desenvolvimento (perfilhamento e
espigamento) da cultivar MGS1 Alianca. Os genes também se mostraram
diferencialmente expressos em todas as cultivares avaliadas, uma vez que a
expressdo em condicdes de estresse foi superior em relacdo as condigbes
controle mas, neste caso, a avaliagcéo foi realizada apenas no perfilhamento. O
perfil da expressao durante o perfilhamento, de quatro genes dos dez genes

avaliados, € apresentado na Figura 1.



Em concluséo, apesar das variacbes nas sequéncias dos genes nao
poderem ser utilizadas como marcadores associados as diferentes regides de
adaptacdo, os genes analisados sdo importantes para a resposta a seca em
trigo. Esta importancia foi confirmada tanto em diferentes fases de
desenvolvimento como em diferentes cultivares. Uma maior compreensao das
rotas metabdlicas associadas a tolerancia a seca pode melhor embasar as
escolhas feitas em programas de melhoramento que objetivam obter cultivares
melhor adaptadas a seca. Além disso, uma vez clonados, 0s genes aqui
avaliados podem ser utilizados para futura obtencao de plantas transgénicas de

trigo potencialmente mais tolerantes a seca.
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Tabela 1. Genes analisados neste trabalho.

Tecido Identificacdo do gene Funcéo
Raiz R13 Fator de transcri¢céo (LEA)
Raiz R22 Desconhecida
Raiz R24 Processo de sintese de prolina
Raiz R28 Resposta ao estresse oxidativo
Raiz R34 Desconhecida
Folha L1 Desconhecida
Folha L10 Fator de transcricdo (LEA)
Folha L15 Fosfatase envolvida na sinaliza¢do do acido abscisico
Folha L16 Desconhecida
Folha L25 Processo de sintese de prolina
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Figura 1. Analise da expressédo de genes associados com a resposta a seca em

trigo. As amplificagbes por RT-PCR quantitativo foram realizadas com duplicata

bioldgica e triplicata técnica. A expressao relativa foi calculada pelo método do

2-8ACt Barras pretas, brancas e cinzas representam a expressao dos genes nas

cultivares BR 18-Terena, MGS1 Alianca e MGS3 Brilhante, respectivamente.

R22, R28, L10 e L25 referem-se a identificacdo dos genes conforme a Tabela 1.



