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1. INTRODUCAO

Devido ao seu estilo de vida séssil, as plantas ndo conseguem escapar das
condicbes do ambiente, como por exemplo de altas temperaturas, e sao forcadas
a alterar seu estado celular para evitar danos. Para tanto, desenvolveram
mecanismos complexos para se adaptar a aumentos irregulares de temperatura
(KATANO et al., 2018). Sob alta temperatura, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) séo frequentemente induzidas e podem causar danos a lipidios, proteinas
e acidos nucléicos. Para eliminar as EROs e manter a estabilidade da membrana
celular, a sintese de antioxidantes, osmaolitos e proteinas de choque térmico € de
vital importancia, sendo a enzima ascorbato peroxidase (APX) um dos principais
antioxidantes enzimaticos conhecida por catalisar a reacédo de quebra do peroxido
de hidrogénio (ASTHIR, 2015).

A enzima APX possui varias isoformas. No arroz existem oito isoformas com
diferentes localizac¢des intracelulares: duas citossolicas (OsAPx1 e OsAPx2), duas
peroxissémicas (OsAPx3 e OsAPx4), uma forma mitocondrial (OSAPx6) e trés
isoformas cloroplasticas (OsAPx5, OsAPx7 e OsAPx8) (TEIXEIRA et al., 2006).
Especialmente em condicbes de estresse, é esperado um aumento na
concentracdo de peroxido de hidrogénio em plantas com algum grau de
silenciamento desta enzima.

A deteccédo e quantificagdo de EROs podem ser realizadas por diferentes
métodos. Dentre eles, a deteccéo histoquimica fornece informacdes precisas sobre
a distribuicéo in situ e o acumulo de EROs em diferentes células e tecidos em uma
area relativamente grande (SEKULSKA-NALEWAJKO et al., 2016). A peroxidacdo
lipidica, em que os lipidios nas membranas celulares sdo danificados, também é
geralmente quantificada por meio de um ensaio colorimétrico. E assim que resulta
de interesse 0 uso das técnicas histoquimicas para mapear o estresse oxidativo em
plantas. Este trabalho propde avaliar por meio de analises histoquimicas, como
alteracOes na expressédo das isoenzimas 7 e 8 da APX pode afetar a producao de
EROs, bem como a extensdo da peroxidacdo de membranas em plantas de arroz
submetidas a um tratamento de choque térmico de alta temperatura.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas plantas de arroz (Oryza sativa L. spp. Japonica cv.
Nipponbare) nédo transformadas (NT), e mutantes que subexpressam isoenzimas
APX 7 e APX 8. As sementes de arroz foram fornecidas pelo Departamento de
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sédio a 1,5% (m/v) por
20min, sob agitacdo eventual, lavadas trés vezes e embebidas overnight em agua
destilada. Posteriormente, estas sementes foram distribuidas em papel para
germinacao (280 x 380 mm) e umedecidas com agua destilada na proporcéo de
duas vezes a massa do papel e levadas a camara de germinacdo com uma
temperatura de 25°C. Aos 10 dias apos semeadura, as plantulas foram
transplantadas para vasos plasticos contendo areia e irrigadas com solucdo
nutritiva Hoagland e Arnon. As plantas foram mantidas em camara de crescimento
com temperatura 30°C/dia e 24°C/noite, fotoperiodo de 10h de luz e 80% de
umidade relativa. Plantas no estagio fenolégico V6 foram submetidas a um choque
térmico de 40°C por 2 horas.

A partir de segmentos de folhas coletadas, logo apds o tratamento de alta
temperatura, foram feitos os procedimentos para as detec¢fes histoquimicas
seguindo a metodologia de Shi et al. (2010) para a localizac&o de radical superéxido
com o uso de azul de nitrotetrazolio (NBT) e de peroxido de hidrogénio empregando
diaminobenzidina (DAB), Aldeidos provenientes da peroxidacao lipidica foram
detectados in situ como descrito por Pompella et al. (1987). Os segmentos foliares
foram digitalizados e com ajuda do software ImageJ (JUSZCZAK & BAIER, 2014),
foram realizadas as quantificacdes por meio do calculo da porcentagem de area
colorida para cada reacao.

Uma andlise de Correlacdo de Pearson for feita para verificar eventuais
correlagdes entre os resultados da quantificacdo histoquimica e as concentracées
de radical superoxido (O2’), de H202 e de malondialdeido obtidas de acordo com Li
et al. (2010), Velikova et al. (2000) e Heath e Packer (1968), respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas visualiza¢gbes histoquimicas e quantificacdo através da porcentagem de
area colorida das folhas, foi possivel observar que o choque térmico aumentou os
niveis de peréxido de hidrogénio (H202), assim como a peroxidacao lipidica em
todos os gendétipos testados (Figura 1).
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Figura 1. (A) Determinacao histoquimica do conteudo de superoxido. (B)
Determinacéo histoquimica do conteudo de peréxido de hidrogénio (H202). (C)
Determinacéo histoquimica do conteudo da peroxidacgdo lipidica. Letras
maiusculas indicam diferengas entre plantas controle e que passaram pelo
choque térmico, letras mindsculas indicam diferencas entre gendtipos pelo teste
de Tukey (p <0,05).

Por outro lado, as concentracdes de radical superoxido (Oz2’) e de H202 foram
mais altas para o gendtipo que subexpressa a isoenzima APX8, ainda sob condigédo
controle. Por outro lado, plantas com subexpressado da APX7 apresentaram sempre
maior grau de peroxidacao lipidica.

A producéo de EROs é uma resposta ao estresse de alta temperatura e como
causa, € observado em resposta um aumento no conteudo de malondialdeido, que
€ um indicador de dano oxidativo (FAHAD et al., 2017). Aumentos na producao de
EROs em plantas que subexpressam formas cloroplasticas da APX condizem com
o fato de que as isoformas deste compartimento desempenham um papel
significativo na desintoxica¢do de H202 e na minimizacéo de danos foto-oxidativos
durante o estresse de temperatura (CARVEZAN et al., 2012).

Ao analisar as correlacfes de Pearson entre os dados obtidos através da
porcentagem de area colorida e a concentracado das moléculas obtidas a partir das
andlises espectrofotométricas, € possivel observar que existem correlacdes
significativas entre elas (Figura 2), especialmente em relacéo a peroxidacao lipidica

(Figura 2C).
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Figura 2. Correlacdes entre a porcentagem de area colorida e a concentracdo de
(A) superodxido, (B) peroxido de hidrogénio e (C) peroxidacao lipidica.

4. CONCLUSOES

Plantas que subexpressam a isoenzima APX7 e a isoenzima APX8
apresentaram maiores concentragfes de radical superéxido (O2), H202 e
peroxidacao lipidica, em relacdo as plantas nao transformadas (NT), ressaltando a
importancia dessas isoenzimas para a manutencdo da homeostase redox. O
choque térmico de alta temperatura por 2 horas foi suficiente para aumentar os
niveis de EROs em todos os genotipos. Além disso, através de analises de
correlacdo de Pearson, as avaliacdes histoquimicas mostraram-se como uma
excelente técnica para avaliacdo de EROs.
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