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RESUMO

ROSSATTO, Tatiana. Alteracdes fisioldégicas, bioguimicas e moleculares de
arroz, cv. BRS AG, em resposta ao estresse salino. 2016. 116f. Dissertacao
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Programa de PoOs-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

A cultivar de arroz BRS AG, desenvolvida pela Embrapa Clima Temperado, é a
primeira cultivar destinada a outros fins, que ndo o consumo humano, podendo ser
utilizada na producéo de etanol e ou alimentacdo animal. No entanto, s&o poucas as
informacdes sobre esta nova cultivar e desta forma € importante conhecer o seu
comportamento frente a saliniza¢do do solo e da agua que afetam cerca de 20 % da
terra cultivada e quase metade das terras irrigadas do planeta. Desta forma, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar a resposta da cultivar BRS AG, durante o
desenvolvimeno inicial, a diferentes concentracbes salinas, através de andlises
fisioldgicas, bioquimicas e moleculares. As plantas foram cultivadas in vitro em meio
de cultivo com cinco concentracfes de NaCl (32, 68, 102, 136, 170 mM) e o controle
(0 mM). Avaliagbes de germinagcé@o ocorreram aos 7 e aos 14 dias e as andlises de
massa seca e massa fresca da parte aérea e raiz; comprimento de raiz e parte aérea,
namero de folhas e nimero de raiz foram realizadas aos 21 dias. Para as analises
enzimaticas da catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e glutationa redutase (GR), expressdo génica, espécies reativas de oxigénio
(EROs), peroxidacao lipidica (MDA) e concentracdo de prolina foi utilizada a
concentracao de 136 mM de NaCl e o controle. As coletas foram realizadas aos 5, 10,
15 e 20 dias. Os resultados indicam que a germinacao da cv. BRS AG comeca a ser
prejudicada a partir da concentragdo de 170 mM de NaCl e a partir da concentragéo
de 136 mM de NaCl é possivel observar danos causados pelo estresse salino no
crescimento. O acumulo de prolina nas plantas estressadas foi superior ao encontrado
nas plantas que ndo receberam estresse, o que esta diretamente relacionado ao
aumento da expressao dos genes envolvidos na biossintese de prolina em cada um
dos tempo de estresse. A atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GR parecem ser
efetivas na protecdo dessas plantas contra o estresse oxidativo. Embora tenha havido
aumento de EROs, ndo houve aumento nos niveis de MDA. O aumento na transcricdo
de todos os genes avaliados, exceto OsAPX6 que manteve-se estavel, contribuiram
para 0 aumento ou a manutencdo da atividade das enzimas. De acordo com 0s
resultados in vitro as plantas de arroz, cultivar BRS AG, suportam concentracdes de
até 136 mM de NacCl.

Palavras-chave: salinidade; estresse oxidativo; germinacao; in vitro



ABSTRACT

ROSSATTO, Tatiana. Physiological, biochemical and molecular changes of rice
cv. AG BRS in response to salt stress. 2016. 116f. Dissertation (Masters) —
Graduation Program in Vegetal Physiology. Federal University of Pelotas, Pelotas,
2016.

The rice cultivar BRS AG developed by Embrapa Clima Temperado, is the first cultivar
intended for other purposes, that isn't human consumption, and can be utilized in
ethanol production and/or animal feeding. However, there are few informations about
this new cultivar and, thus, is important to know your behavior to salinization of soil
and irrigation water affecting about 20% of cultivated land and almost half of the
irrigated land in the world. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
BRS AG, cultivar answer during the initial development, subjected to different salt
concentrations, through physiological, biochemical and molecular analyzes. The plants
were grown in vitro through culture with five concentrations of NaCL (32, 68, 102, 136,
170 mM) and control (O mM). Evaluations of germination occurred at 7 and 14 days
and analysis the dry weight and fresh weight of shoot and root; length of root and shoot,
number of leaves and number of root were performed at 21 days. To the enzymatic
analysis catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX)
and glutathione reductase (GR) and expressions gene, reactive oxygen species
(ROS), lipid peroxidation (MDA) and concentration of proline it was used the
concentration of 136 mM of NaCl and control. The collections were performed at 5, 10,
15 and 20 days. The results indicate that the germination of cv. BRS AG starts to be
impaired at concentrations of 170 mM NaCl and from the concentration of 136 mM
NaCl can be observed damage caused by salt stress on growth. Proline accumulation
in stressed plants was higher found in plants the plants that didn’t receive damage,
which is directly related to increased expression of genes involved in proline
biosynthesis in each of the times of stress. The activities of SOD, CAT, APX and GR
they seem to be effective to protect these plants against oxidative stress, although
there was an increase of EROs, there was no increase in MDA levels. The increase of
in the transcription of all genes evaluated, except OsAPX6 that remained stable,
contributed to the increase or maintenance of enzyme activity. According to the results
in vitro, the BRS AG cultivar rice plants support concentrations up to 136 mM NacCl.

Key-words: salinity; oxidative stress; germination; in vitro
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INTRODUCAO GERAL

A preocupacgéo com a poluicdo ambiental e a emisséo de gases que provocam
o efeito estufa na atmosfera reforcam cada vez mais a importancia da producdo
comercial dos biocombustiveis (OLIVEIRA; ZANIN, 2015). Nesse sentido, estudos
estdo sendo desenvolvidos com intuito de se obter um combustivel menos poluente,
a partir de matérias-primas renovaveis. Diversas fontes vegetais sdo utilizadas como
fonte de carboidrato para a producdo de etanol. No Brasil, a cana-de-acUcar é a
principal fonte de sacarose utilizada para a producdo desse biocombustivel.
Entretanto, em outros paises como Estados Unidos e Franca, além da sacarose, o
amido esta sendo utilizado para esse propdsito. O amido € considerado uma das
fontes mais abundantes de carboidratos na natureza. O gréo do arroz é rico em amido,
apresentando conteudo significativamente maior que o grao do milho (MONTESINOS;
NAVARRO, 2000).

O aumento populacional e a busca por energias renovaveis tem despertado
cada vez mais o interesse de pesquisadores em desenvolver cultivares, entre elas de
cereais, com caracteristicas que incluem resisténcia/tolerancia a condi¢cdes de
estresses bidticos e abidticos e com alto rendimento de determinados produtos finais
do metabolismo, entre eles o amido (TUNCEL; OKITA, 2013). As plantas
frequentemente enfrentam condicdes rigorosas de estresses ao longo de suas vidas
tais como baixas e altas temperaturas, calor, salinidade, seca, inundacéo, ataques de
patégenos, entre outros. Esses estresses, muitas vezes conduzem a uma série de
mudancas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares causando danos
irreparaveis aos vegetais, reagindo com seu potencial genético e limitando seu
crescimento, reproducédo e produtividade (GILL; TUJETA, 2010). A salinidade da 4gua
e do solo é um dos principais problemas para o cultivo do arroz irrigado no sul do pais
e em outras partes do mundo (CARMONA; ANGHINONI; WEBER, 2011).

A salinidade é caracterizada pelo excesso de sais solUveis no solo, que podem
prejudicar significativamente o rendimento das culturas. Aproximadamente 20 % das
areas irrigadas no mundo séo afetadas pela salinidade (FAO, 2013). Na metade sul
do Estado do Rio Grande do Sul, a salinidade do solo pode ocorrer nas lavouras de
arroz irrigado das Planicies Costeiras do RS, devido a irrigacdo com agua salina.
Periodos de baixa precipitacdo na regido permitem a entrada de maior quantidade de
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agua do mar na Lagoa, ocasionando a salinizacdo da mesma. Consequentemente, a
mesma agua é utilizada na irrigagdo das lavouras dos arrozais. A condutividade
elétrica do extrato saturado (CEes), a partir de 4,0 dS m! torna-se desvantajoso a
cultura de arroz. Na regido de Pelotas o valor maximo de CE encontrado para a regiao
foi de 7,49 dS m, valor este muito acima do teor critico do arroz (CARMONA;
ANGHINONI; WEBER, 2011).

O efeito da salinidade sobre as plantas € consequéncia de dois componentes
distintos do estresse salino: (i) o componente osmatico, resultante da elevada
concentracdo de solutos na solucdo do solo, provocando um déficit hidrico pela
reducdo do potencial osmético; (ii) o componente ibnico, decorrente dos elevados
teores de Na* e CI, e da alterada relacdo K*/Na* e outros nutrientes. Estas alteracdes
acabam refletindo no balanco hidrico e nutricional, provocando mudancas no
metabolismo, niveis hormonais, nas trocas gasosas e na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), e irdo comprometer a expansdo e divisao celular,
consequentemente, o crescimento da planta, levando a aceleracdo da senescéncia
foliar, resultando na morte da planta (SINGH et al., 2015).

Consequentemente, os diversos estresses ambientais atingem rotas de
sinalizagcdo e respostas similares na célula, tais como enzimas antioxidantes e a
acumulacao de solutos compativeis. Entre os mecanismos fisiolégicos desenvolvidos
pelas plantas, a caracteristica mais marcante para a conferéncia de tolerancia sob
estresse salino € o ajuste osmotico. Dentre as moléculas com fungdo osmoprotetoras,
a prolina é uma das mais importantes. Além do ajuste osmético, ela esta envolvida na
estabilizacao de proteinas e de enzimas antioxidantes, eliminacao direta de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), equilibrio da homeostase celular e sinalizacdo (MUNNS;
GILLIHAM, 2015).

Em condi¢cBes de crescimento ideais, as plantas produzem espécies reativas
de oxigénio (EROs) em resposta as atividades metabdlicas. Estresse oxidativo, em
todos os organismos aerobicos, surge do desbalanco entre a geracéo e a eliminacéo
de EROs, que é um termo coletivo, frequentemente usado para incluir ndo apenas
radicais livres, tais como: radical superoxido (O2™) e radical hidroxila (OH+), mas
também alguns néo radicais derivados do oxigénio capazes de gerar radicais livres,
como por exemplo, oxigénio singleto (*O2) e perdxido de hidrogénio (H202). As EROs
sdo espécies quimicas, altamente reativas, e, na auséncia de mecanismos de

protecdo, podem produzir danos na estrutura e fungéo celular (SILVEIRA et al., 2010).
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Em resposta ao estresse oxidativo as plantas apresentam mecanismos para se
proteger. As plantas possuem um sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico.
As principais defesas antioxidantes enzimaticas sdo a superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) glutationa redutase (GR),
deidroascérbico redutase (DHAR), monodeidroascérbico redutase (MDHAR),
glutationa peroxidase (GPX) e guaiacol peroxidase (GOPX), entre outras. Entre as
defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se compostos como a glutationa
(GSH) o a-tocoferol (vit. E), o acido ascoérbico (vit. C), os carotenoides e 0s
flavonoides.

As enzimas CAT, APX, SOD e GR sao codificadas a partir de diferentes familias
génicas. Em arroz, as APX séo codificadas por uma familia de oito genes, localizados
em diferentes compartimentos celulares: duas isoformas citosolicas (OsAPx1 e
OsAPx2), duas isoformas peroxissomais/glioxissomais (OsAPx3 e OsAPx4), e
(OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPx8) codificam isoformas cloroplasticas (TEIXEIRA
et al., 2004).

Todas as isoformas de SOD séo nucleares, codificadas e direcionadas aos seus
respectivos compartimentos subcelulares, quando necessario, por meio de
sequéncias de direcionamento amino-terminal (BOWLER et al., 1992; GILL; TUTEJA
2010). As SODs séo classificadas de acordo com seu cofator metalico e/ou sua
localizacédo subcelular: Fe-SOD, presente nos cloroplastos; Mn-SOD, presente nas
mitocondrias e peroxissomos e as Cu/Zn-SODs, presentes nos cloroplastos,
peroxissomos, citosol e, possivelmente, no espaco extracelular (ALSCHER; ERTURK;
HEATH, 2002; CAVALCANTI et al., 2004; JALEEL et al., 2009).

Segundo Bowler et al. (1992) a enzima catalase é constituida por uma pequena
familia multigénica, as quais, em arroz, foram denominadas CatA, CatB e CatC
(MENEZES-BENAVENTE; TEIXEIRA; KAMEI, 2004). Trés genes que codificam GR
também tém sido descritos em arroz, uma isoforma citosélica (OsGR2) (KAMINAKA
et al., 1998) e duas isoformas cloroplastidicas (OsGR1 e OsGR3) (BASHIR et al.,
2007). Entretanto para a cultivar BRS AG, ndo ha informagfes sobre a atividade das
enzimas antioxidantes e a expressao de genes que codificam as isoformas.

Na metade Sul do Estado do Rio grande do Sul além da temperatura,
dificuldades de cultivo em terras baixas (solos inundados, mal drenados) sao
desafiadores para algumas culturas, entre elas a cana-de-agucar, e propicio para o

cultivo do arroz irrigado. O Rio Grande do Sul responde por 68,8 % da producao
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brasileira, gerando uma producdao total de 8,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).
Safras com excedente de producao, falta de matéria prima e demanda energética
contribuiram para o desenvolvimento de uma nova cultivar pela Embrapa Clima
Temperado (MAGALHAES JUNIOR et al., 2015).

A cultivar BRS AG foi desenvolvida com o objetivo atender a demanda
energética da metade sul do estado gaucho, pois é mais eficiente em produtividade.
E a primeira cultivar de arroz irrigado lancada para outros fins, que ndo o consumo
humano, podendo ser utilizada como matéria prima para producédo de etanol e ou para
alimentacao animal.

As plantas de porte intermediario desta cultivar BRS AG, possuem ciclo
bioldgico ao redor de 126 dias, da emergéncia a maturacao; graos grandes, sem arista
e alta capacidade produtiva. A estatura média das plantas € de 110 cm. A espessura
do colmo é de 5,5 mm o que Ihe confere colmos fortes tolerantes ao acamamento
apesar da estatura de plantas (110) mais elevada. Apresenta folhas pilosas sendo a
folhna bandeira classificada como decumbente. Apresenta tolerancia ao degrane,
portanto ndo enquadra-se com risco de tornar-se uma planta infestante da lavoura
orizicola. Aliado a este fato, as sementes da linhagem perdem o poder germinativo e
vigor com grande facilidade, contribuindo para diminuir seu potencial de infestagéo,
ndo podendo ser comparado a principal planta daninha da lavoura: arroz vermelho.
Apresenta moderada tolerancia a toxidez por ferro, bem como para a principal doenca
incidente sobre a cultura (brusone). Uma caracteristica marcante desta cultivar,
guando comparada com as demais, € o peso médio de mil graos de aproximadamente
de 52 g, enquanto a maioria das cultivares de arroz irrigado apresentam um peso
médio de mil grdos de 25 g (MAGALHAES JUNIOR et al., 2015).

Devido ao interesse econdmico e cujos estudos ainda sdo escassos para esta
cultivar, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta da cultivar BRS AG
durante o desenvolvimento inicial, a diferentes concentracdes salinas, através de

analises fisiologicas, bioguimicas e moleculares.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Importancia do arroz e do desenvolvimento da nova cultivar

O arroz (Oryza sativa L.) € o segundo cereal mais cultivado no mundo, sendo
responsavel pelo suprimento de 20 % das calorias consumidas na alimentacédo de
pessoas no mundo. Em 2014, a area do planeta ocupada para o seu cultivo foi de
aproximadamente 158 milhfes de hectares tendo uma produtividade mundial de 746,7
milhdes de toneladas de grdos em casca. O Brasil € o pais com a maior producéo de
arroz fora do continente asiatico (SOSBAI, 2014). Levantamento realizado pela
CONAB, em junho de 2015, aponta que na safra 2014/15, mesmo com uma menor
area plantada, a producéo e a produtividade no pais foram respectivamente 3,5 % e
6,2 % maiores do que a safra anterior 2013/14.

Os estados do Sul do Brasil, Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e
Parana (PR), representam a principal regido produtora de arroz, com cerca de 80 %
do total produzido no pais (IRGA, 2015). O Estado do Rio Grande do Sul é o maior
produtor nacional, representando mais de 68,8 % do arroz colhido no pais. A média
de produtividade no Estado do RS, na safra 2014/15, foi de aproximadamente 7.700
kgha! (CONAB, 2015). Diante disso, o Rio Grande do Sul chegou a uma producéo de
8,6 milhdes de toneladas, superada apenas pela safra 2010/11 que atingiu 8,9 milhdes
de toneladas (CONAB, 2015; IRGA, 2015). A regidao com maior producdo de arroz
irrigado é a metade Sul do Estado, em virtude do clima e do solo da regido serem
propicios para o cultivo dessa espécie. Segundo levantamento realizado pelo IRGA
(2015) na safra 2014/15, no municipio de Pelotas, a produtividade foi de 8.200 kgha
e a producéao atingiu 66.182 mil toneladas.

No entanto, em casos como na safra 2010/11 e 2014/15 em que, a cadeia
produtiva do arroz apresentou um excedente de producao, a oferta elevada de arroz
no mercado, gera a reducdo do preco pago pelo produto, ndo cobrindo assim o0s
custos de producédo. Nessas circunstancias, muitos orizicultores acabam destinando
as suas lavouras para alimentac¢ao animal, utilizando o arroz na elaboragéo da silagem
e ou misturando os grdos na racdo. Uma vez que, além da producdo de arroz, na

metade Sul do RS, outras atividades contribuem como fonte de renda para os
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agricultores, como a producao leiteira, de suinos, de ovos, de aves e a cultura da soja.
Para essas atividades, exceto o cultivo da soja, o principal desafio é a falta de matéria
prima para racées e demais complementos usados na criagdo animal (MAGALHAES
JUNIOR et al., 2015).

A falta de matéria prima para a producdo animal e a elevada producéo de arroz
nas ultimas safras, bem como, a disponibilidade de terras baixas para o cultivo do
arroz irrigado no Estado do RS, cooperaram para que uma nova cultivar de arroz fosse
desenvolvida. Baseado nesse cenario de crise, na safra 2010/11, a Embrapa, através
de seu Programa de Melhoramento Genético, foi demandada por um padréo de arroz
diferenciado, com caracteristicas proprias para producdo de etanol, e para
alimentacdo animal, retirando parte do grdo longo fino de oferta ao mercado
consumidor (MAGALHAES JUNIOR et al., 2015).

1.2 Cultivar BRS AG

A cultivar BRS AG é resultante de um cruzamento realizado na Embrapa Clima
Temperado entre a cultivar americana Gulfmont (genitor feminino) de arroz irrigado e
a linhagem SLG1, de origem japonesa. E a primeira cultivar de arroz irrigado
desenvolvida para outros usos, que ndo para 0 consumo humano, pois, nao apresenta
padrdes adequados para consumo segundo a preferéncia brasileira. Os gréos sao
grandes e extremamente farinaceos, porém, com uma relacdo amilose/amilopectina
gue desqualifica o grédo durante cozimento, oportunizando a utilizacdo deste para
alimentac&o animal e/ou producéo de etanol (MAGALHAES JUNIOR et al., 2015).

As plantas da nova cultivar BRS AG (Tabela 1), possuem um ciclo biolégico de
cerca de 126 dias da emergéncia a maturacao, graos grandes com alto contetudo de
amido; altura média das plantas é de 110 cm; comprimento do colmo € de 88 cm e a
espessura € de 5 mm, o que Ihe confere colmos fortes resistentes ao acamamento
apesar da elevada estatura de plantas. As folhas séo pilosas sendo a folha bandeira
classificada como descendente. As plantas dessa cultivar apresentam moderada
tolerancia a toxidez por ferro, bem como para a principal doenca incidente sobre a
cultura (brusone). A cultivar é resistente ao degrane e as sementes perdem facilmente
0 poder e vigor germinativo, desse modo, ndo apresenta risco de tornar-se uma planta
invasora e infestante da lavoura de arroz, ndo podendo ser comparado a principal
planta daninha da lavoura: arroz vermelho (MAGALHAES JUNIOR et al., 2012).
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Tabela 1 - Caracteristicas das plantas da nova cultivar de arroz irrigado BRS AG em comparagao com a

cultivar de arroz convencional BRS Pampa.

CARACTERISTICAS

Plantas

Tipo de planta

Ciclo (dias da emergéncia a 50% floracdo)

Maturacao

Estatura de planta (cm)
Comprimento do colmo (cm)
Comprimento da panicula (cm)
Exsercédo da panicula

Cor da folha

Angulo da folha bandeira

Cor da auricula

Cor da ligula

Cor do internédio

Coloracéo de antocianina no colmo
Tipo de panicula

Pubescéncia do limbo foliar
Degrane

Acamamento

Perfilhamento

Toxidez indireta por ferro

Brusone na folha
Brusone na panicula

Mancha de gréos

CULTIVARES
BRS AG BRS PAMPA
Intermediaria Moderno
96 88
126 (médio) 118 (precoce)
110 96
88 72
23 24
Média Média
Verde Verde
Descendente Ereto
Verde claro Verde claro
Incolor a verde Incolor a verde
Verde claro Verde claro

Ausente/muito fraca
Intermediaria
Presente
Resistente
Resistente
Baixo
Moderadamente
resistente
Moderadamente
resistente
Moderadamente
resistente
Moderadamente
sensivel

Ausente/muito fraca
Intermediaria
Presente
Intermediario
Resistente
Alto
Moderadamente
resistente
Moderadamente
resistente
Moderadamente
resistente
Moderadamente
resistente

Fonte: Magalhaes Junior, 2015.

Uma caracteristica marcante da nova cultivar, quando comparado com as

demais, é o peso médio de mil grédos ser aproximadamente 52 g, enquanto a maioria

das cultivares de arroz irrigado apresenta um peso médio de 25 g, dados mostrados

na Tabela 2. Essa diferenca significativa do peso de mil graos pode ser explicada pelo

formato da cariopse, diferindo do padrdo longo-fino requerido pelo mercado
consumidor (MAGALHAES JUNIOR et al., 2012).
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Tabela 2 - Caracteristicas do grdo da nova cultivar de arroz irrigado BRS AG em comparagdo com a
cultivar convencional BRS Pampa.

| CARACTERISTICAS | CULTIVAR | CULTIVAR |
Graos BRS AG BRS PAMPA

Forma da cariopse Meio alongada Longo-fino
Arista Ausente Ausente
Cor das glumas Palha Palha
Cor do apiculo na floracao Branca Branca
Cor do apiculo na maturacéo Branca Branca
Pilosidade dos gréos Presente Presente
Comprimento com casca (mm) 7,82 9,82
Largura com casca (mm) 3,64 2,2
Espessura com casca (mm) 2,60 2,0
Comprimento sem casca (mm) 6,30 7,19
Largura sem casca (mm) 2,60 1,96
Espessura sem casca (mm) 1,90 1,76
Relacdo comprimento/largura sem casca (mm) 2,15 3,59
Peso de mil gréos (g) 52 25,6
Renda total (%) 77,6 68
Inteiros (%) 71,6 62
Amilose Alta Alta
Temperatura de gelatinizacdo Baixa Baixa
Produtividade potencial (t ha't) 10 10

Fonte: Magalhdes Junior, 2015.

Testes de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE) foram
realizados a campo pela Embrapa Clima Temperado. A cultivar se mostrou uniforme,
com auséncia de plantas atipicas, demostrando ser estavel geneticamente
(MAGALHAES JUNIOR et al., 2012).

1.3 Biocombustiveis

A busca por soluces alternativas para o consumo do petréleo, desde a década
de 1970 até hoje, bem como, a preocupacdo com a poluicdo ambiental e a emissao
de gases que provocam o efeito estufa na atmosfera reforcam cada vez mais a
importancia da producdo comercial dos biocombustiveis. Devido a grande
dependéncia de combustiveis fésseis e a possibilidade de diminuicdo das reservas
mundiais, 0os biocombustiveis oferecem uma via potencial para evitar a instabilidade
politica global e problemas ambientais que surgem da utilizagdo dos combustiveis
fésseis (OLIVEIRA; ZANIN, 2015). O etanol combustivel pode ser produzido a partir
de diversas fontes vegetais. No Brasil a cana-de-agucar € a que oferece mais
vantagens energéticas, sendo a matéria-prima principal a suprir a demanda de todo o
setor sucroalcooleiro brasileiro (KOHLHEPP, 2010).
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O Brasil esté entre os maiores produtores mundiais de etanol a partir da cana-
de-acucar, perdendo apenas para os Estados Unidos. Levantamento realizado pela
CONAB (2016), na safra de 2014/15 e 2015/16, a producéao brasileira de etanol total
no pais alcancou 28,7 e 30,5 bilhdes de litros, respectivamente. A regido Centro-
Oeste, Sudeste e Norte sdo 0s responsaveis por esse aumento de 6,3 %. Entretanto,
alguns estados do Nordeste também apresentam aumento na producdo de etanol.
Contudo, o cultivo da cana-de-acucar € pouco expressivo na Regido Sul do pais, visto
gue, apesar da cultura se desenvolver em uma boa amplitude térmica (16 °C a 33 °C),
estudos indicam que temperaturas inferiores a 21 °C reduzem a taxa de alongamento
dos colmos. A regido é responsavel por cerca de 7 % da producgdo nacional, sendo
gue mais de 99,8 % desse total € produzido na regido norte do Parana, onde as
temperaturas meédias sdo mais altas do que no restante da regido Sul (CONAB, 2014).
Além da temperatura, as dificuldades de cultivo em terras baixas (solos encharcados,
mal drenados) sdo desafiadores para algumas culturas, entre elas a cana-de-agucar,
e propicio para o cultivo do arroz irrigado. Neste sentido, a hova cultivar BRS AG, tem
por objetivo atender a demanda energética da metade sul do estado gaucho, pois é
mais eficiente em produtividade (MAGALHAES JUNIOR et al., 2012).

1.4 Salinidade

Nas condi¢des naturais ou em ambientes controlados, as plantas sempre estao
expostas a alteracdes ambientais que possam alterar o seu equilibrio. Essas
condicbes desfavoraveis afetam negativamente o metabolismo, crescimento e
desenvolvimento da planta. Dentre 0s estresses aos quais as plantas encontram-se
expostas temos os bidticos e abidticos (KAZEMI; ESKANDARI, 2011). Baixas e altas
temperaturas, seca, inundacado, salinidade, poluentes e radiacdo sao alguns
elementos de estresses mais conhecidos que levam a reducéo da produtividade da
maioria das culturas. Detre estes, a salinidade, além de limitar severamente o
crescimento, desenvolvimento e a produtividade das culturas, contribui com a
continua perda de terras araveis, o que resulta em desertificacdo nas regides aridas
e semiaridas do mundo (PONS; CORNEJO; SANZ, 2011).

A salinidade é caracterizada pelo excesso de sais soluveis no solo. Uma das

formas que podem ser utilizadas para quantificar a quantidade de sais presente no
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solo é a condutividade elétrica (CE). Munns; Tester (2008) classificam os solos como
salinos quando a condutividade elétrica (CE) da solug&o do solo é igual ou maior que
4,0 dS m1, o que equivale a aproximadamente 40 mM de NaCl. Para Carmona
Anghinoni; Weber (2011) a condutividade elétrica do extrato saturado (CEes), a partir
de 4,0 dS m! torna-se desvantajoso a cultura do arroz, conforme dados mostrados na
Tabela 3. Entretanto, dados da SOSBAI (2014) indicam que o nivel critico da CE do
solo, em pasta saturada, é de 2,0 dS m', da mesma forma a CE da solucéo do solo,
denominada condutividade elétrica efetiva (CEe), é de 2,0 dS m, para o cultivo de
arroz irrigado no RS. Outra forma de monitorar a salinidade do solo é através da
porcentagem de sodio trocavel (PST). Para o cultivo do arroz irrigado, a PST do solo
entre 15 e 20 %, passam a ser prejudiciais a cultura (CARMONA; ANGHINONI;
WEBER, 2011; SOSBAI, 2014).

De acordo com Fraga et al. (2010) em pontos de captacdo de agua de irrigacdo
ao redor da Lagoa dos Patos a condutividade variou de 0,3 dS m* até 7,0 dS m, ao
longo dos anos. Segundo Carmona; Anghinoni; Weber (2011), o valor maximo de CE
encontrado para a regido de Pelotas foi de 7,49 dS m-%, valor este muito acima do teor

critico do arroz.

Tabela 3 - Potenciais perdas em rendimento do arroz irrigado em fung&o da porcentagem de sddio
trocavel (PST) e da condutividade elétrica do solo.

PST CEes Efeito sobre o rendimento
% dS mt %
<15 <20 Nulo
15a40 4,0a6,0 Perdas de 10 a 15
40 a 80 6,1a10 Perdas de 20 a 50
>80 >10 Perdas superiores a 50

Fonte: Adaptado de CARMONA; ANGHINONI; WEBER, 2011.

Inimeras séo as causas que podem levar a salinizacdo de um solo, dentre elas
a de origem natural e a induzida pela atividade humana. A salinidade do solo pode ser
resultante da sua propria formacédo, devido ao acumulo de ions oriundos do
intemperismo das rochas, principalmente Na*, Ca*?, Mg*?, CI, SO4?, entre outros
materiais geoldgicos e biolégicos. De forma semelhante, a chuva e o vento podem
contribuir com o acumulo de sais ao longo do tempo, mesmo em pequenas
guantidades. A elevacéao do nivel do mar, pode fazer com que a agua salgada alcance

as terras costeiras depositando grandes quantidades de sais nesses locais. Por outro
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lado, a salinizacdo pode ser em resposta a atividade antropica, através da utilizacéo
de 4gua de ma qualidade para irrigacdo das lavouras e/ou pela préatica de irrigacao
em areas de baixas precipitacdo anual e drenagem insuficiente, bem como pela
aplicacao excessiva de fertilizantes e corretivos de solo (RENGASAMY, 2010).

Em todo o mundo mais de 800 milhdes de hectares de terra séo afetados pelo
excesso de sais (MUNNS; TESTER, 2008). Aproximadamente 20% das areas
irrigadas no mundo séo afetadas pela salinidade (FAO, 2013) e, com a expectativa de
aumento da populacdo mundial, a perda do solo agricola devido a salinidade
representa um seério problema para a producéo de alimentos.

A irrigacdo de lavouras de arroz com agua salina proveniente de rios litoraneos,
como o Tramandai e o Mampituba, e da Lagoa dos Patos, Mangueira e Mirim € um
fator que contribui para a salinidade dos solos da regido sul do Brasil. No Rio Grande
do Sul, o principal sistema de irrigacéo da cultura do arroz é por inundacao, podendo
conduzir a salinizacdo dos solos com drenagem inadequada, especialmente as
lavouras da regido litoranea que utilizam a agua da laguna dos patos, que esta sujeita
a salinizacdo pela entrada de agua do mar quando baixa o nivel deste manancial,
tornando-se uma das maiores limitacfes ambientais na producéo de arroz. Periodos
de menor precipitagdo, os meses de novembro, dezembro, janeiro e fevereiro, Sdo 0s
gue coincidem com a necessidade de maior volume de agua pelos arrozais,
coincidindo com a fase reprodutiva da cultura (CARMONA; ANGHINONI; WEBER,
2011).

1.4.1. Efeitos da salinidade sobre as plantas

Os efeitos do estresse salino sobre as plantas sdo dependes do genotipo,
estadio de desenvolvimento, concentracdo e tempo de exposicdo ao estresse. A
salinidade do solo pode comprometer a germinagao das sementes pela diminui¢cao do
potencial osmaético externo, impedindo a absorcao de agua, retardando a embebicéo
das sementes ou o0 alongamento da radicula (SOARES et al., 2015). Entretanto, além
de impedir ou reduzir a germinacéo de sementes, o estresse salino pode aumentar o
tempo de germinagéo, atrasando o inicio do processo. Havendo restricéo hidrica para
as sementes, a hidratacdo das mesmas é afetada, e com isso sera necessario um
tempo maior para que elas encontrem um mecanismo de ajuste osmaotico (HOSSEINI;
POWELL; BINGHAM, 2003; BEWLEY et al., 2013; THIAM et al., 2013).
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A salinidade, quando em niveis elevados, pode afetar a germinacéo pelos efeitos
toxicos sobre a semente, ocasionados pela absorcdo dos ions Na* e CI.. A toxidade
altera a atividade de enzimas e o metabolismo dos acidos nucleicos (GOMES-FILHO
et al., 2008), causa alteracbes no metabolismo de proteinas (MENG et al., 2014;
YACOUBI et al., 2013); desbalango hormonal (OZHAN; HAJIBABAEI, 2014) e reduz
a utilizacdo de reservas de sementes (OTHMAN et al., 2006). O efeito do estresse
salino sobre a germinacdo das sementes e 0 crescimento inicial das plantulas tem
sido demasiadamente estudado em diversas espécies.

A salinidade reduz a germinagéo de sementes de arroz e afeta negativamente o
crescimento inicial das plantas com o aumento da concentragdo de NaCl no meio
HATSCHBACH, 2009; KAZEMI; ESKANDARI, 2011; ANBUMALARMATHI; MEHTA,
2013). Além do arroz, outras espécies sao afetadas durante a germinacdo pelo
estresse salino, dentre elas, o repolho (Brassica oleracea L.), rabanete (Raphanus
sativus L.), espinafre agua (Impomoea aquatica Forsk.), mostarda (Brassica juncea
L.), (SARKER; HOSSAIN; KASHEM, 2014), gendtipos de feijdo caupi, Vignha
unguiculata L. (EL-SHAIENY, 2015), soja (Glycine max L.) cultivares M9144RR e
M8527RR (SOARES et al., 2015), aveia branca (Avena sativa L.) (BRUNES et al.,
2013), erva-doce (Foeniculum vulgare Mill), salsa (Petroselinum crispum Mill.), sorgo
(Sorghum bicolor L.) (SOLIMAN; EL-SHAIENY, 2014; BAFEEL, 2014), trevo vermelho
(Trifolium pratense L.) (ASCI, 2011) e Vicia faba L. (ANAYA et al., 2015).

A resposta das plantas a salinidade acontece em duas fases distintas, uma delas
de carater osmatico e outra ibnica. A primeira fase é rapida, pois ocorre imediatamente
apos o contato com a salinidade, conhecida como fase osmatica. Nessa fase a agua
€ osmoticamente retida na solucao salina, de forma que o aumento da concentracao
de sais, a torna cada vez menos disponivel para as plantas. Assim, com o0 aumento
da salinidade ocorre diminuicdo do potencial osmético do solo, dificultando a absorcéo
de agua pelas raizes, com consequente reducdo do crescimento da parte aérea pela
falta de agua (MUNNS; TESTER, 2008).

A reducao do crescimento, principalmente da &rea foliar, pode ser explicado pela
diminuicdo na expansao da parede celular (reducéo na presséo de turgescéncia).
Com a reducdo da area foliar, ocorre menor transpiracdo e maior resisténcia
estomatica, visto que, as plantas tendem a fechar os estbmatos como uma maneira
de evitar a perda de agua, afetando a taxa fotossintética (SENGAR; SENGAR; SINGH,
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2013). Nessa fase, as rea¢fes bioquimicas funcionam normalmente, porém com
menor velocidade (PARIHAR et al., 2014).

O estresse salino rapidamente reduz a taxa de crescimento da folha devido a
reducdo no numero de células em alongamento (SZALAI; JANDA, 2009). Os sais em
excesso, podem danificar a integridade da membrana plasmética e de certo modo
afetar o bombeamento de prétons através da mesma, processo realizado pelas
ATPases de membrana. Desta forma, o processo de acidificacdo do apoplasto é
prejudicado, sendo este um dos maiores requisitos para aumentar a extensibilidade
da parede celular, visto que, neste pH as expansinas atuam e realizam o afrouxamento
da parede celular, logo o alongamento. O aumento do pH apoplastico em gendétipos
de milho sensiveis ao sal, sob estresse salino, acarretou em reducéo do crescimento
devido a menor acidificacdo do apoplasto. Em milho estd bem claro que a reducéo do
crescimento da parte aérea deve-se, principalmente, a altera¢cdes no pH apoplastico,
bem como a modificagdes na atividade de enzimas presentes nesse local (PITANN;
KRANZ; MUHLING, 2009).

Amirjani (2010) observou reducao de 3 %, 28,7 %, 40,7 % e 79 % da area
foliar de plantas de arroz cultivadas nas concentragdes de 0, 25, 50, 100 e 200 mM de
NaCl em relacao as plantas ndo tratadas, respectivamente. Isso pode ser parcialmente
atribuido a reducéo no teor relativo de agua foliar, consequentemente ocorre a perda
de turgor, que por sua vez provoca fechamento dos estdmatos e reducdo da
assimilacdo de CO: e taxa fotossintética.

Ainda se tratando de estresse primario em resposta a salinidade, a segunda fase
tem inicio quando os ions salinos sédo absorvidos no fluxo transpiratorio, acarretando
em problemas de toxicidade (fase tdxica ou ibnica) nas plantas expostas a salinidade.
Neste caso, se a velocidade da toxicidade e morte foliar for maior que a producéo de
novas folhas a fotossintese é prejudicada e, consequentemente, a producao de
carboidratos, o que ocasionara a reducao do crescimento e produtividade (MUNNS;
TESTER, 2008). Desta forma, a acumulacéo desses ions nos tecidos ocasiona efeitos
como a senescéncia e a morte celular programada (SILVEIRA et al., 2010).

A causa desta injuria pode ser atribuida a elevada quantidade de sal que é
absorvido, a qual ultrapassa a capacidade da planta de compartimentaliza-lo no
vacuolo. Consequentemente, a concentracdo de sais aumentada no citoplasma, em

especial o Na*, inibem e alteram a atividade de enzimas de varias rotas metabdlicas,
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bem como a funcdo estrutural de proteinas. Alternativamente, esses sais podem
acumular-se nas paredes celulares e desidratar a célula (PARIHAR et al., 2014).

De acordo com Tavakkoli et al. (2011) o Na* e o ClI séo os principais ions que
causam disfuncdes fisiologicas e danos as plantas. Em estudo realizado com quatro
genotipos de cevada em diferentes concentragdes de salinidade, puderam observar
qgque ambos, Na* e o CI, estdo envolvidos na reducdo do crescimento. O ion Na*
interfere na absorcdo de K* e reducdo dos niveis de Ca*?, interferindo na regulacédo
dos estbmatos, fazendo com que a planta perca agua. Em comparacéo, a elevada
concentracdo de Cl-promove degradacéo da clorofila, afetando a taxa fotossintética.
As plantas em presenca de salinidade na faixa baixa a moderada, conseguem crescer
e se desenvolver normalmente, o que realmente € afeado é a produtividade dessas.

Um dos estresses secundarios decorrentes da salinidade nessas condicdes € o
estresse oxidativo, especialmente nas folhas, decorrente do descontrole metabdlico
envolvendo processos chaves tais como fotossintese, respiracao, fotorrespiracéo e o
metabolismo celular em geral. Em consequéncia aos impactos ocasionados pela
salinidade, a planta passa a produzir em excesso as espécies reativas de oxigénio
(EROs), que por sua vez, causam peroxidacdo de lipidios, inativacdo de enzimas,
danos ao DNA e afetam outros componentes vitais para as células vegetais. O
estresse salino pode levar ao fechamento dos estdmatos, o que reduz disponibilidade
de diéxido de carbono nas folhas iniciado por um excesso de energia nos sistemas de
captacdo de luz, transporte de elétrons e fotossistemas dos cloroplastos. Esse
excesso de energia passa a nao ser aproveitado eficientemente pelo processo de
reducdo do COg2, levando a energia de excitagcdo excessiva nos cloroplastos. O
excesso de poder redutor na forma de elétrons nos fotossistemas, se nao dissipado
de maneira eficaz, podera reduzir o Oz e converté-lo em diferentes tipos de EROs,
principalmente o oxigénio singleto (*O2), radicais superéxido (O2-), peréxido de
hidrogénio (H20:2) e radical hidroxila (OH") (APEL; HIRT, 2004).

A fim de manter a turgidez das células e amenizar os danos ocasionados pelo
estresse salino, as plantas iniciam um mecanismo de ajuste osmotico, o que contribui
para um crescimento lento dessas plantas nessas condi¢des. Durante o ajustamento
osmotico, ocorre reducado do potencial osmotico celular pelo acimulo de solutos
compativeis, devido ao incremento na sintese destes solutos orgéanicos, mobilizacédo
de outros tecidos e pela migragédo ou absorcao de solutos inorganicos, principalmente

o ion potassio (SILVEIRA et al., 2010). Esses solutos, na grande maioria, possuem
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baixo peso molecular, o que facilita o desempenho da fungdo osmotica e o
acondicionamento no citosol, limem, matriz ou estroma de organelas (HASEGAWA
et al., 2000). Esses compostos auxiliam na absorcéao de agua, protecao das estruturas
e moléculas (proteinas, membranas, cloroplastos e lisossomos), manutencdo do
turgor e ainda podem amenizar os danos oxidativos. Dentre estes compostos, estdo
os aminoacidos prolina, glicina betaina, dissacarideo sacarose, 0 agucar-alcool

manitol e o aglcar trealose, entre outros (SILVEIRA et al., 2010).

1.4.2 Mecanismos de tolerancia

Assim como a salinidade tem diversos efeitos negativos sobre uma planta,
existem diferentes mecanismos para que as mesmas consigam tolerar esse estresse.
A aclimatacdo de uma planta a salinidade, leva em consideragéo diferentes aspectos
como: 0 genadtipo, a espécie, intensidade e duracao do estresse, composicdo salina
do meio, as condi¢cbes climaticas e manejo de irrigacdo. Munns; Tester (2008)
classificam esses mecanismos de tolerancia a salinidade em trés categorias:
tolerancia ao estresse osmoético; exclusdo de ions e tolerancia do tecido. Na tolerancia
ao estresse osmoético, as plantas respondem com aumento da é&rea foliar e
condutancia estomatica normalizada. A tolerancia por exclusdo de ions ocorre quando
a planta impede gue ions em excesso alcancem a parte aérea, com um sistema de
exclusdo eficiente na raiz. Na tolerdncia ao nivel de tecido, as plantas
compartimentalizam Na* e/ou CI- no vacuolo, a fim de evitar concentraces toxicas no
citoplasma, aumentam a sintese de solutos compativeis e ativam enzimas que
realizam a desintoxicacdo de EROs (ROY; NEGRAO; TESTER, 2014).

Em virtude da auséncia de transportadores especificos de Na*, esse cation é
absorvido por competicdo através de carregadores de K* e Ca*, localizados na
membrana celular. O influxo de sodio através das membranas vegetais ocorre por
meio de transporte passivo. Uma das familias proteicas envolvidas sdo os
transportadores de potassio de alta afinidade (HKT), que representam um sistema de
co-transporte do tipo simporte Na'/K*. Essa funcdo é exercida ainda pelos
transportadores de cations de baixa afinidade (LCT1), entre outras familias proteicas.
Em arroz, a expressao de alguns dos nove membros pertencentes a familia HKT é
consistente com um papel potencial no influxo de Na* pela raiz. Apesar da importancia

desses transportadores, estudos tem comprovado que o transporte por canais idnicos
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€ a principal via de influxo de Na* na célula sob salinidade elevada. Dentre eles, os
canais de cations ndo sensiveis a voltagem (NSCC), com duas familias conhecidas:
CNGCs - canais ativados por ciclonucleotidios, e os GLRs — canais ativados por
glutamato tém sido sugeridos como candidatos a canais do tipo (NSCC). Os estudos
revelam que esses transportadores podem trabalhar em conjunto, na absorcao de Na*
pelas raizes (APSE; BLUMWALD, 2007).

Na planta, a exclusdo e a compartimentalizacdo do Na* necessita de energia
metabdlica para ocorrer. A exclusdo de Na* a partir do citosol dentro do vacuolo ou
para o meio externo celular (apoplasto), ocorre através de um transporte do tipo
antiporte Na*/H*. Esse transporte ativo secundario é movido por uma forca
eletroquimica fornecida por H* - ATPase ou ATPases dependentes do fluxo de protons
de membrana (transporte ativo primario), utilizando a energia quimica na forma de
ATP. A atividade dessas bombas € necesséria para o antiporte Na*/H* visto que,
transporta H* em uma direcdo e Na* na direcdo oposta. Duas classes de sistema
antiporte Na*/H*, que atuam na exclusdo do Na* citosoélico, estdo presentes em
plantas, os transportadores SOS1 na membrana plasmatica e os NHX, localizados no
tonoplasto (BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000). As proteinas SOS1 estédo
presentes na membrana plasméatica atuando na exclusdo Na* quando em excesso.
No sistema radicular, as proteinas SOS1 podem estar presentes na membrana de
células epidérmicas, onde podem atuar na exclusdo de Na* citosoélico para o exterior.
Quando localizados em torno do xilema da raiz, pode ocorrer a passagem de ion para
o interior do xilema, consequentemente no fluxo transpiratério, favorecendo a
transferéncia do Na* para a parte aérea. Desta forma, ao invés de excluir, contribui
com a distribuicdo desse ion na planta. Ainda podem atuar como sensores de
membrana percebendo o excesso de Na* extracelular. A super expressdo de genes
NHX tem sido enfatizada com a geracéo de plantas transgénicas tolerantes ao sal,
uma vez que, o transporte para dentro dos vacuolos, reduz as concentracdes no
citosol, impedindo a toxidez e danos ao metabolismo.

O movimento de cloreto através da membrana pode ocorrer através de
transporte passivo e ativo. Passivo quando o CI estd a favor de seu gradiente
eletroquimico, nesse caso € mediado por canais ou por carregadores de membrana e
ativo quando ele se move contra o gradiente eletroquimico. O transporte ativo &
mediado por antiporte CI/H* que necessitam de energia metabdlica proveniente da

hidrolise de ATP - ATPases. Nas condi¢cfes salinas o transporte de Cl- acontece de
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forma passiva, sendo que a planta evita a toxidez por esse elemento quando evita 0
seu transporte para a parte aérea e/ou acumula nos vacuolos. Geralmente, tanto o
Na* quanto o CI estdo presentes em quantidades maiores nas folhas, onde causam
maiores danos do que nas raizes, uma vez que ambos sdo transportados pela
corrente transpiratéria no xilema e se depositam nas folhas em funcao da transpiracao
(MASS, 1993).

Em concentracdes baixas no solo, o sodio ndo € prejudicial as plantas, porém,
em concentracfes elevadas, acarreta em desbalanco nutricional provocando danos
as plantas. O K* é o cétion inorganico mais abundante nas células vegetais, apesar
desse nutriente ndo ser um constituinte das moléculas organicas, esté relacionado
com diversos processos, como manutencdo do turgor celular, alongamento,
osmorregulacdo, abertura e fechamento dos estbmatos, tropismos, transporte de
solutos no floema, balanco de ions, polarizacdo da membrana e controle do pH,
funcdo e estrutura de cloroplastos, conservagéo de energia nas membranas entre
outras funcbes. O equilibrio desse nutriente é de extrema importancia para o0s
processos vitais da planta (BENITO et al.,, 2014). Em condic6es de desequilibrio
nutricional, as plantas podem usar os mecanismo de excluséo citados anteriormente,
a fim de manter os niveis de NaCl abaixo do considerado toxico, tolerando o estresse
de certo modo.

Os efeitos téxicos do NaCl, assim como o desbalanco nutricional, ocasionados
pelos ions Na* e CI sobre as plantas de arroz, podem ser responsaveis pela reducao
do crescimento da raiz e da parte aérea sob condi¢cdes de estresse salino (ASCI,
2011).

1.5 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e mecanismos de defesa

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas durante o funcionamento
normal da célula, como um subproduto do metabolismo. Uma vez produzida, a célula
vegetal possui um sistema de defesa composto por antioxidantes enzimaticos e
moléculas ndo enzimaticas capazes de manter os niveis de EROs em equilibrio na
célula (OZGUR et al., 2013; SILVEIRA et al., 2010; VALKO et al., 2006). No entanto,
em plantas expostas a salinidade, pode ocorrer um desequilibrio entre a producéo de
EROs e a desintoxicacdo pelo sistema antioxidante, devido a producdo demasiada

dessas espécies reativas, ou por uma falha no préprio sistema de defesa. Esse
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desequilibrio é chamado de estresse oxidativo, em que o0 excesso de EROs podem
afetar diversas funcdes celulares, por oxidar e danificar lipidios, proteinas e DNA.
(VALKO et al., 2006; OZGUR et al., 2013; FOYER; NOCTOR, 2003). E sabido que o
oxigénio molecular (Oz) néo é reativo e toxico, porém, alteragbes na distribuicéo de
elétrons podem provocar a sua ativacdo, formando diferentes tipos de EROs, que
incluem o oxigénio singleto (*0O2), anion superéxido (O2"), peréxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH") (OZGUR et al., 2013).

As EROs em plantas sdo produzidas em diferentes compartimentos celulares,
como os cloroplastos, mitocéndria, membrana plasmatica, peroxissomos, entre
outros. Na Figura 1 estao representadas as principais vias de producéao das EROs,
bem como o sistema antioxidante envolvido na defesa. Em cloroplastos, o oxigénio
singleto (*O2) pode ser formado no fotossistema Il (PSIl), quando a energia
armazenada na clorofila em seu estado tripleto ndo € dissipada, sendo entdo
transferida para o oxigénio molecular (BHATTACHARJEE, 2010). No fotossistema |
(PSI) ocorre a formacéo do anion superoxido (O2") a partir da reducdo do Oz por um
unico elétron, desviados na ferredoxina. Essa reacao é conhecida como “Reacgéao de
Mehler”, descoberta por Mehler (1951). Do mesmo modo, o superéxido (O2" ") pode
ser formado em virtude da baixa disponibilidade de CO2em funcéo do fechamento dos
estdbmatos, resultante de condicbes de estresse como a salinidade. Diante disso,
ocorre um aumento na relacdo NADPH/NADP* no estroma em virtude da reducédo do
funcionamento do Ciclo de Calvin, que consome o NADPH, acarretando diminuicéo
no conteudo de NADP+, o principal aceptor de elétrons do PSI. O anion superéxido
formado é convertido a H202 pela acdo de uma isoforma da enzima superéxido
dismutase (Fe-SOD), localizada nos cloroplastos. O H202 produzido é reduzido a H20
pela ascorbato peroxidase do tilacéide (tAPX) ou do estroma (SAPX). A baixa
disponibilidade de CO2, faz com que a Rubisco (Ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase
oxigenase) utilize o oxigénio como substrato em um processo conhecido como
fotorrespiracdo. O glicolato formado nos cloroplastos é convertido em glioxilato nos
peroxissomos, com geragao H202, o qual, pode ser removido pela catalase presente
nessa organela ou pela ascorbato peroxidase (SILVEIRA et al., 2010).

Na mitocondria, os elétrons também podem reduzir o oxigénio molecular e formar
0 anion superoxido (O2™), principalmente nos complexos | e Il (NOCTOR et al., 2012).
Outras EROs sao formadas pela mesma via nas mitocéndrias, incluindo H202e OH".

Da mesma maneira, 0 anion superéxido pode ser reduzido pela SOD mitocondrial
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(Mn-SOD) em peroéxido de hidrogénio, sendo reduzido a H20 e Oz pela acdo de uma
catalase ou ascorbato peroxidase. As EROs geradas nas mitocondrias e nos
cloroplastos podem afetar outros compartimentos celulares como o citosol e o
peroxissomo. A B-oxidacdo de acidos graxos nos glioxissomos também gera H20:.
(SILVEIRA et al., 2010).

Mambrana do tilacdide
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Figura 1 - Esquema mostrando os principais compartimentos de producdo das Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) e os sistemas antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos envolvidos na eliminagao
dessas espécies.

Fonte: ROSSATTO, T

O anion superdxido (O2™) pode doar elétrons ao Fe3* formando Fe?* que, por sua
vez, reduz o H20:2 e forma o radical hidroxila (OH"). O conjunto de rea¢0es atraves das
quais o 02", H202 e o Fe?* rapidamente geram OH' é conhecido como “reagéo de

Haber-Weiss”, enquanto que a reacdo final, a oxidacdo do H202 pelo Fe?* é
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denominada reagcdao de Fenton. Apesar de apresentar meia-vida curta (<1lus), os
radicais hidroxilas sdo potencialmente toxicos e reagem facilmente com as moléculas,
sendo conhecido por ser o principal radical envolvido na peroxidacao lipidica (GIL;
TUTEJA, 2010).

As Superoxido Dismutases (SODs) sdo metaloenzimas que realizam a
conversao de dois radicais O2™ a H202 e Oz, sendo primeira linha de defesa que atua
na eliminacdo de EROs. Ao dismutar o radical O2" essa enzima evita que o radical
hidroxila (OH") seja formado. Sao conhecidas trés tipos de SODs, sendo classificadas
de acordo com o cofator enzimatico: Fe-SOD, Mn-SOD e Cu/Zn-SOD, localizadas em
diferentes sitios celulares. As isoformas Fe-SOD estédo localizadas nos cloroplastos,
enquanto que, Mn-SOD podem ser encontradas em mitocondria e peroxissomo. As
isoformas Cu/Zn-SOD estdo presentes em cloroplastos e citosol (BANNISTER;
BANNISTER; ROTILIO, 1987; ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; MITTLER, 2002;
RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). Entretanto, o peroxido de hidrogénio
resultante da reacado realizada pelas SODs é removido da célula pela acdo de
diferentes peroxidases. As mais conhecidas e importantes peroxidases no tecido
vegetal sdo as APXs e CATs.

As catalases (CATs) sdo enzimas com um grupo heme, sao encontradas
principalmente em peroxissomos e glioxissomos, onde convertem o H202 em agua e
oxigénio molecular, protegendo a célula dos danos oxidativos (GARG; MANCHANDA,
2009). As catalases possuem baixa afinidade pelo substrato (H202), enquanto que, a
ascorbato peroxidase (APX) apresenta alta afinidade. Logo, as CATs seriam as
responsaveis pela remocdo do excesso de EROs durante o estresse. Sao
classificadas em CAT1, envolvidas principalmente remoc¢édo do H20:2 produzido na
fotorrespiracdo, CAT2 produzidas em tecidos vasculares, podem exercer funcdo na
lignificacdo, porém sua exata funcao permanece desconhecida e a CAT3 presente em
sementes e que remove o peréxido de hidrogénio produzido durante degradacao dos
acidos graxos no glioxissoma (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

Ascorbato peroxidase (APX) é uma familia de isoenzimas localizadas em
diversos sitios celulares, como citosol, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e
glioxissomos. Em cloroplastos podem estar localizadas no estroma (SAPX) e nos
tilacoides (tAPX). No citosol estédo sollveis (CAPX) e as presentes nas mitocondrias
(mAPX) estdo associadas a membrana. As APXs utilizam o &cido ascorbico como
doador de elétrons, na conversdo do H202 em H20 (SILVEIRA et al., 2010).
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Além dos antioxidantes enzimaticos, compostos ndo enzimaticos como o
ascorbato e a glutationa sédo considerados de grande importancia, pois sao requeridos
como doadores de elétrons e compdem o ciclo Ascorbato/Glutationa. Em plantas, o
ascorbato (acido ascorbico/vitamina C) € sintetizado nas mitocdndrias e ocorre em
todos os tecidos das plantas. E considerado o principal detoxificador das EROs em
solucdo aquosa, devido a sua capacidade de doar elétrons para um série de reacdes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Envolvido na regeneragédo de a-tocoferol a partir do
radical tocoferoxil, em cloroplastos atua como um cofator epoxidase de violaxantina
(SMIRNOFF, 2000).

A Glutationa (GSH) é sintetizada nos cloroplastos e ou no citosol e esta
localizada em todos os compartimentos celulares. Esta presente na forma reduzida
com um grupo tiol livre (GSH) ou oxidada (GSSG). Deste modo, o equilibrio entre as
duas é fundamental para a manutencdo do estado redox nos compartimentos
celulares. Além de proteger a célula quanto os danos oxidativos, a glutationa
desempenha papel central em varios processos fisioldgicos, dentre eles, a sinalizacao
durante o metabolismo do sulfato, detoxificacdo de xenobioticos, regulacdo da
expressao de genes responsivos ao estresse, entre outros (NOCTOR et al., 2012).

No ciclo do Ascorbato/Glutationa, o ascorbato (Asc) age na remocéao direta do
H202, ou como substrato para ascorbato peroxidase (APX), que é uma das enzimas
do ciclo. O ascorbato atua como doador de elétrons para as APXs, as quais reduzem
0 H202 em H20 com a geracao do &cido monodeidroascorbico (MDHA). O MDHA pode
ser rapidamente desprotonado, de forma espontanea, para produzir ascorbato e acido
deidroascérbico (DHA). O MDHA também pode ser regenerado de volta & ascorbato
pela atividade da enzima monodeidroascorbico redutase (MDHAR), que utiliza
doadores de elétrons especificos como NADPH. Além disso, o DHA também pode ser
convertido em ascorbato pela enzima desidroascorbico redutase (DHAR) que utiliza a
glutationa (GSH) como doadora de elétrons, formando a GSSG. A GSH é regenerada
pela enzima glutationa redutase (GR) (NADPH oxido-redutase dependente) como
resultado da reducdo da GSSG (POTTERS; HOREMANS; JANSEN, 2010).

Aléem do ascorbato e da glutationa, sédo conhecidos outros antioxidantes nao
enzimaticos, tais como a-tocoferol, carotenoides, flavonoides, prolina, entre outros. O
a-tocoferol (vitamina E) é lipossoluvel, presente nas membranas plasmaticas e
tonoplasto, previne a peroxidacao lipidica. Na membrana detoxifica radicais peroxila

(ROO") e no tonoplasto evita danos foto-oxidativos. Os carotenoides sdo pigmentos
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gue protegem o aparato fotossintético, dissipando o excesso de energia na forma de
calor, evitando formacéo de EROs e detoxificando as formadas e protegendo contra
a peroxidacao lipidica. Os flavonoides atuam como captadores das EROs, localizando

e neutralizando os radicais antes que eles danifiguem a célula.

1.6 Prolina

A prolina (L-prolina) € um aminoacido essencial para o metabolismo priméario,
como componente de proteinas de todos os organismos (SZABADOS; SAVOURE,
2010). Na maioria das plantas, estudos tém mostrado que o0s niveis de prolina
aumentam sob diferentes condicbes de estresse, atuando principalmente como
osmorregulador, embora desempenhe outras funcbes (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014). Os teores de prolina intracelular variam de uma espécie para outra,
sendo regulada pela biossintese, transporte e catabolismo (SZABADOS; SAVOURE,
2010).

Nas plantas, a prolina é sintetizada através de duas vias: a via do glutamato e
da ornitina. A via do glutamato pode ser responsabilizada pelo aumento de prolina
durante estresse osmatico (HAYAT et al., 2012). O glutamato é reduzido a glutamato
semialdeido (GSA) através da enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), e
espontaneamente  convertido em  pirrolina-5-carboxilato  (P5C), conforme
esquematizado na Figura 2. A P5C é reduzida a prolina pela enzima P5C redutase
(P5CR) (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). Durante a sintese de prolina a partir
da ornitina, primeiramente o GSA € formado pela enzima ornitina-delta-
aminotransferase (OAT) e em seguida a P5C é convertida a prolina (VERBRUGGEN,;
HERMANS, 2008). O catabolismo ocorre na mitocondria, onde a enzima prolina
desidrogenase ou prolina oxidase (PDH ou POX), converte a prolina em P5C, que
através da P5C desidrogenase (P5CDH), forma o glutamato (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014).

Em geral a enzima P5CS é codificada por dois genes (P5CS1/2) e a P5CR por
apenas um (ARMENGAUD et al., 2004). Do mesmo modo, a enzima PDH é transcrita
por dois genes, enquanto que, apenas um codifica a P5CDH, ja& observado em
Nicotiana tabacum (RIBARITS et al., 2007). Em condi¢cfes normais os genes P5CS1
e P5CS2 estéo localizados no citosol, porém, sob condi¢des adversas, como estresse

salino, a biossintese de prolina € aumentada nos cloroplastos, sendo controlada pelo
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P5CS1, expresso nessa organela (SZEKELY et al., 2008). Conforme pode-se
observar na Figura 2, as enzimas PDH e P5CDH mitocondriais utilizam do FAD" e
NAD* como receptores de elétrons e geram FADH: e NADH, respectivamente,
fornecendo elétrons para a respiracdo que acontece na mitocondria. Recentemente
foi descrito um ciclo a parte que contribui para a sintese de prolina, no qual a P5C,
formada na mitocéndria, pode ser transportada novamente para o citosol, onde é
reduzida a prolina pela enzima P5CR citosdlica (MITTLER, 2002).

// mitocondria| cloroplasto
lutamato—— 7

o
g
S

NADPH ¢ Ht | NADPH+ He—

6 NADH + H* | naDPH . e NADPH +H:, T |
- ATP
= (PSCOM ) PacsS2 ==
= \r/ \EESLA 3
g —- NAD* NADP: =)
5 GSA l ADP P o
3
3 1l as . @
£ PsC —@—\ 1 l | o
o Y o
o e PSC PSC o
(= I =
g -
= 7]

prollna

T biossintese

de proteinas Q - /

Figura 2- Modelo proposto para o metabolismo de prolina em plantas superiores.

Fonte: Adaptado de Szabados; Savoure, 2010, p. 02.

Os genes envolvidos na sintese e degradacdo de prolina sao regulados por
sinais diversos (exdégenos e enddgenos), como exemplificado na Figura 3. O gene
P5CS1 é induzido em situacdes de estresse como seca e salinidade (YOSHIBA et al.,
1995; SAVOURE et al., 1995; CHOUDHARY; SAIRAM; TYAGI, 2005; BAGDI; SHAW,
2013). A sinalizacao de calcio e da enzima fosfolipase C (PLC) ativam a transcri¢cao
de P5CS1 e acumulo de prolina durante estresse salino (200 mM de NaCl) (PARRE
et al., 2007).

Em estudo realizado com Arabidopsis, a expressao de P5CS1 foi estimulada
pela luz (HAYASHI et al., 2000) e oxido nitrico (NO) (ZHAO et al., 2009). Hayashi et
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al. (2000) concluiram que a luz ativa a expressdo do gene P5CS1, pois nessas
condi¢bes com a fotossintese aumentada, diminui o potencial osmotico e a demanda
pela prolina na célula. O gene P5CS2 é ativado por patdgenos e por espécies reativas
de oxigénio (EROs) (FABRO et al., 2004). Ja é conhecido que em condi¢cdes normais
0 ABA regula positivamente a expresséo de P5CS1 e P5CS2 em plantas de arroz com
uma atuacado maior sobre o P5CS1 (HUR et al.,, 2004). Dados mostram que em
condicbes de estresse salino um aumento endogeno de ABA é necesséario para
expressar o P5CS1 em arroz (SRIPINYOWANICH et al.,, 2013). A expressao de
ProDH1 é regulada negativamente pelo estresse hidrico e pela prépria prolina
(KIYOSUE et al.,, 1996). Pesquisas recentes indicam que, sob condi¢cdes de
crescimento normais a fosfolipase D (PLD) funcionam regulando negativamente a
biossintese de prolina em Arabidopsis (THIERYet al., 2004). Portanto, inimeros sdo
os fatores que regulam a expressao desses genes, muitos aqui néo citados.
Consequentemente, tais sinais sao estimulados de maneira diferente de um
genatipo para outro, de acordo com as condi¢cdes em que as plantas encontram-se e

com o nivel de sensibilidade a um determinado estresse.
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Atualmente estd claro que a prolina desempenha papeis multifuncionais.
Conforme ja citado anteriormente ela pode influenciar na tolerancia das plantas ao
estresse de varias formas. Estudos tem mostrado que a prolina protege proteinas e
melhora a atividade de algumas enzimas (SZABADOS; SAVOURE, 2010). Em arroz
a aplicacéo de prolina desempenhou acao protetora a enzima nitrato redutase durante
estresse por metal pesado e hidrico (SHARMA; DUBEY, 2005). A prolina pode atuar
como antioxidante ndo enzimatico, inibindo a formacdo de EROs e amenizando os
danos causados pelas espécies reativas, bem como no armazenamento e
transferéncia de energia e poder redutor (SZABADOS; SAVOURE, 2010). O aumento
da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase foi observado por Islam et
al. (2009) em células de tabaco estressadas, quando realizado aplicacao de prolina.

Durante condicbes de estresse, em especial por salinidade, um dos sintomas
imediatos da planta é o fechamento dos estdmatos e reducéo de absorcédo de CO:2
pela planta. Ao reduzir a fixagdo de COz, o ciclo de calvin ocorre de forma mais lenta,
0 gque impede a oxidacdo de NADPH e restauracdo de NADP*. Logo a cadeia
transportadora de elétrons é afetada pela auséncia de receptor de elétrons NADP*
levando a formacé&o de oxigénio atdbmico no centro de reagédo do PSI e formacgéo e
acumulo de EROs (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). A biossintese da prolina,
requer NADPH para a reducéo de glutamato a P5C e esse a prolina, gerando NADP*
gue pode ser utilizado adicionalmente como aceptor de elétrons. A fosforilacdo de
glutamato consome ATP e produz ADP, que € um substrato para a biossintese de
ATP durante a fotossintese. Uma taxa aumentada de biossintese de prolina nos
cloroplastos, durante o estresse pode, manter baixa a relagio NADPH: NADP*,
contribuindo para sustentacdo do fluxo de elétrons entre os centros de reacdes,
estabilizando o equilibrio redox e reduzindo a fotoinibicdo e danos ao aparelho
fotossintético.

Valores crescentes de NaCl elevaram a concentracdo de prolina em folhas de
arroz, cultivares BRS Agrisul, BRS Talento e hibrido Tiba avaliados por Neves; Spat
(2013). Rajakumar (2013) também observou aumento de prolina em plantas de arroz
expostas a altos niveis de NaCl. Por outro lado, a aplicacéo foliar de prolina resultou
num aumento significativo no crescimento, entre outros parametros avaliados em
arroz (SIDDIQUE et al., 2014). Outro estudo mostrou que a aplicagcéo de prolina em

planta de milho amenizou os danos causados pela salinidade do solo, tanto da fase
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de plantula como na fase vegetativa. Em resposta a aplicacdo de prolina ocorre
aumento na absorcgéo de nutrientes nessas plantas (HASAN et al., 2015).

1.7 Expresséo génica

O avanco nas técnicas de biologia molecular, aliado a disponibilidade massiva
de sequéncias genbmicas estruturais e funcionais, tém proporcionado o surgimento
de novas metodologias para geracéo e analise de dados em genotipagem e expressao
génica a uma velocidade, precisao e escala sem precedentes (CARNEIRO, 2011).

A expressao dos genes codificantes de APX, CAT, SOD e GR é modulado por
diversos estimulos ambientais, tais como o estresse salino. A expressao transcricional
dos genes é também dependente do tecido e da fase de desenvolvimento. Em plantas
as enzimas CAT, APX, SOD e GR séo codificadas a partir de diferentes familias
génicas. Em arroz, as enzimas APXs sdo codificadas por uma familia génica
composta de oito genes e estdo localizados em diferentes compartimentos: duas
isoformas citosélicas codificadas por OsAPx1 e OsAPx2, duas isoformas
peroxissomais/glioxissomais codificadas por OsAPx3 e OsAPx4 e as isoformas
cloroplastidicas codificadas por OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPx8, sendo que
OsAPXG6 foi localizada também na mitocondria (TEIXEIRA et al., 2004).

Todas as isoformas de SOD séo nucleares, codificadas e direcionadas aos seus
respectivos compartimentos subcelulares, quando necessario, por meio de
sequéncias de direcionamento amino-terminal (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992;
GILL; TUTEJA 2010). As SODs séo classificadas de acordo com seu cofator metélico
e/ou sua localizacdo subcelular: Fe-SOD, presente nos cloroplastos; Mn-SOD,
presente nas mitocondrias e peroxissomos e as Cu/Zn-SODs, presentes nos
cloroplastos, peroxissomos, citosol e, possivelmente, no espaco extracelular
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; CAVALCANTI et al., 2004; JALEEL et al., 2009).
Segundo Bowler; Montagu; Inze (1992) a enzima catalase é constituida por uma
pequena familia multigénica, as quais, em arroz, foram denominadas CatA, CatB e
CatC (MENEZES-BENAVENTE et al., 2004). Trés genes que codificam GR também
tém sido descrito em arroz, uma isoforma citosolica codificada por OsGR2
(KAMINAKA et al., 1998) e duas isoformas cloroplastidicas codificadas por OsGR1 e
OsGR3 (BASHIR et al., 2007).
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1.8 Cultivo in vitro

Experimentos realizados a campo estao sujeitos a interferéncias ambientais, tais
como, as propriedades fisicas e quimicas do solo, a sazonalidade, temperatura,
luminosidade, umidade do ar e pluviosidade, tornando 0s experimentos a campo mais
dificultosos (BENDERRADJI et al., 2012). Usando a técnica de cultura de tecidos in
vitro, esses fatores podem ser controlados e manipulados, favorecendo o estudo de
processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas, evitando perturbacdes que podem
contribuir para os resultados indesejaveis. A producdo in vitro de plantas de arroz
fornece um sistema eficiente e conveniente para se obter plantas de arroz de forma
rapida. Frente a isso, a técnica de cultivo in vitro surge como uma possibilidade para
o0 estudo dessa espécie (SOSBAI, 2014).

Além disso o cultivo in vitro de tecidos vegetais é uma importante ferramenta
para auxiliar do melhoramento genético podendo ser utilizado para a ampliagdo da
variabilidade genética vegetal (WANI; SANGHERA; GOSAL, 2011).



Capitulo |

ANALISES MORFOFISIOLOGICAS E CONCENTRAGAO DE PROLINA EM
PLANTAS DE ARROZ, CV BRS AG, SUBMETIDAS A ESTRESSE SALINO

1 INTRODUCAO

Arroz € uma das culturas com maior destaque sobre o ponto de vista econémico
e social no Brasil (SOSBAI, 2014) e o Estado do Rio Grande do Sul (RS) € o maior
produtor nacional, representando mais de 68,8 % do arroz colhido no pais (CONAB,
2015).

Entretanto, recentemente a producao de arroz tem assumido a possibilidade de
ganhar novos mercados. Um exemplo disto é o desenvolvimento da cultivar BRS AG,
primeira cultivar de arroz irrigado lancada, para ser utilizada como matéria prima para
producao de etanol e ou para alimentagcao animal, por ndo se enquadrar nos padraos
de arroz adequados para consumo humano segundo a preferéncia brasileira. As
plantas desta variedade possuem ciclo biol6gico de cerca de 126 dias (da emergéncia
a maturacdo), graos grandes com alto conteuddo de amido, sem arista e alta
capacidade produtiva. O peso médio de mil sementes é de 52 g, enquanto que a
maioria das cultivares de arroz irrigado apresenta peso médio de 25 g. O
desenvolvimento dessa cultivar tem por objetivo suprir a falta de matéria prima para
alimentacdo animal e expandir a producdo de etanol no Estado do RS. Além de
contribuir para regular o mercado do arroz, retirando o excedente de producédo do grédo
para consumo humano, sem afetar a oferta do alimento (MAGALHAES JUNIOR,
2012).

Na regido da metade sul do RS, ha abundancia de recursos hidricos derivados
da Laguna dos Patos e dos rios litoraneos, porém, em periodos de menor precipitacao,
a dgua do mar invade a Laguna, salinizando as aguas destinadas a irrigacdo das
lavouras, coincidindo com a fase reprodutiva dos arrozais. O arroz tem sido

caracterizado ser mais sensivel ao sal nas fases de plantula e reprodutivo do que
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durante o crescimento vegetativo e perfilhamento. Quando os niveis de salinidade
encontram-se acima do toleravel a cultura, a salinidade ocasiona diminuicdo do
perfilhamento, clorose, morte de folhas e diminuicdo da estatura de plantas, além de
aumentar a esterilidade das espiguetas e o numero de perfilhos ndo produtivos
(CARMONA; ANGHINONI; WEBER, 2011).

O estresse osmatico e a toxidade idnica séo efeitos promovidos por altos niveis
de salinidade. O estresse osmatico é resultado da reducdo na taxa de absorcéo de
agua pelas plantas, enquanto que a toxidade idnica € ocasionada pelo excesso de
ions que sdo absorvidos no fluxo transpiratério. Nessas condi¢cbes pode ocorrer
reducdo e/ou atraso no processo de germinacdo (OZHAN; HAJIBABAEI, 2014,
SOARES et al., 2015), reducdo do crescimento principalmente da parte aérea
(MUNNS; TESTER, 2008), desbalanco nutricional (ASCI, 2011), senescéncia e a
morte celular programada (SILVEIRA et al 2010). Um dos estresse secundarios
decorrentes da salinidade é o estresse oxidativo resultante do descontrole metabdlico,
gerando espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs sao produzidas nas células
vegetais em condicdo metabdlica normal, porém, quando em excesso provocam
danos a célula.

Em resposta as perturbacdes ambientais as plantas acumulam grandes
quantidades de solutos compativeis, tais como prolina, glicina betaina, glicerol,
manitol, sorbitol, entre outros, que protegem as células contra danos causados pelo
estresse. A prolina € conhecida por ocorrer amplamente em plantas superiores, nas
quais pode acumular-se em quantidades consideraveis, em resposta ao estresse
salino e restricdo hidrica (KAVI KISHOR et al., 2005). E altamente soltvel em agua, o
gue Ihes permite acumular-se em concentracdes elevadas no citosol das células de
plantas sem prejudicar as estruturas (SILVEIRA et al., 2010). O principal papel
desempenhado pela prolina € como osmorregulador, atua protegendo as células
contra o estresse osmatico, além de desempenhar outras fun¢des (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014). O acumulo de prolina sob condicées de estresse pode ajudar na
manuten¢ao dos processos respiratorios e fotossintéticos (KAVI KISHOR et al., 2005).

Nas plantas, a prolina pode ser sintetizada através de duas vias: a via do
glutamato e da ornitina. O glutamato € reduzido a glutamato semialdeido (GSA)
através da enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e, espontaneamente
convertido em pirrolina-5-carboxilato (P5C). A P5C é reduzida a prolina pela enzima
pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). Outra
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alternativa para a sintese de prolina é via da ornitina, a qual é transaminada a P5C
pela enzima ornitina-delta-aminotransferase (OAT) e esse, em seguida, € convertido
a prolina (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). O catabolismo ocorre na mitocondria,
onde a enzima prolina desidrogenase ou prolina oxidase (PDH ou POX), converte a
prolina em P5C, que através da P5C desidrogenase (P5CDH) forma o glutamato
(REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014).

Em geral, a enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) é codificada por
dois genes (P5CS1/2), enquanto que a enzima pirrolina-5-carboxilato redutase
(P5CR) é codificada por um unico gene (ARMENGAUD et al., 2004). Do mesmo modo,
a enzima prolina desidrogenase (PDH) € transcrita por dois genes, enquanto que
apenas um codifica a pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH) (RIBARITS et
al., 2007). Em condigbes normais P5CS1 e P5CS2 estédo localizados no citosol,
porém, sob condi¢cdes adversas, como estresse salino, a biossintese de prolina é
aumentada nos cloroplastos, sendo controlada por P5CS1, expresso nessa organela
(SZEKELY et al., 2008).

A tolerancia a salinidade varia de acordo com a espécie, fase de crescimento
e com as caracteristicas de aclimatacdo de cada planta (AKBARI; MOHAMMAD;
YOUSEFZADEH, 2007). Uma melhor compreensdo das variagbes morfologicas,
fisiolégicas, bioquimicas e moleculares induzidas pela salinidade em plantas facilitam
a identificacdo dos mecanismos envolvidos na tolerancia.

Baseado nos dados acima descritos, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a germinacao, caracteres morfolégicos, acimulo de prolina e a expressao dos
genes envolvidos no metabolismo desse aminoacido em plantas de arroz, cv. BRS

AG, cultivadas in vitro sob estresse salino.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas,
pertencente ao Departamento de Botanica, Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), localizado no municipio de Capao do Ledo, RS. Foram
utilizadas sementes de arroz da cultivar BRS AG da Estacdo Experimental Terras

Baixas (Embrapa — Clima Temperado).



43

2.2 Condigdes de cultivo das plantas

Antes de serem colocadas para germinar, as sementes foram descascadas
manualmente e desinfestadas, em alcool 70 %, durante 2 minutos e em solucao de
hipoclorito de sédio 3 %, durante 25 minutos, seguidas de trés lavagens com agua
destilada autoclavada, sendo todas as etapas sob agitacdo leve e constante em
camara de fluxo laminar. Apos enxague, as sementes foram secas em papel filtro
estéril e colocadas para germinar em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS de
Murashige; Skoog (1962) com metade da concentracdo das fontes de sais e
suplementado com diferentes concentracdes de NaCl, 10 g L'* de sacarose, 100 mg
L1 de mio-inositol e solidificado com a adicédo de 7 g L de agar e pH ajustado para
5,8. Os tubos de ensaio foram fechados com aluminio e autoclavados a 121 °C,
durante 20 minutos. Os cultivos foram mantidos em estufa BOD a 28 °C, no escuro,
durante cinco dias. Passado este periodo, as plantulas foram transferidas para sala
de crescimento, com um fotoperiodo de 16 horas, onde se mantiveram até completar
21 dias. Para determinacdo da concentracdo de prolina as plantas foram coletadas
aos 5, 10, 15 e 20 dias de estresse, sendo o material guardado em ultrafreezer 70 °C
para analises posteriores.

2.3 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso, sendo que
0s tratamentos constaram de um grupo controle, sem adi¢cdo de NaCl e outros cinco
tratamentos, cada um representando uma concentracdo de NaCl acrescida ao meio
de cultura. As concentracdes utilizadas foram 34 mM, 68 mM, 102 mM, 136 mM e 170
mM de NaCl.

Para a avaliacdo da germinacdo utilizou-se trés repeticdes, sendo cada
repeticdo representada por 15 plantas. Os valores referentes a porcentagem de
germinacao foram transformados para arco seno da raiz quadrada de X/100, onde X
representa o valor percentual obtido para a variavel porcentagem de plantas
emergidas. Foi determinado ainda o ponto maximo (Pm) através da férmula —b/2c. As
avaliacbes dos caracteres morfolégicos constaram de cinco repeticbes, sendo cada
repeticao representada por trés tubos contendo uma plantula em cada, totalizando 15

plantas por tratamento. Para determinacao de prolina utilizou-se uma concentragao
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de NaCl (136 mM) e o controle (sem NaCl) com trés repeticbes, cada repeticdo
representada por 15 plantas. Baseado nos resultados dos caracteres morfoldgicos,
observou-se que a partir da concentracdo de 136 mM de NaCl as plantas
apresentavam danos no crescimento. Neste sentido, para determinacéo de prolina e
demais analises optou-se por essa concentragao.

Em seguida, os dados foram submetidos a andlise da variancia para testar as
fontes de variacdo (tecido x concentracdo de NaCl) e suas possiveis interagoes.
Foram considerados significativos os resultados onde P<0,05, sendo os valores
médios comparados pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Foi realizada a
andlise de regressdo usando o software estatistico WinStat (MACHADO;
CONCEICAO, 2002).

2.4 Avaliacdo da porcentagem de germinacéao e caracteres morfoldgicos

Para analise da germinacdo de sementes cultivadas in vitro foram realizadas
duas contagens, sendo a primeira aos sete dias e a segunda aos 14 dias apos a
semeadura. O critério para classificacdo de sementes germinadas foi protusdo da
radicula. J4 para avaliagdo dos caracteres morfoldgicos, as plantas foram coletadas
aos 21 dias, e avaliados o comprimento da parte aérea (cm), comprimento de raiz
(cm), namero de folhas, niamero de raiz (cm), massa fresca da parte aérea e da parte
radicular (g). A massa seca da parte aérea e do sistema radicular (g) foram registrados

apos secagem em estufa a 60 °C durante 72 horas.

2.5 Determinacdo da concentracédo de prolina

A extracdo e determinacgéo de prolina seguiu a metodologia desenvolvida por
Bates; Waldren; Teare (1973) com algumas adaptagcdes. Aproximadamente 500 mg
de massa fresca de folha e semente foi macerada em Nz liquido e homogeneizada em
2 mL de solucdo aquosa de sulfossalisilico 3 % (p/v) e centrifugada & 1000 g por 20
minutos, sendo coletado o sobrenadante. Os sobrenadantes obtidos foram passados
para tubos de ensaio com rosca, onde se adicionou 2 mL de &cido glacial acético, 2
mL de nihidrina, os quais, permaneceram em banho maria a 100 °C por 60 minutos.
Passado esse tempo as amostras foram mantidas em gelo, no escuro, por 10 min.

Apo6s o resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 4 mL de tolueno e as
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amostras agitadas. Apos a formacdo das duas fases, foi coletado 1 mL da fase
superior (tom de rosa) e realizaram-se as leituras em espectrofotdmetro a 520 nm. Ao
controle (branco) nédo foi adicionado a amostra e os demais procedimentos foram os
mesmos. As absorbancias obtidas foram comparadas com a curva padrdo de prolina

e os resultados expressos em mM prolina g* MF (massa fresca).

2.6 Anélise de RT-gPCR

2.6.1 Extracao de RNA total

Cada amostra vegetal (100 mg) macerada foi transferida para um microtubo de
1,5 mL livre de nucleases no qual foi imediatamente adicionado o tamp&o de extracao
PureLink® Kit (Invitrogen™). As amostras foram rapidamente homogeneizadas e
mantidas em temperatura ambiente durante 5 minutos. Em seguida, foram
centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante, contendo o RNA total, foi transferido para um microtubo livre de
nucleases. Foram adicionados 100 pL de uma solucdo de NaCl 5 M ao extrato e a
solucéo foi homogeneizada através de leves toques no fundo do tubo. Em seguida
foram adicionados 300 uL de cloroférmio e a solucéo foi homogeneizada através da
inversao do tubo. As amostras foram entdo submetidas a centrifugacédo a 12.000 g por
10 minutos a 4 °C para separar as fases. Apos a centrifugacao a fase aquosa superior
foi transferida para um microtubo livre de nucleases. Foi adicionado a fase aquosa um
volume igual de isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. A
solucéo foi centrifugada novamente a 4 °C por 10 minutos a 12.000 g descartando o
sobrenadante, tomando cuidado para nao perder o pellet, com a adicdo de 1 mL de
etanol 75 % ao pellet. Os microtubos foram colocados para centrifugar novamente a
temperatura ambiente por 3 minutos a 12.000 g e o sobrenadante foi descartado. Foi
realizada uma breve centrifugacdo nas mesmas condicBes para coletar o liquido
residual, e este foi coletado com auxilio de uma micropipeta. As amostras foram
secadas por 5 minutos em camara de fluxo. O RNA total isolado foi entdo dissolvido
em 30 pL de agua DEPC 0,01 % autoclavada. As amostras, ja homogeneizadas, foram

guardadas a "70 °C para analises posteriores.
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2.6.2 Quantificagdo do RNA

A quantidade de RNA total foi mensurada em espectrofotbmetro a 260 e 280
nm, cuja relacdo fornece uma estimativa da pureza do RNA. A integridade do acido

nucleico foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %.

2.6.3 Sintese de cDNA

Primeiramente, as amostras foram tratadas com DNAse |, utilizando-se do Kit
Amplification Grade DNAse | (Sigma-Aldrich®) para a remocao de possiveis residuos
de DNA gendmico, seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras de RNA
total tratado com a DNAse | foram submetidas a PCR de transcricdo reversa para
sintese de DNA complementar. A sintese de cDNA fita simples, para cada amostra,
foi feita a partir do RNA (1pg/pL), utilizando-se do kit SuperScript FirstStrand System
for RT-PCR (Invitrogen).

2.6.4 Reacao de RT-gPCR

As reagOes de RT-gPCR foram realizadas em equipamento Termociclador Bio-
Rad CFX Real Time, utilizando o sistema de fluoréforo SYBR Green(Roche®). Foram
utilizados primers com amplicons especificos (com um Unico pico de dissociacdo das
fitas dos produtos da PCR) e com eficiéncia de amplificacédo préxima a 100 % (E =1,8
-2,2). Os primers utilizados estéo listados na Tabela 1. O volume total das reacdes foi
de 12 uL, sendo 6,25 uL do fluoréforo, 0,25 pL (10 mM) de cada primer (senso e
antisenso), 1 yL de cDNA (diluicao 1:5, previamente definida) e 4,25 uL de agua ultra
pura. As condi¢cdes de amplificacdo foram: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos, 60 °C por 1 minuto com insercdo da curva de melting de 65 a 95 °C,
com incremento de 5 °C a cada medida de fluorescéncia. O gene OsUBQ10 foi
utilizado como controle interno quantitativo (gene de referéncia). A quantificagéo
relativa da expressao diferencial foi feita utilizando o método de comparacédo de CT

(comparative threshold cycle method) conforme descrito por Livak; Schmittgen (2001).
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Tabela 1 - Lista de primers utilizados nas reacdes de RT-gPCR e tamanho do amplicon. Temperatura

de anelamento 61°C

Gene RAP-DB Senso/Antisenso Amplicon
(Banco de dados) (Primers) (pb)
P5CS1 0Os05t0455500-01 5 AGAGATTGTTCAAGGCATCTACAG 3’ 161
(AK101985) 5’AACCAAAGGCTTCTCATATCCAG ¥
P5CS2 0s01t0848200-01 5 GGTTGATTATCCAGCAGCGT3’ 150
(AK101230) 5’CCCGCCATAGATAACTACCC 3’
P5CR 0s01t0948400-01 5 GTTGGTCTGGTCATCGAAGATTY 104
(AK070184) 5CATTCTCAGTAGCCATCTCCC 3’
P5CDH Os05t0536400-01 5 AGCAGAGGATGTGGACTTCA 3 132
(AK121765) 5’GCCTTTCAAATCAGCAGCC 3’
PDH Os10t0550900-01 5" GGGTTCCAGGTGAGCAAG 3 106
(AK121010) 5AAGGAGGAAGACGAGAGCA 3
OAT 0Os03t0643300-01 5 TGCTGTGTATCAAACCAGGA 3 160
(AK108010) 5’CTTTCAACGAGACCTTCATCTG 3
UBQ10 0s02t0161900-01 5 TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG 3’ 105
(AK101547) 5’GCACCACAAATACTTGACGAACAG 3

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Porcentagem de germinacao

A andlise de variancia e o teste de média, para a porcentagem de germinacao,
demostraram influéncia significativa (p<0,05) dos niveis de salinidade sobre o vigor
germinativo das sementes de arroz. Comparando-se os dados da germinacao final e
da primeira contagem, observou-se que, a média de sementes de arroz germinadas
foi moderadamente afetada no estadio inicial da germinacdo com o incremento da
concentracdo de NaCl, conforme dados mostrados na Tabela 2. Na primeira
avaliacdo, a média da porcentagem de germinacéo apresentou o menor valor, de 62
%, na concentragdo com 170 mM de NaCl, a qual, diferiu estatisticamente das demais.
Logo, o controle e as concentracbes de 34 mM, 68 mM, 102 mM, 136 mM,
apresentaram porcentagens de germinacédo de 93 %, 98 %, 89 %, 84 % e 87 %,

respectivamente, indicando que concentracdes de NaCl até 136 mM nao prejudicam
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a fase inicial de germinacdo, quando comparado a concentracdo de 170 mM que
afetou de forma moderada.

Contudo, na segunda avaliacdo, realizada aos 14 dias, notou-se que a
germinacao progride a medida que avanca o tempo, chegando a um percentual de 73
%, na concentragdo de 170 mM, contra 93 % das plantas controle. Conforme
observou-se na Tabela 2, a média de sementes germinadas na concentragédo de 170
mM na segunda avaliacdo diferiu estatisticamente das demais concentracdes. Assim,
pode-se inferir que a germinacédo dessa cultivar comeca a ser prejudicada a partir

dessa concentracdo, apesar dos valores apresentados serem satisfatorios.

Tabela 2 - Porcentagem de germinacdo de arroz, cultivar BRS AG, submetida a diferentes
concentracdes de NaCl, avaliadas aos sete e quatorze dias de idade

NaCl (mM) 12 avaliacéo (7 dias) 22 avaliacdo (14 dias)
0mM 93+0.11a 93+0.11a
34 mM 98+0.04 a 100 a
68 mM 89+0.10a 99+0.07a
102 mM 84 +£0.07 a 93 +0.06 a
136 mM 87+0.13 a 93 +0.06 a
170mM 62+0.17 b 73 £0.13b

* Resultados apresentados em porcentagemz desvio padrdo (n=3). Médias seguidas da mesma letra,
nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade de erro.

A salinidade compromete a germinacdo das sementes pela diminuicdo do
potencial osmaético externo, impedindo a absor¢édo de agua, retardando a embebicéo
das mesmas e o alongamento da radicula (SOARES et al., 2015). Entretanto, além de
impedir ou reduzir a germinagcdo de sementes, conforme observado para a cultivar
BRS AG, o estresse salino (170 mM de NacCl), aumentou o tempo de germinacgéao,
atrasando o inicio do processo. Havendo restricdo hidrica para as sementes, a
hidratacdo das mesmas € afetada, exigindo um tempo maior para que elas encontrem
um mecanismo de ajuste osmoético (THIAM et al., 2013). Do mesmo modo, a
germinacao é prejudicada por niveis elevados de salinidade devido a efeitos toxicos
sobre a semente, ocasionados pela absorcéo dos ions Na* e o ClI (PARIHAR et al.,
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2014). A toxidade leva a altera¢Bes na atividade enzimatica (GOMES-FILHO et al.,
2008), alteragBes no metabolismo de proteinas (MENG et al., 2014), desbalanco
hormonal (OZHAN; HAJIBABAEI, 2014) e reducdo da utilizacdo de reservas das
sementes (OTHMAN et al., 2006).

Geralmente, concentracdes baixas de sais induzem um estado de dorméncia
nas sementes reduzindo a taxa de germinac¢ao, enquanto que altas concentracdes de
sais inibem e diminuem a porcentagem de germinacdo (KHAN; WEBER, 2008).
Segundo Hadas (1976), a atividade enzimatica é atrasada com a diminuicdo do
potencial hidrico externo e provoca atraso no desenvolvimento meristematico e na
emergéncia de radicula.

Resultados semelhantes foram observados para os gendétipos de arroz: BRS
Bojuru, BRS Talento e Cana Roxa, pertencentes ao grupo japonica e BRS Atalanta,
BRS Firmeza, BRS Pelota, BRS Agrisul, BRS Queréncia, BRS 7 “Taim” e BRS
Ligeirinho provenientes da Embrapa Clima Temperado, cultivados in vitro sob
diferentes concentracdes de NaCl. Na concentracdo de 136 mM as sementes
apresentaram 26 % de germinacao aos cinco dias e aos quatorze dias o percentual
germinativo chegou a 74 %, sendo essa concentracao prejudicial na fase inicial de
germinacao. (BENITEZ et al., 2008). Para os gendétipos estudados concentracfes
acima de 136 mM inibiam a germinacgdo, enquanto que a cultivar BRS AG germina até
concentracfes de 170 mM. Neste sentido, a cultivar BRS AG pode ser considerada
tolerante a esse estresse nas condicfes avaliadas.

Ao estudar o arroz cultivar Kum Doi Saket, in vitro, sob diferentes
concentracdes de sais, Umnajkitikorn; Faiyue; Saengnil (2013) observaram atraso na
germinacdo de sementes submetidas ao estresse salino, as quais, recuperaram a
partir do quinto dia de germinacgéo. Eles puderam concluir que nas concentracdes de
25 mM e 75 mM a germinacdo nao é afetada. Ao passo que, a porcentagem foi
significativamente reduzida em 17 % para as sementes germinadas em 150 mM de
NaCl e inibida completamente na concentracdo de 300 mM. O que esta de acordo
com os resultados mostrados nesse estudo, com BRS AG onde as concentracdes até
136 mM de NaCl ndo afetaram o processo germinativo.

O efeito osmotico devido a salinidade reduziu a germinacédo das sementes de
arroz cultivadas nas diferentes concentracdes de NaCl (4, 8, 12, 16, 20 dS m™). A
porcentagem de germinacdo atingiu apenas 65 % na concentracdo de 20 dS m™Y,
quando comparada a 100 % do controle (ANBUMALARMATHI; MEHTA, 2013;
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VIBHUTI et al., 2015). Esse comportamento foi observado também por Kazemi;
Eskandari (2011) ao avaliar a germinacao das variedades de arroz Anbar, LD e Hamar
em condi¢des de salinidade.

Em geral, os efeitos nocivos da salinidade a germinacdo de sementes da
cultivar BRS AG, na concentracdo de 170 mM de NaCl, podem ser atribuidos a
insuficiéncia do processo de absorcdo de agua e ao efeito do acumulo de ions toxicos.

3.2 Respostas morfoldgicas da cultivar BRS AG ao estresse salino

A tolerancia do arroz a salinidade varia conforme o estadio de desenvolvimento
da cultura, sendo as fases de plantula e florescimento as mais criticas. Notoriamente,
a sensibilidade difere entre as cultivares, e o tempo de exposicdo ao estresse
(CARMONA; ANGHINONI; WEBER, 2011).

Baseado no fato do arroz ser uma espécie sensivel durante o crescimento
inicial avaliou-se alguns parametros morfolégicos da cultivar BRS AG, a fim de,
entender o seu comportamento em relacdo a condicdo de estresse. A partir de
observacbes das plantas submetidas ao estresse salino percebeu-se através da
andlise de variancia que somente para a variavel numero de folhas ndo foi observado
diferenca estatistica.

Para o crescimento da parte aérea verificou-se que a concentracdo de 68 mM
mostrou-se melhor em relacdo as demais concentracdes, ndo diferindo apenas da
concentracdo de 34 mM. Na concentracdo de 170 mM verificou-se a menor média
para o crescimento da parte aérea (Figura 1A). Estes resultados estdo de acordo com
os dados obtidos com outras cultivares de arroz expostas a varios niveis de estresse
salino (ALAMGIR; ALI, 2006). Por outro lado, em concentracdes inferiores de NaCl,
entre 20 e 50 mM, plantas de arroz ndo sofreram alteracbes no crescimento, porém,
as plantas tiveram a altura reduzida em concentracdes superiores entre 100 e 200
mM, quando comparadas as plantas controle (AMIRJANI, 2010; WANKHADE et al.,
2013).

De modo similar, Thiam et al. (2013) estudando duas cultivares de feijao, uma
sensivel e outra tolerante a salinidade in vitro, notou que concentracdes acima de 50
mM de NaCl prejudicaram o crescimento da parte aérea da cultivar sensivel e que o
crescimento de ambas as cultivares foi afetado negativamente em 200 mM.

Resultados semelhantes foram encontrados para os genétipos de pepino (Cucumis
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sativus L.) 11439S, HH1-8-57, 11432S e 11411S, os quais apresentaram reducao da
altura na concentragédo de 80 mM, quando comparado ao controle (KERE; QINGWEI,
CHEN, 2010).

O comprimento de raiz apresentou melhor resultado para 34 mM, o qual, diferiu
estatisticamente somente das concentracdes de 136 e 170 mM de NacCl (Figura 1B).
Os resultados obtidos para esse parametro foram semelhantes aos encontrados por
Piwowarczyk; Tokarz; Kaminska (2015), que observaram redugéo no crescimento de
raizes com o aumento da concentracdo de NaCl em genotipos de ervilhas cultivadas
in vitro. Thiam et al. (2013) observou comportamento semelhante para uma cultivar
de feijao sensivel ao NacCl.

O comprimento radicular de plantas de arroz cultivar MTU 1010 com 21 dias de
idade foi afetado pelas concentracdoes de NaCl. Houve uma diminuicdo no
comprimento de 8 %, 33 % e 51 % em 25, 50 e 100 mM de NacCl, respectivamente,
comparado as plantas controle. Os autores afirmam que a reducdo no crescimento
sob estresse salino ocorreu principalmente pela reducdo da turgescéncia celular
(DAS; SEAL; BISWAS, 2016). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados
no presente estudo, onde, as plantas com 21 dias apresentaram redugfes acentuadas
no crescimento da parte aérea e do sistema radicular para as concentracdes iguais
ou superiores a 100 mM de NacCl.

Segundo Orsini et al. (2012), a reducédo do comprimento da raiz exposta a altos
niveis de salinidade, pode ser interpretada como uma forma de protecao que a planta
utiliza, evitando que ions toxicos sejam absorvidos para a parte aérea, mantendo a
planta em desenvolvimento. Tal comportamento pode explicar o decréscimo no
crescimento das raizes em relacéo a parte aérea. Ao contrario dos resultados obtidos,
Benitez et al. (2010) evidenciaram gque o crescimento da parte aérea de 10 gendtipos
de arroz, apds 21 dias submetidos a diferentes concentracdes de NaCl foi mais
afetado pela salinidade do que o crescimento do sistema radicular.
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Figura 1 — Altura (A) e Comprimento de raiz (B) de plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas a
diferentes concentracdes de NaCl, por 21 dias. Os valores séo representados pela média de cada
tratamento £ DP (n=5). Pm = ponto maximo.

Quanto ao numero de raizes percebeu-se uma reducdo das médias conforme
aumentou a concentragédo de sal no meio, sendo esse resultado mais acentuado em
136 e 170 mM de NaCl. Os valores das concentracdes de 34, 68 e 102 mM nao

diferiram estatisticamente do controle (Figura 2).
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Resultados semelhantes foram observados por Balkan et al. (2015) ao avaliar
a cultivar Osmancik-97 de arroz em condi¢fes salinas. O numero de raizes aumentou
significativamente até 8 dS m e reduziu a partir das demais concentracdes. Plantas
de tomate (Solanum lycopersicon L.), cultivares J1 e Ram, apresentaram reduc¢des no
desenvolvimento de raizes laterais em todas as concentracdes de NaCl (50, 100 e
150 mM) avaliadas (AL-TARDEH; IRAKI, 2013).

De acordo com Dalton; Maggio; Piccinni (2000) a formacéo reduzida ou de
novas raizes em plantas submetidas a estresse por altos niveis de salinidade pode
ser explicado como uma mudanca de aclimatacao da planta. Diminuindo o nimero de
raizes, reduz a aérea de contato com o0 meio e consequentemente a absorcao de ions

toXicos.
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Figura 2 - Numero de raizes de plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas a diferentes
concentracdes de NaCl por 21 dias. Os valores sé@o representados pela média de cada tratamento +
DP (n=5).

Na concentracdo de 68 mM observou-se a maior média para massa fresca da
parte aérea, a qual, ndo diferiu de 34 e 102 mM (Figura 3A). Reducdes acentuadas
na massa fresca da parte aérea em arroz pode ser explicado pelo fato de que a folha
de arroz é constituida de aproximadamente 80 % de &gua, sendo assim, essas
alteracdes refletem, em parte, de uma diminuicdo no acumulo de agua ocasionada
pelo estresse salino. Com relacdo a massa fresca da raiz observou-se na Figura 3B

gue o maior valor foi encontrado para a concentracédo de 102 mM. Os danos maiores
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foram observados nas concentracdes de 136 e 170 mM, cujo, valores diferiram
estatisticamente do controle e das demais concentracdes. Diferindo dos resultados
obtidos para outra variedade de arroz, Trés Rios, a qual na concentracdo de 100 mM
apresentou diminuicdo significativa da massa fresca da parte aérea e da raiz
(MORALES et al., 2012). De acordo com Khare; Kumar; Kisho (2014), a reducgao
significativa de biomassa em arroz sob estresse salino, pode ser devido ao acumulo
e aos efeitos do Cl- e Na*. O que indica a incapacidade da cultivar BRS AG restringir
a entrada de ions em seus tecidos foliares e radiculares quando a concentracao de
NaCl presente no meio é alta.

Em relacdo & massa seca da parte aérea, em 34 e 102 mM observou-se as
maiores meédias, as quais ndo diferiram apenas de 68 mM (Figura 3C). Com relacéo
a massa seca da raiz o controle foi o que apresentou maior média, a qual foi diferente
estatisticamente das concentracdes de 136 e 170 mM de NaCl (Figura 3D). Na
concentracdo de 170 mM de NacCl era esperado reducdo do valor, isso pode ser
apontado como um erro de pesagem. Os resultados obtidos concordam com o0s
encontrados por Brunes et al. (2013), em estudo realizado com sementes de aveia
branca em diferentes niveis de salinidade, ao concluirem que a massa seca de raiz e
parte aérea foram afetadas negativamente nas cultivares testadas.

Esses resultados estéo de acordo com os observados por Ahmad et al. (2015)
ao avaliar a massa seca das cultivares de arroz Sakha 102 e Yasmine egipcia. A
massa seca de ambas as cultivares foi afetada pelo tratamento com estresse salino
(50 mM de NaCl), sendo ainda mais drastico para a cultivar Sakha 102. De acordo
com os autores a diferenca no mecanismo de tolerancia a salinidade entre as duas
cultivares de arroz pode ser explicado através da regulacdo da expressao de proteinas
envolvidas no transporte de Na*/K* na célula, que pode ter contribuido para o melhor
desempenho para a cultivar Yasmine egipcia. Da mesma forma, o desequilibrio
nutricional pode ter acarretado uma diminuicdo significativa da massa seca nas
concentracfes elevadas de NaCl para a cultivar BRS AG, avaliada no presente
estudo.

De acordo com nossos resultados, as plantas reduziram significativamente
crescimento com aumento da concentracdo de NaCl no meio, sendo extremamente
afetadas em 170 mM. Essa reducgao pode ser explicada pela diminuicdo do potencial
osmatico, o qual reduz a absorcdo de agua pela planta, ocasionando reducdo do

crescimento pela falta de agua, bem como, pelos efeitos toxicos ocasionados pelos
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hY

ions Na* e CI absorvidos pelas plantas, em especial as expostas a altas
concentracoes de sais (170 mM).

Segundo Parihar et al. (2014) a causa desta injaria é funcdo da elevada
quantidade de sal absorvida, a qual ultrapassa a capacidade da planta de
compartimentalizd-lo no vacuolo. Consequentemente, a concentracdo de sais
aumentada no citoplasma, em especial o Na*, inibe e altera a atividade de enzimas

de proteinas.

de varias bem como a funcdo estrutural

rotas metabdlicas,
Alternativamente, esses sais podem acumular-se nas paredes celulares e desidratar
a célula, o que pode ser explicado pela reducdo da massa fresca da cv. BRS AG em

concentracoes elevadas de NaCl.
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Figura 3 — Massa fresca da parte aérea (A), massa fresca da raiz (B), massa seca da parte aérea (C)
e massa seca da raiz (D) de plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas a diferentes concentra¢des
de NaCl por 21 dias. Os valores sdo representados pela média de cada tratamento + DP (n=5). Pm =
ponto maximo.

De acordo com Tavakkoli et al. (2011) o Na* e o ClI sdo os principais ions que

causam disfunc¢des fisiologicas e danos as plantas. Em estudo realizado com quatro
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gendtipos de cevada em diferentes concentracfes de salinidade, puderam observar
que ambos Na* e o CI estdo envolvidos na reducdo do crescimento. O ion Na*
interfere na absorcao de K*, reducéo dos niveis de Ca*?, interferindo na regulacéo dos
estbmatos, fazendo com que a planta perca agua. Em comparacdo, a elevada
concentracéo de Cl promove degradacédo da clorofila, afetando a taxa fotossintética.
As plantas, em presencga de salinidade na faixa baixa a moderada, conseguem crescer
e se desenvolver normalmente o que realmente é afeado é a produtividade dessas.
Os efeitos toéxicos do NaCl, assim como o desbalanco nutricional e hormonal
ocasionados pelos ions Na* e CI sobre as plantas de arroz, podem ser responsaveis
pela reducao do crescimento da raiz e da parte aérea sob condi¢des de estresse salino

elevado.

3.4 Concentracao de prolina livre

Os resultados da andlise de variancia revelaram efeito significativo da
salinidade sobre a concentracao de prolina livre. A concentracédo de 136 mM de NaCl
ocasionou um aumento do conteddo de prolina em todos os dias de estresse, em
comparacao com as plantas controle. Avaliando as concentracdes de NaCl, durante
os dias, observou-se que aos cinco dias apds a germinacédo as plantas com (136 mM)
e sem estresse (0 mM) ndo diferiram estatisticamente, enquanto que a partir de 10 até
os 20 dias de crescimento, a concentracdo de 136 mM de NaCl foi sempre superior
ao controle (Figura 4). Comparando os dias dentro da mesma concentracao, verificou-
se que as plantas, atingiram o maior valor (1,24 mM g'MF) em 20 dias ap6s
crescimento em meio salino. Essa concentracdo de prolina € significativamente alta
guando comparada aos demais tempos (5, 10 e 15 dias), cujos valores foram de 0,379,
0,726 e 0,772 mM g*' MF, respectivamente. Em relacdo ao controle a menor
concentracgédo foi de 0,275 mM g* MF em cinco dias, sendo que essa nao diferiu do
valor encontrado para os 10 dias foi 0,296 mM g MF. A concentracéo de 0,446 mM

g* MF em 15 dias néo diferiu dos valores encontrados em 10 e 20 dias de estresse.
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Figura 4 - Concentragcdo de prolina livre presente em sementes e folhas de arroz, cultivar BRS AG,
coletadas aos 5, 10, 15 e 20 dias em condi¢Bes de auséncia de sal (controle) e presenca de sal (136
mM de NaCl). Letras mailsculas indicam diferenca significativa p<0,05 entre os dias de estresse para
0 mesmo tratamento e letras mindsculas indicam diferenca entre a concentracdo de NaCl e o controle
em cada dia. Médias * desvio padrao (n=3).

O arroz é considerada uma espécie sensivel a salinidade e de acordo com
Carmona; Anghinoni; Weber (2011) a condutividade elétrica do extrato saturado
(CEes), a partir de 4,0 dS m* passa a ser prejudicial ao rendimento das plantas.

Uma das repostas das plantas em nivel celular ao estresse salino, a longo ou
curto prazo, inclui a sintese e acumulo de uma classe de compostos osmoprotetores,
conhecidos como solutos compativeis (LODEYRO; CARRILLO, 2015). A producéo e
acumulo de alguns compostos em concentracbes elevadas é um fendbmeno
geralmente associado a resposta ao estresse salino em plantas. A prolina é um
aminoacido que aumenta em plantas sob estresse (JOSEPH, RADHAKRISHNAN,
MOHANAN, 2015). Entretanto, além de agir como um osmoprotetor esse aminoacido
desempenha outras funcdes na planta em condicbes normais e ou de estresse.
Durante o ajustamento osmético, a prolina evita a perda de 4gua pela célula. Esse
mecanismo permite que aconteca a redugdo no potencial osmético e aumento no
potencial de turgescéncia da célula, facilitando a absor¢céo de agua e a manutencéo
do crescimento celular. Segundo Silveira et al. (2010), ao iniciar um mecanismo de

ajuste osmatico, as plantas demandam de energia para esse processo, resultando em
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um crescimento lento dessas plantas, conforme o comportamento observado na cv.
BRS AG, avaliada no presente estudo.

Para a cv. BRS AG, a concentracdo de prolina é sempre maior nas plantas
estressadas em todos os tempos e aumenta com o tempo de exposicdo ao estresse.
Como um agente protetor durante o estresse, a prolina pode desempenhar diversas
funcdes, entre elas atuar na prevencdo da desnaturacdo de proteinas, estabilizacdo
da estrutura quaternaria e desestabilizacdo de membrana, atuando como uma
chaperona quimica (YANCEY et al., 1982), pode atuar como antioxidante nao
enzimatico, inibindo a formagé&o e ou amenizando os danos causados pelas EROs, no
armazenamento e transferéncia de energia e poder redutor (SZABADOS; SAVOURE,
2010). O aumento da atividade das enzimas catalase e superéxido dismutase, foram
observadas por Islam et al. (2009) em células de tabaco estressadas, quando os
niveis de prolina se encontravam elevados.

Resultados semelhantes foram observados por Das; Seal; Biswas (2016) em
raizes e folhas de arroz, cultivar MTU 1010. As plantas que foram avaliadas com 21
dias de idade apresentaram aumento na concentracdo de prolina quando expostas
aos tratamentos (25, 50 e 100 mM de NaCl). Os valores de prolina foram maiores na
parte aérea em relacdo as raizes na concentracdo de 100 mM.

Em estudo com sete cultivares de arroz submetidas a diferentes niveis de
estresse salino, variando de 0 a 200 mM de NaCl, foi observado que todas as
cultivares apresentaram aumento da concentracdo de prolina com o aumento da
concentracéo salina e aumento do tempo de estresse (JOSEPH, RADHAKRISHNAN,
MOHANAN, 2015). Esses resultados estdo de acordo com o0s encontrados no
presente estudo com a cv. BRS AG.

Mittal et al. (2012) evidenciaram que o acumulo de prolina contribuiu para o
maior potencial de aclimatacédo de Brassica juncea, cultivar Bio 902, tolerante ao sal,
quando comparada a cultivar sensivel, Urvashi. O tempo de exposicao ao estresse em
relacdo a concentracdo de prolina, mostrou que as plantas estressadas apresentaram
aumento no teor de prolina em todos os tempos. Em concentragdes de NaCl 150 mM,
genotipos de canola também apresentaram aumento do conteudo de prolina,
principalmente na area foliar (HEIDARI, 2010).

Por outro lado, a aplicagao foliar de prolina resultou num aumento significativo
no crescimento, entre outros parametros avaliados em arroz (SIDDIQUE et al., 2014).

Outro estudo mostrou que a aplicacado de prolina em planta de milho amenizou os
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danos causados pela salinidade do solo, tanto da fase de plantula, como na fase
vegetativa. Em resposta a aplicacdo de prolina houve aumento da absorcao de

nutrientes e defesa antioxidante nessas plantas (HASAN et al., 2015).

3.5 Expressao de genes relacionados ao metabolismo de prolina

De acordo com os resultados, as plantas de arroz crescidas in vitro, em meio
salino, sempre apresentaram concentracdes de prolina superiores e aumento gradual
da concentracdo com o decorrer do tempo de exposicéo ao estresse. A fim de justificar
esse incremento de prolina, avaliou-se os genes envolvidos no metabolismo desse
aminoacido. Conforme dados mostrados na Figura 5, a expressdo dos genes P5CS1
e P5CS2, que codificam a enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), a qual
realiza o primeiro passo na biossintese de prolina, foram induzidos pelo estresse
salino em todos os tempos de exposi¢do ao estresse. Valores maximos de expressao
para os genes P5CS1 e P5CS2 foram alcangados para tecidos avaliados aos 20 dias
de estresse com valores QR = 1,37 e 5,50 respectivamente, sendo que somente o
gene P5CS1 nao diferiu dos valores de expressdo encontrados para as plantas
controle e o tempo de 10 dias de estresse. A resposta do gene P5CS2 nas plantas
com 10 e 15 dias de estresse nao foi diferente do controle.

Ao longo do tempo de exposicao das plantas ao estresse salino, verificou-se
que o nivel de mRNA do gene OAT foi significativamente superior nos tecidos aos 20
dias, com (QR=5,44) em comparagéo com os demais tempos, QR =0,99,1,41 e 1,23
aos 5, 10 e 15 dias, respectivamente. Do mesmo modo, o maior pico de expressao
para o gene P5CR, que codifica a enzima que converte Pirrolina-5-Carboxilato (P5C)
em prolina, ocorreu no tempo maior de exposicdo ao estresse com o valor de QR =
2,20.
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Figura 5 - Quantificacdo Relativa (QR) da expresséo de genes da biossintese de prolina em plantas de
arroz, cultivar BRS AG, submetidas a condi¢des de salinidade (136 mM de NaCl) em diferentes tempo
de estresse. Tempo zero representa as plantas controle que foram coletadas nos mesmos tempo das
demais. Letras minusculas indicam diferenga significativa p<0,05 entre os dias de estresse. Médias +
desvio padrdo (n=3).

Em relacéo a expressdo dos genes do catabolismo representados, na Figura
6, pode-se observar que, o gene P5CDH, que codifica a enzima cuja funcdo é
converter PC5 a glutamato, apresentou valor maximo de expresséao para o tratamento
com 20 dias de estresse, significativamente superior aos demais tempos avaliados,
porém, diferiu do comportamento de expressdo do gene PDH, que apresentou
aumento da expressao aos 10 dias (QR= 1,40), diferindo do controle.

Com base nos resultados de expressao de genes ao longo do tempo de
estresse salino, afere-se que, os niveis elevados de prolina nas plantas estressadas
deve-se a maior expressdo de genes envolvidos na biossintese de prolina, quando
comparados com os genes que codificam enzimas do catabolismo. Ao mesmo tempo,
valores de expressado altos observados nos genes P5CS2 e OAT para o tratamento

com 20 dias de estresse, explica a elevada concentracéo de prolina nesse periodo.
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Figura 6 - Quantificacdo Relativa (QR) da expresséo de genes do catabolismo de prolina em plantas
de arroz, cultivar BRS AG, submetidas a condi¢des de salinidade (136 mM de NaCl) em diferentes
tempo de estresse. Tempo zero representa as plantas controle que foram coletadas nos mesmos
tempos das demais. Letras mindsculas indicam diferenca significativa p<0,05 entre os dias de estresse.
Médias + desvio padréo (n=3).

Os resultados do presente estudo mostram que os genes P5CS2 e OAT
responderam ao estresse salino em todos 0s tempos, porém, com um pico maior aos
20 dias. Em Arabidopsis, acredita-se que a biossintese de prolina via glutamato é
predominante em condi¢cdes normais e estressantes. Contudo, foi relatado que a via
da ornitina tem papel fundamental em plantas adultas sobre estresse osmotico,
enguanto que em plantas jovens, ambas as vias parecem contribuir para o acimulo
de prolina. Alguns autores afirmam que a via da ornitina ocorre durante as condi¢des
ideais de nitrogénio e durante o desenvolvimento vegetativo (ARMENGAUD et al.,
2004). Niveis elevados de prolina, via ornitina, foram observados nesse estudo, na cv.
BRS AG de arroz.

Estudo realizado por Armengaud et al. (2004), com a espécie Medicago
truncatula, relatou que as plantas expostas a salinidade apresentam um incremento
de transcritos de OAT com aumento do tempo de exposicdo ao estresse. Os autores
observaram valores significativos de expressdo para esse gene em 72 horas de
estresse na parte aérea das plantas. Para as raizes, eles notaram uma correlacao
positiva entre a concentracdo de prolina e o acumulo de transcritos OAT em plantas

estressadas. Os resultados encontrados no presente estudo indicam que ambas as
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vias, ornitina e glutamato, contribuem para o acumulo de prolina induzida por estresse
salino, conforme observado para a cultivar BRS AG.

Varios estudos tém mostrado que a transcricdo de P5CS em plantas, embora
varie de acordo com a espécie, € promovido principalmente por condicées ambientais
adversas como seca, salinidade, altas e baixas temperaturas. Esses trabalhos trazem
que a expressdo do gene P5CS1 predomina em situacdes de estresse salino
(Sze'kely et al., 2008). A cultivar BRS AG também apresentou aumento de expressao
para P5CS1, porém em niveis mais baixos, quando comparado a P5CS2. Resultados
semelhantes foram encontrados por Hur et al. (2004) estudando arroz. Segundo esses
autores, ambos P5CS1/P5CS2 responderam nas plantas crescidas sob estresse. Os
autores consideram que o gene P5CS1 esta envolvido na manutencgédo, fornecendo
prolina a célula, enquanto que o P5CS2 é o primeiro a responder em condi¢cdo de
estresse. Também observaram que o gene P5CS1 respondeu com um pico maximo
as 12 horas de estresse e reduziu drasticamente em 24 horas. Em contraste, os niveis
de transcritos de P5CS2 continuaram aumentando apés 24 horas de estresse hidrico.
Além disso, a salinidade e baixas temperaturas induzem o gene P5CS2
preferencialmente em células na zona de divisdo das raizes. Isto sugere que a regiao
€ mais sensivel a essas condi¢des e que a sintese de prolina pode ser estimulada por
esses sinais. Tais comportamentos indicam que, perante situacao estressante, o gene
P5CS2 tem papel importante na planta.

Plantas transgénicas de grédo de bico (Cicer arietinum L.), em condi¢bes de
salinidade, apresentaram aumento da expresséo para os genes P5CS, elevando a
producdo da enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), bem como a
concentracdo de prolina livre (GHANTI et al., 2011).

Durante a biossintese de prolina, a pirrolina-5-carboxilato (P5C) pode causar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e inducdo de apoptose e, por
conseguinte, morte celular, quando acumulado em excesso na célula (SZEKELY et
al., 2008). Portanto, as plantas precisam degrada-la rapidamente, logo que a tenséo
é aliviada. O catabolismo de prolina acontece nas mitocondrias através da acéo da
prolina desidrogenase (PDH) ou prolina oxidase (POX) produzindo P5C, que em
seguida é convertido em glutamato pela acéo da enzima P5C desidrogenase (P5CDH)
(SZABADOS; SAVOURE, 2010).
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3.6 Relacédo entre a expressao dos genes do metabolismo da prolina e sua
concentragdo nos tecidos avaliados

Diante desses resultados, comparou-se a expressao entre 0s genes envolvidos
no metabolismo de prolina em cada um dos tempos (dias) de estresse com 0 objetivo
de explicar o aumento da concentracdo de prolina em cada um dos tempos de
estresse. Na Figura 7A observa-se que, a partir dos cinco dias ap0s a germinacéo a
concentracdo de prolina nas plantas estressadas foi maior devido ao aumento
significativo da expressdo dos genes P5CS2 e P5CR que codificam enzimas da
biossintese e o nivel baixo de expressdo dos genes ligados as enzimas de
degradacéo de prolina, embora a expresséo dos genes P5CDH e PDH nao tenham
diferido do gene P5CR, o que, justifica 0 aumento no teor de prolina nas plantas
estressada nesse dia.

Os dados mostrados na Figura 7B indicam que com 10 dias de estresse a
expressao dos genes P5CR com valor de QR= 1,55, OAT com QR= 1,41 e o PDH
com QR= 1,60 mostraram-se superiores aos demais, nao diferindo apenas do gene
P5CS2. Com base nesses dados, conclui-se que a expressdo aumentada do gene
PDH que codifica a enzima que faz parte da degradacéo de prolina nao influenciou na
reducdo da concentracdo desse aminoacido nas plantas estressadas aos 10 dias.

Esse fato pode ser explicado pela baixa expressdo do gene que codifica a
enzima Pirrolina-5-caroxilato desidrogenase (P5CDH) envolvida no final da rota do
catabolismo, ndo permitindo a degradacdo do aminoacido durante o estresse. O
comportamento da expressédo dos genes foi semelhante para os 15 dias, 0 que se
atribui aos valores da concentracao de prolina nos tecido vegetais aos 10 dias (0,726
mM prolina g* MF) e 15 dias (0,772 mM prolina g* MF) ndo possuirem diferenca
significativa (Figura 7C).

Para os 20 dias de estresse, conforme a figura 7D, comparando a expressao
dos genes, os dados indicam que o aumento da expressao dos genes P5CS2 e OAT
e em menor propor¢gdo o P5CR, que codificam enzimas envolvidas na biossintese de
prolina e consequentemente a expressao baixa de genes que regulam enzimas da
degradacéo, contribuiram com o aumento da concentracao de prolina em plantas de
arroz da cv. BRS AG.
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Figura 7— Comparacéo da expresséo dos genes do metabolismo de prolina em cada um dos tempos
(dias) avaliados em relacdo a concentragéo de prolina sintetizada em plantas de arroz, em condi¢des
de estresse salino (136 mM de NaCl). As letras diferentes indicam diferenca estatistica para a
expressdo dos genes do metabolismo de prolina. Médias + desvio padréo (n=3). Cinco dias de estresse
salino (A), 10 dias de estresse salino (B), 15 dias de estresse salino (C) e 20 dias de estresse salino

(D).

A biossintese, degradacdo e o transporte de prolina sdo necessarios para
manter a homeostase celular e o desenvolvimento das plantas cultivadas em situagéo
de estresse. Além disso, varios fatores enddégenos ou exdégenos podem estar
envolvidos na regulacdo de prolina. Conforme dados apresentados na figura 7A,
percebeu-se que aos cinco dias de estresse a expressdo de P5CS1 foi pouco
responsiva. O fato de niveis de mRNA para P5CS2 estarem presentes pode ter
contribuido para pouca expressdo de P5CS1. Expresséo inferior de P5CS1 também
pode ser explicada pela regulacédo indireta da luz. A cultivar utilizada no presente
estudo permaneceu no escuro durante os primeiros cinco dias de germinacao,
somente apds esse periodo as mesmas foram transferidas para luz. Em estudo
realizado com Arabidopsis, 0s autores propuseram que a luz pode ter efeito indireto
na regulacdo da expressao de P5CS1, porém a luz tem efeito negativo sobre a
expressao de PDH. A luz ativa a expressao de P5CS1, pois nessas condi¢des, com a
fotossintese aumentada, diminuiu o potencial osmético e a demanda pela prolina na

célula é aumentada. Embora em situagédo de estresse a expressdo de P5CS1 foi
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observada no escuro, enquanto que, o PDH néo respondeu em ambas as condi¢cbes
(HAYASHI et al., 2000). Abraham et al. (2003) verificaram que a estimulagdo da
sintese de prolina por acido abscisico (ABA) (10 uM) e estresse salino (200 mM)
correlaciona-se com uma ativacao da expressado de P5CS1. Por outro lado, P5CS2 é
fracamente induzido, enquanto PDH é inibido em diferentes propor¢cdes por ABA e
estresse salino na parte aérea e raizes de plantas crescidas na luz. A expresséo de
P5CS1, sinalizado por ABA e estresse salino, é praticamente inibida nas plantas
mantidas no escuro, reduzindo a concentracao de prolina acumulada. Para as plantas
cultivadas no escuro os niveis de mRNA de P5CS2 predominam na raiz, enquanto
que, o PDH é significativamente expresso na parte aérea.

Segundo HUR et al. (2004), o gene P5CS2 ¢é induzido por baixas temperaturas,
salinidade e ABA, atuando preferencialmente em zonas de divisao celular, nesse caso
em raizes. No presente estudo, com apenas cinco dias de idade as plantulas de arroz
apresentavam apenas uma minuscula radicula e desenvolvimento inicial do hipocatilo.
Perante isso, todo o material foi avaliado, inclusive a radicula, o que pode ter
justificado 0 aumento na expressado de P5CS2 e acumulo de prolina nesse dia.

A prolina desidrogenase (PDH) € uma enzima localizada na membrana
mitocondrial, a qual catalisa o primeiro passo de oxidacdo convertendo prolina em
Pirrolina-5-carboxilato (P5C), que pode ser oxidado pela enzima Pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase (P5CDH) e formar glutamato ou ser transportado para o
citosol, onde é convertido a prolina através da enzima Pirrolina-5-carboxilato redutase
(P5CR) (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). No presente estudo, percebeu-se que
0s niveis elevados de expressdo para o gene PDH ndo causou reducdes nas
concentracfes de prolina nas plantas avaliadas aos 10 e 15 dias de estresse, o0 que
provavelmente pode ser atribuido a retomada de P5C ao citosol sendo transformado
em prolina novamente. Por outro lado, a expressdo de P5CDH foi baixa, em
comparacao aos demais genes, consequentemente a ativacdo da enzima que oxida
P5C a glutamato, ndo se efetivou e a degradacdo de prolina ndo aconteceu por
completo. Da mesma forma, o fato do gene PDH ter respondido ao estresse nao
significa que a enzima prolina desidrogenase também tenha sido ativada. Ortega et
al. (2008) observaram em estudo com cactos, que apenas a transcricdo dos genes
era aumentada mas a atividade da enzima ndo. Do mesmo modo, 0s niveis
aumentados de expressdo P5CS2 e OAT colaboraram com o acumulo de prolina nas

plantas estressadas da cultivar BRS AG.
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Aos 20 dias de estresse 0s niveis aumentados de concentracdo de prolina sdo
resultantes da expresséao significativamente superior dos genes P5CS2 e OAT em
relacdo aos demais. Como ja mencionado, € uma cascata de sinalizacdo que regula
0 metabolismo de prolina. E sabido que em condicdes normais o ABA regula
positivamente o0 P5CS1 e P5CS2, em arroz com uma atuagao maior sobre o P5CS1
(HUR et al., 2004). Dados mostram que em condi¢cfes de estresse salino um aumento
endogeno de ABA é necessario para expressar o P5CS1 em arroz
(SRIPINYOWANICH et al., 2013), diferente do observado para o arroz cv. BRS AG,
onde o P5CS2 ganhou destaque. No entanto, a expressao do gene P5CS2 tem sido
atribuido por muitos autores na defesa de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(FABRO et al., 2004).

A biossintese da prolina requer NADPH para a reducdo de glutamato a
Pirrolina-5-carboxilato (P5C) e esse a prolina, gerando NADP+ que pode ser utilizado
adicionalmente como aceptor de elétrons. A fosforilagdo de glutamato consome ATP
e produz ADP, que é um substrato para a biossintese de ATP durante a fotossintese.
Uma taxa aumentada de biossintese de prolina durante o estresse pode manter baixa
a relacdo NADPH: NADP*, contribuindo para sustentacdo do fluxo de elétrons entre
os centros de reacao fotossintéticos, estabilizando o equilibrio redox, e reduzindo a
fotoinibicdo e danos ao aparelho fotossintético.

Em mitocondrias, a prolina protege o complexo Il da cadeia de transporte de
elétrons durante estresse por sal (HAMILTON; HECKATHORN, 2001). Apds o
estresse a prolina é degradada na mitocéndria pelas enzimas PDH e P5CDH, as quais,
ao oxidar a prolina fornecem elétrons a cadeia transportadora, aumentando a energia
e, consequentemente a planta retoma o crescimento. Dessa forma o catabolismo de
prolina desempenha papel fundamental no equilibrio das espécies reativas de
oxigénio EROs na célula (HAYAT et al., 2012). Como uma alternativa para eliminar as
EROs, a prolina pode atuar na protecédo e estabilizacdo de enzimas que realizam a
detoxificacdo celular, (sistema antioxidante).

Inimeros s@o os estudos que demonstram a relacdo entre a expressao dos
genes do metabolismo com o contetudo de prolina com diversos estresses. Estudo
realizado por Ortega et al. (2008) com plantas de Opuntia streptacantha mostrou
diferenca de comportamento de expressao do gene P5CS em diferentes dias de
estresse. Verificaram que, com 11 dias de estresse, a transcricdo de P5CS atingia

valores maximos em 250 mM de NaCl, sendo que aos nove dias de estresse houve
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correlacdo entre o aumento da transcricdo e acumulo de prolina com o aumento da
concentracdo de NacCl. Filippou et al. (2014) verificaram que a expressédo de P5CS
resultou no acumulo de prolina em Ailanthus altissima, sob estrese salino (150 e 300
mM), comprovando o papel osmoprotetor desse aminoacido na tolerancia dessa
espécie ao estresse salino.

Em um estudo recente, os genes P5CS1 e P5CS2 foram super expressos em
tabaco. As plantas transgénicas aumentaram a sintese de prolina em condi¢cdes de
estresse abiotico (Zhang et al., 2014). A fim de, aumentar a tolerancia ao estresse
salino o gene P5CS de Arabidopsis foi transferido em plantas de batata. O efeito foi
observado no crescimento da planta, morfologia e rendimento do tubérculo. As plantas
transgénicas acumularam alto teor de prolina em relacdo as plantas controle sob
estresse elevado (100 mM de NaCl) e, por sua vez, mostraram tolerancia ao sal e
producédo de tubérculos de boa qualidade (HMIDA-SAYARI et al., 2005).

4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse estudo é possivel concluir que: (i) a
germinacao da cv. BRS AG comeca a ser prejudicada a partir da concentracéo de 170
mM de NacCl; (ii) a partir da concentracdo de 136 mM de NaCl é possivel observar
danos causados pelo estresse salino no crescimento; (ii) o aumento das
concentracfes de cloreto de sbédio exerce reducdo nas variaveis altura, nimero de
raiz, comprimento de raiz, massa fresca da parte aérea e da raiz, bem como, na
producdo de massa seca (MSPA e MSR), exceto para o numero de folhas que
manteve-se estavel; (iv) essas reducdes evidenciaram que o crescimento do sistema
radicular foi mais afetado pela salinidade do que o crescimento da parte aérea; (v) 0
acumulo de prolina nas plantas estressadas foi superior as plantas controle, o que
esta diretamente relacionado ao aumento da expressdo dos genes envolvidos na
biossintese de prolina em cada um dos tempos de estresse; (vi) valores de expressao
altos observados nos genes P5CS2 e OAT aos 20 dias de estresse, explica a elevada
concentracdo de prolina nesse periodo; (vii) ambas as vias, ornitina e glutamato,
contribuem para o aumulo de prolina induzida pelo estresse salino na cv. BRS AG;
(viii) a biossintese de prolina ocorre preferencialmente, via citosol na cv. BRS AG, em
condicBes de estresse salino; (ix) de acordo com os resultados in vitro, o arroz, cultivar

BRS AG, é considerado tolerante ao estresse salino.



CAPITULO Il

EXPRESSAO GENICA E ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS DE ARROZ, CV. BRS AG, SUBMETIDAS A ESTRESSE SALINO

1 INTRODUCAO

O planeta terra € predominantemente salgado, com cerca de 20% da terra
cultivada e quase metade das terras irrigadas afetadas por niveis de salinidade
elevado (ZHU, 2003). A salinidade do solo pode ser decorrente de sua propria
formacao natural ou devido a intervencdo humana. O estresse por altos teores de sais
€ comum em regibes aridas e semiaridas, nas quais, a temperatura e a
evapotranspiracdo sao elevadas coincidindo com a baixa precipitacdo (LODEYRO;
CARRILLO, 2015).

Na metade Sul do Estado do Rio Grande do Sul, a salinidade do solo pode
ocorrer nas lavouras de arroz irrigado das Planicies Costeiras do RS devido a irrigacao
com agua salina. Periodos de baixa precipitacdo na regido permitem a entrada de
maior quantidade de 4gua do mar na Lagoa, ocasionando a salinizacdo da mesma.
Consequentemente a mesma agua € utilizada na irrigacao das lavouras dos arrozais,
coincidindo com a fase reprodutiva das plantas (CARMONA; ANGHINONI; WEBER,
2011).

A salinidade do solo afeta as plantas por meio de efeitos osmaticos, iénicos e
estresse oxidativo (PITMAN; LAUCHLI, 2002). Com indice de sais elevados no solo a
absorcdo de agua e de nutrientes pelas plantas, assim como, a permeabilidade das
membranas, sao prejudicados. Estas alteracdes acabam refletindo no balanco hidrico
e nutricional, provocando mudancgas no metabolismo, hormonais, nas trocas gasosas
e na producdo de espécies reativas de oxigénio, que irdo comprometer a expansao e
divisdo celular, consequentemente o crescimento da planta, levando a aceleracédo da
senescéncia foliar e morte da planta (PRISCO; FILHO, 2010).
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas pelos processos
metabdlicos normais da planta como fotossintese e respiracdo. Entretanto, durante
situacdo de estresse, o desequilibrio metabdlico leva a formacdo de EROs em
excesso na planta, ocasionando estresse oxidativo. Entre os diversos tipos de EROs,
principalmente o oxigénio singleto (*02), radicais superéxido (O2™), peréxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH") podem ser formados (SILVEIRA et al.,
2010). Quando a producdo de EROs é muito maior do que pode ser metabolizado,
elas podem reagir com diferentes componentes celulares. Em excesso podem
ocasionar danos aos lipidios, proteinas e DNA, levando a mudanca estrutural e ou
inibindo a funcdo (FERREIRA; ABREU, 2007). Em compensacao, as plantas
apresentam um complexo sistema antioxidante, cuja funcéo € proteger as células dos
danos ocasionados pelas EROs. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, o ascorbato
(ASA) e a glutationa (GSH) sao os que se destacam. Os principais componentes
enzimaticos do sistema de defesa séo superéxido dismutase (SOD) catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), monodeidroascérbico
redutase (MDHAR) e deidroascorbico redutase (DHAR).

A SOD parece ser a primeira a atuar na linha de defesa na eliminagdo das
EROs, realizando a dismutacéo do radical superdxido em peroxido de hidrogénio. A
conversdo de peréxido de hidrogénio a 4gua e oxigénio é realizada pela catalase e
ascobato peroxidase com a participacdo da glutationa redutase envolvida no ciclo
ASH/GSH.

As enzimas CAT, APX, SOD e GR séao codificadas a partir de diferentes familias
génicas. Em arroz, as enzimas APXs sdo codificadas por uma familia génica
composta de oito genes e estdo localizados em diferentes compartimentos: duas
isoformas citosélicas codificadas por OsAPx1 e OsAPx2, duas isoformas
peroxissomais/glioxissomais codificadas por OsAPx3 e OsAPx4 e as isoformas
cloroplastidicas codificadas por OsAPx5, OsAPx6, OsAPx7 e OsAPx8, sendo que
OsAPXG6 foi localizada também na mitocéndria (TEIXEIRA et al., 2004).

Todas as isoformas de SOD séo nucleares, codificadas e direcionadas aos
seus respectivos compartimentos subcelulares, quando necessario, por meio de
sequéncias de direcionamento amino-terminal (GILL; TUTEJA 2010). As SODs sao
classificadas de acordo com seu cofator metélico e/ou sua localizag&o subcelular: (Fe-
SOD) presente nos cloroplastos, (Mn-SOD) presente nas mitocondrias e

peroxissomos e a Cu/Zn-SODs presentes nos cloroplastos, peroxissomos, citosol e,
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possivelmente, no espaco extracelular (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002).
Segundo Bowler; Montagu; Inze (1992) a enzima catalase é representada por uma
pequena familia, denominadas CatA, CatB, CatC. Trés genes que codificam GR
também tém sido descritos em arroz, uma isoforma citosolica, codificada por OsGR2
(KAMINAKA et al., 1998) e duas isoformas presentes no cloroplasto, codificadas por
OsGR1 e OsGR3 (BASHIR et al., 2007). A expressao dos genes codificantes de APX,
CAT, SOD e GR sao modulados por diversos estimulos ambientais, entre eles, o
estresse salino.

O arroz € uma cultura de grande importancia econémica e amplamente
cultivada no mundo todo. A cultivar BRS AG, desenvolvida pela Embrapa Clima
Temperado de Pelotas/RS, tem por finalidade a producéo de etanol e/ou alimentacéo
animal, atendendo a demanda da regido Sul do RS. Desse modo, BRS AG € a primeira
cultivar de arroz irrigado desenvolvida para outros fins, que ndo o consumo humano,
pois ndo apresenta os padrdes exigidos pelo consumidor (MAGALHAES JUNIOR,
2012).

Sabendo que, a salinidade € um dos fatores que mais influéncia na producéo
de arroz na metade sul do RS, e que o crescimento inicial € uma das etapas mais
sensiveis ao estresse salino para essa espécie, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a expressao génica e atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e
GR) e identificar suas fun¢des no controle dos niveis de EROs nas plantas de arroz,

cultivar BRS AG, apds submisséo a estresse salino.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas,
pertencente ao Departamento de Botanica, Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), localizado no municipio de Capao do Ledo, RS. Foram
utilizadas sementes de arroz da cultivar BRS AG da Estacdo Experimental Terras
Baixas (Embrapa — Clima Temperado).



71

2.2 Condigdes de cultivo das plantas

Antes de serem colocadas para germinar, as sementes foram descascadas
manualmente e desinfestadas, em alcool 70 %, durante 2 minutos e em solucao de
hipoclorito de sédio 3 %, durante 25 minutos, seguidas de trés lavagens com agua
destilada autoclavada, sendo todas as etapas sob agitacdo leve e constante em
camara de fluxo laminar. Apds enxague, as sementes foram secas em papel filtro
estéril e colocadas para germinar em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS de
Murashige; Skoog (1962) com metade da concentracdo das fontes de sais e
suplementado com diferentes concentracdes de NaCl, 10 g L'* de sacarose, 100 mg
L1 de mio-inositol e solidificado com a adi¢édo de 7 g L de agar e pH ajustado para
5,8. Os tubos de ensaio foram fechados com aluminio e autoclavados a 121 °C,
durante 20 minutos. Os cultivos foram mantidos em estufa BOD a 28 °C, no escuro,
durante cinco dias. Passado este periodo, as plantulas foram transferidas para sala
de crescimento.

Para as analises da expressdo génica e atividade antioxidante enzimatica, o
material vegetal foi coletado aos 5, 10, 15 e 20 dias ap0s inoculacdo das sementes ao
meio de cultura. As coletas para ambos, controle (O mM) e com sal (136 mM) de NacCl,
foram realizadas em triplicata, com um total de 15 plantulas por repeticdo. As amostras

permaneceram armazenadas em ultra freezer a =70 °C para analises posteriores.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com duas
concentracfes de NaCl, sendo uma delas com sal (136 mM de NaCl) e o controle
(sem NaCl) e trés repeticoes, cada repeticao representada por 15 plantulas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (P < 0,05) e os valores médios comparados
pelo Teste de Tukey a 5 % de probabilidade pelo software estatistico WinStat
(MACHADO; CONCEICAO, 2002).

2.4 Determinacéo de Superoxido, Peroxido de Hidrogénio e Peroxidacéo lipidica

2.4.1 Determinacgao de superoxido



72

O radical superéxido (O2" 7) foi determinado de acordo com LI et al. (2010).
Tecidos de folhas e sementes (plantulas) (200 mg) foram macerados em tampé&o
fosfato 65 mM (pH 7,8) e centrifugados a 5000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
misturado com 65 mM de tampéo fosfato (pH 7,8) e 10 mM de cloridrato de
hidroxilamina e incubado a 25 °C, durante 20 minutos. Em seguida, 17 mM de
sulfanilamida e 7 mM de a-naftilamina foram adicionados a mistura. A absorbancia da
solucéo foi medida a 530 nm depois de repousar durante 20 minutos a 25 °C. Uma
curva padréo com radical didxido de nitrogénio (NO2) foi utilizada para calcular a taxa

de geragéo do O2" .

2.4.2 Determinacdo do peroxido de hidrogénio

Para a determinacao do contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi utilizada
a metodologia proposta por Velikova; Yordanov; Edreva (2000). Foram utilizados 200
mg de tecido foliar e semente (plantula), macerados em 2,0 mL de solucédo de 0,1 %
(p/v) de acido tricloroacético (TCA). As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, foram coletados
0,25 mL do sobrenadante, nos quais, foram adicionados 0,75 mL de tampao,
composto por fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potassio (KI) 1
M completando um volume final de 2,0 mL em cada tubo. As leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotémetro a 390 nm e o contetddo de H20:2 foi calculado
comparando as leituras obtidas com a curva padrao de H202, expressos em pmol
H202 g MF,

2.4.3 Peroxidacéao lipidica

A peroxidacgao lipidica foi determinada conforme descrito por Heath; Packer
(1968). Cerca de 200 mg de tecido vegetal (folhas e sementes) foram macerados em
N2 liquido e homogeneizados em 2,0 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1 % (p/v).
As amostras foram centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4 °C. Uma aliquota de
0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL da solugcéo de &cido tiobarbitarico
(TBA 0,5% em TCA 10 %), preparado na hora do uso. A mistura foi incubada a 90°C
durante 20 minutos. Posteriormente, a reacéo foi interrompida por resfriamento em

gelo e as leituras determinadas em espectrofotometro a 535 nm e 600 nm. O TBA
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forma complexos com o malondialdeido (MDA), produto secundério do processo de
peroxidacdo. A concentragdo do complexo MDA/TBA foi calculada e a peroxidacdo

expressa em nmol MDA g MF.

2.5 Extracéo e ensaio das enzimas antioxidantes

Amostras de folhas e sementes (200 mg) foram maceradas em N2 liquido e
homogeneizadas em 2,0 mL do tamp&o de extracdo: fosfato de potassio 100 mM (pH
7,8), acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) 0,1 mM e acido ascérbico 10 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante
foi coletado para a determinacdo da atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR). As
proteinas totais foram determinadas com o mesmo tampdo e sua quantificacéo
determinada pelo método de Bradford (1976). Os valores referentes ao teor de

proteinas totais foram expressos em mg proteina g* MF.

2.5.1 Andlise da atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi avaliada pela capacidade da enzima em
inibir a fotorreducéo do azul de nitrotetrazdlio (NBT) em um meio de reacao contendo:
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e
riboflavina 2 uM (GIANNOPOLITIS; REIS 1977). Os tubos com o meio de reacao e as
amostras foram iluminados por 7 minutos com lampada fluorescente de 20 W. Como
controle, o mesmo meio de reacdo, sem a amostra, foi iluminado nas mesmas
condi¢cbes, enquanto o branco foi mantido na auséncia de luz. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro a 560 nm, onde uma unidade de SOD foi
considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50 % a fotorreducdo do NBT

nas condicdes experimentais. A atividade da SOD foi expressa em U mg! proteina.
2.5.2 Analise da atividade da enzima catalase (CAT)
Para determinacdo da atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi utilizada a

metodologia descrita por Azevedo et al. (1998), com algumas modificacées. Sua

atividade foi monitorada, em espectrofotometro, pela degradacdo do H202 a 240 nm
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por 2 minutos, em um meio de reacao contendo tampéo fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,0), 12,5 mM de H20:2 e 50 pL de extrato vegetal, incubado a 28°C. Como branco
foi utilizado o mesmo meio de reacao livre de extrato vegetal. A atividade da enzima

CAT foi expressa em pmol H202 min*t mg* proteina.

2.5.3 Andlise da atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX (EC 1.11.1.1) foi determinada segundo Nakano; Asada
(1981), monitorando-se a taxa de oxidagc&o do ascorbato a 290 nm. O meio de reacao
foi incubado a 28 °C, sendo composto de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), acido ascorbico 0,5 mM e H202 0,1 mM. O decréscimo na absorbancia foi
monitorado por 2 minutos, a partir do inicio da reacao e a atividade da APX expressa

em mmol ASA mint mg? proteina.

2.5.4 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A atividade da GR (EC 1.6.4.2) foi determinada de acordo com Cakmak; Strbac;
Marschiner (1993) pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm devido a oxidacdo do
NADPH. A reacao consistiu de 50 mM de tampé&o fosfato (pH 7,8), 1 mM de glutationa
oxidada (GSSG), 75 uM de NADPH e a aliquota da enzima.

2.6 Analise de RT-qPCR

2.6.1 Extracdo de RNA total

Cada amostra vegetal (100 mg) macerada foi transferida para um microtubo de
1,5 mL livre de nucleases no qual foi imediatamente adicionado o tamp&o de extragao
PureLink® Kit (Invitrogen™). As amostras foram rapidamente homogeneizadas e
mantidas em temperatura ambiente durante 5 minutos. Em seguida foram
centrifugadas a 12.000g durante 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante,
contendo o RNA total, foi transferido para um microtubo livre de nucleases. Foram
adicionados 100 pL de uma solucédo de NaCl 5M ao extrato e a solugao foi
homogeneizada através de leves toques no fundo do tubo. Em seguida foram

adicionados 300 uL de cloroférmio e a solugéo foi homogeneizada através da inversao
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do tubo. As amostras foram entdo submetidas a centrifugagcdo a 12.000 g por 10
minutos a 4 °C para separar as fases. Apos a centrifugacdo, a fase aquosa superior
foi transferida para um microtubo livre de nucleases. Foi adicionado a fase aquosa um
volume igual de isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. A
solucéo foi centrifugada novamente a 4 °C por 10 minutos a 12.000 g descartando o
sobrenadante, tomando cuidado para néo perder o pellet, o qual foi adicionado 1 mL
de etanol 75 %. Os microtubos foram colocados para centrifugar novamente a
temperatura ambiente por 3 minutos a 12.000 g e o sobrenadante foi descartado. Foi
realizada uma breve centrifugacdo nas mesmas condi¢cbes para coletar o liquido
residual, e este foi coletado com auxilio de uma micropipeta. As amostras foram
secadas por 5 minutos em camara de fluxo. O RNA total isolado foi dissolvido em 30
puL de agua DEPC 0,01% autoclavada. As amostras jA homogeneizadas foram

guardadas a "70°C para analises posteriores.

2.6.2 Quantificacdo do RNA

A quantidade de RNA total foi mensurada em espectrofotdmetro a 260 e 280
nm, cuja relagédo fornece uma estimativa da pureza do RNA. A integridade do acido
nucleico foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5 %.

2.6.3 Sintese de cDNA

Primeiramente as amostras foram tratadas com DNAse |, utilizando-se do Kit
Amplification Grade DNAse | (Sigma-Aldrich®) para a remocao de possiveis residuos
de DNA gendmico, seguindo as recomendac¢fes do fabricante. As amostras de RNA
total tratado com a DNAse | foram submetidas a RT-PCR (PCR de transcri¢céo reversa)
para sintese de DNA complementar. A sintese de cDNA fita simples, para cada
amostra, foi feita a partir do RNA (1upg/pL), utilizando do kit SuperScript FirstStrand
System for RT-PCR (Invitrogen).

2.6.4 Reacao de RT-gPCR

As reacoes de RT-qPCR foram realizadas em equipamento Termociclador Bio-

Rad CFX Real Time, utilizando o sistema de fluor6foro SYBR Green (Roche®). Foram
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utilizados primers com amplicons especificos (com um anico pico de dissociacao das
fitas dos produtos da PCR) e com eficiéncia de amplificacédo proxima a 100 % (E =1,8
-2,2). Os primers estao listados na Tabela 1. O volume total das reagdes foi de 12 pL,
sendo 6,25 uL do fluoréforo, 0,25 pyL (10 mM) de cada primer (senso e antisenso), 1
ML de cDNA (diluicdo 1:5, previamente definida) e 4,25 uL de agua ultra pura. As
condicbes de amplificagcdo foram: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos, 60 °C por 1 minuto com insercéo da curva de melting de 65 a 95 °C, com
incremento de 5 °C a cada medida de fluorescéncia. O gene do arroz OsUBQ10 foi
utilizado como controle interno quantitativo (gene de referéncia). A quantificacédo
relativa da expresséao diferencial foi feita utilizando o método de comparacéo de CT

(comparative threshold cycle method) conforme descrito por Livak; Schmittgen (2001).



Tabela 1 - Lista de primers utilizados nas reacdes de gqRT-PCR. Temperatura de anelamento 61°C

Gene Locus Senso/Antisenso
0OsS0OD4- 0OsS0OD4-Cu/Zn S'GCACCAGAAGATGAAGTCCGT?
Cu/Zn AK059841.1 SCGAATGCTCTCCCAACAACAG®
OsSOD3- 0s07t0665200-01 SGGTGTTGCTAATGTCAATGTCTC?®
Cu/Zn AK243377.1 SATCATCAGGATCAGCATGGAC®
0OsSOD2- 0s03t0219200-01 SGCGACCTGGGAAACATAGTAS®
Cu/Zn AKO073785.1 S'GTCATCAGAATCAGCATGAACA®
0OsSODCcl1- 0s03t0351500-01 SCTGATGATCTTGGAAAGGGTGG?
Cu/Zn AK061662.1 SGTGCTGGGAGATGGAAGGT?®
OsSOD- 0s04t0573200-01 SGCTCTATTGCGTTGTATGCCA?®
Cu/Zn AK120348.1 SGCTTGACTCCCAAATGGTGAC®
OsSOD-Fe 0s06t0115400-01 SCAAGTCACAAACCCAGAGTCAT ¥
AK111656.1 SGGAATACAAGATGTCAGGCTCA?®
OsCATA 0s02t0115700-01 SGTGAAGATTGCGAATAGGCTC®
AK065094.1 STCTGGCCTTATTTGGTTGGT?®
OsCATB 0s06t0727200-01 SGACAAGGAGAACAATTTCCAACAG?
AK100019.1 SAGTAGGAGATCCAGATGCCAC?
OsCATC 0s03t0131200-01 5GTGATTGCCAAGGAGAACAAC?
AK066378.1 SGAGTGCGTCGATCCATCTCT?®
OsAPX1 0s03t0285700-01 STCAGGACATTGTTGCCCTC?®
AK061841.1 SGTCACCACTCAGAAGCTCC?®
OsAPX2 0s07t0694700-01 5CTCTCCTACGCCGACTTCTACS?
AK061715.1 SAGGTGGTCAGAACCTTGTGT?®
OsAPX3 0s04t0223300-00 SATCCCAAGATTACCTATGCTGACC?
AY382617.1 STGATAAGCCCATCCTGTAGAAGAC?®
OsAPX4 0s08t0549100-01 5GGCACTTATGACGTGAACACA3
AKQ070842.1 STGATCTTAGGGCTCTTGGCTT?®
OsAPX5 0s12t0178200-01 SGTGAAGAATGCCCACCTGAG?
AK073910.1 SCCTGACAACGCAACAATTTCC?®
OsAPX6 0s12t0178100-01 SGAAGCTGATCCAGCCCATCAS
AK061107.1 SCGGCTTCCTCAATGGCTGT?®
OsAPX7 0s04t0434800-01 SACGGATTGATGTCACAGGTC?
AK063934.1 SAAGTGTATGTGCTCCAGACAG?
OsAPX8 0s02t0553200-01 SAAGGATGGGCATGTGAATGG®
AK100016.1 STGAGCCATGACAACTAGATAATGT?®
OsGR1 0s03t0163300-01 SATTGGTGGGTTCTCACATGTTA®
AK103418 SACCATTATTGCTCCGTTCTTGT?®
OsGR2 0s02t0813500-01 SCACCTGTTGCACTGATGGAG*
AK100446 SGTTCACTCAAGCCCACTACTG?®
OsGR3 0s10t0415300-01 S'"CCACAAGTCAGAAGTAGATACACC?®
AK108799 SGTTGGATTTCTCTGGTACTGCTC?®
UBQ10 0s02t0161900-01 STGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG?®

AK101547

SGCACCACAAATACTTGACGAACAG®
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacéao do radical superoxido

Plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas ao estresse salino (136 mM de
NaCl), apresentaram os niveis de superdxido aumentados em relagdo ao controle,
conforme dados mostrados na Figura 1. As plantas cultivadas durante cinco dias em
presenca de NaCl mostraram valores de 0,321 significativamente superior ao controle
com valor de 0,220. Para os demais dias ndo houve diferenca entre as concentragdes
de NaCl. O conteudo de superoéxido (O2™) foi influenciado pelo tempo de exposicao
ao estresse. Para as plantas sob estresse, o maior conteido de Oz~ ocorreu no
periodo de cinco dias (0,321) diferindo significativamente dos demais tempos de
estresse (10 dias = 0,164, 15 dias = 0,120 e 20 dias = 0,124). Entretanto, para o
controle, o maior conteado de Oz~ ocorreu aos cinco e 10 dias (0,220 e 0,139)

diferindo dos tempos finais de estresse (15 dias =0,078 e 20 dias = 0,109).
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Figura 1 —Teor de superoxido em arroz, cultivar BRS AG, submetida ao estresse salino (136 mM). Os
valores séo representados pela média de cada tratamento + desvio padrdo (n=3). Letras mailsculas
indicam diferenca significativa p<0,05 entre os dias de estresse para o mesmo tratamento e letras
mindsculas indicam diferenca entre a concentracéo de NaCl e o controle em cada dia.

A aclimatacao da planta a condigéo de salinidade é frequentemente associada

com aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROSs), tais como, radical
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superoxido (O2™), radical hidroxila (HO:), peroxido de hidrogénio (H202) e o oxigénio
singleto (*O2), que podem vir a ser téxico as células. As EROs sdo produzidas durante
0 metabolismo aerdbico da planta, porém, a producdo aumenta durante condicdes de
estresse através da interrupcdo do sistema de transporte de elétrons, e atividades
metabdlicas que ocorrem nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (AHMAD;
BHARDWAJ; TUTEJA, 2012).

Durante condicbes normais as EROs sédo eficientemente eliminadas por um
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, enquanto que, durante o estresse
salino, a producéo excessiva de EROs pode causar um desequilibrio no sistema de
defesa (SOFO et al., 2015). No presente estudo, a concentragdo O2" em plantas
crescidas no meio salino, foi superior as plantas controle no quinto dia apés a
germinacao. Este aumento pode estar estreitamente relacionado a baixa atividade da
SOD neste dia. No entanto, verificou-se uma redugdo dos niveis de superéxido no
decorrer do tempo de estresse. Ao mesmo tempo a atividade da SOD nos tempos de
10 e 15 dias é significativamente superior em plantas estressadas, cujo resultados
serdo detalhados mais adiante. Entende-se que, a atividade dessa enzima
acompanhou os niveis de superéxido produzidos pelas plantas de arroz em condicdes
desfavoraveis de crescimento, visto que, quando a sua atividade se encontra
aumentada, os niveis de superéxido permaneceram reduzidos.

O radical supero6xido € um radical livre, moderadamente reativo, com uma meia
vida curta (2-4 us), porém, ndo consegue atravessar as membranas e deve ser
imediatamente convertido a H202. Caso néo seja eliminado pode interagir com outras
moléculas e formar radical hidroxila (HO:) extremamente nocivo a célula (SHARMA et
al., 2012). O radical hidroxila tem um tempo de vida muito curto, porém, € muito
reativo, podendo causar danos ao DNA (FERREIRA; ABREU, 2007). De acordo com
os resultados desse estudo os niveis aumentados de superéxido (Oz2' ") no quinto dia
apos tratamento com salinidade ndo causou danos as estruturas celulares das
plantas, visto que, ndo houve aumento dos niveis de MDA. Entende-se que a atividade
da enzima SOD foi eficiente eliminando esta espécie reativa de oxigénio nas plantas
estressadas, devido a reducéo dos niveis de superoxido ou baixa produ¢cdo do mesmo
ao longo do tempo de exposicéo ao estresse.

Mishra; Bhoomika; Dubey (2013), trabalhando com cultivares de arroz
sensiveis (Malviya-36), constataram que na concentracdo de 140 mM de NacCl, folhas

e raizes das plantas apresentaram aumento da concentracdo de superoxido com o
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aumento do tempo de exposic¢ao (5-20 dias) ao estresse. Resultados contrarios foram
observados na cultivar BRS AG, onde a concentracao de superoxido reduz ao longo
do tempo de estresse. Entretanto o conteddo de superoxido reduziu ao longo do
tempo de estresse nas plantas tolerantes ao sal (CSR-27) avaliadas por estes autores,
0 que esta de acordo com o resultado encontrado para cv. BRS AG neste trabalho.

Desta forma, pode-se inferir que a cv. BRS AG, tolera concentracdes altas de NaCl.

3.2 Determinacao de perdxido de hidrogénio

Ao analisar a formacdo de peréxido de hidrogénio em plantas de arroz em
condicdo de estresse salino, observou-se na Figura 2 maior contetdo de H202 (0,304)
em plantas tratadas com NaCl aos 20 dias. Do mesmo modo, comparando entre 0s
dias de estresse, os maiores valores de contetdo de H202 ocorreram aos 10 e 20 dias.
Os maiores valores médios para essa espécie reativa de oxigénio no controle, ocorreu
nas plantas com cinco e 10 dias de idade, apresentando valores de 0,534 e 0,559,
respectivamente, sendo esses significativamente superior aos demais tempos.

As plantas que receberam o estresse salino (136 mM de NaCl) mostraram
baixos valores de H202, ficando este abaixo do controle aos cinco, 10 e 15 dias. Aos
cinco dias com o contetdo de superdxido aumentado e a baixa atividade da SOD nas
plantas estressadas, explica o nivel baixo de H202 neste dia. Uma vez que a SOD néo
estava realizando a dismutacdo do superoxido em H202. Aos 15 e 20 dias o baixo
contetdo de H202 na concentracdo de 136 mM de NaCl, indica que a atividade
aumentada para CAT e APX poderiam ser responsaveis por destoxificar o H202
produzido pela SOD. Ha contrastantes dados na literatura no que refere-se a essa
variavel em condi¢des de salinidade, onde o conteudo de H20:2 foi aumentado (WANG
et al.,, 2009) permaneceu inalterado e diminuiu (TURAN; TRIPATHY, 2013) sob
estresse salino. Os dados do presente estudo estdo de acordo com Turan; Tripathy

(2013), que qual relataram diminuicédo no teor de H202 nessas condicdes.
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Figura 2 — Teor de peréxido de hidrogénio em arroz, cultivar BRS AG, submetida ao estresse salino
(136 mM). Os valores séo representados pela média de cada tratamento + desvio padrao (n=3). Letras
mailsculas indicam diferenca significativa p<0,05 entre os dias de estresse para o0 mesmo tratamento
e letras minusculas indicam diferenca entre a concentracao de NaCl e o controle em cada dia.

No presente estudo os niveis de perdxido de hidrogénio apresentaram-se
aumentados nas plantas crescidas durante o periodo de 20 dias em meio salino (136
mM de NaCl). Ao mesmo tempo, tal elevacao a principio nao foi prejudicial as células,
provavelmente ndo ocorreu a formacao de radicais livres, como o radical hidroxila.
Diferente dos resultados deste estudo, Das; Seal; Biswas (2016) trabalhando com
arroz cv. MTU1010, sob estresse salino, relataram aumento dos niveis de peréxido de
hidrogénio e MDA nas plantas estressadas.

O peroxido de hidrogénio € moderadamente reativo e tem relativamente longa
meia-vida (1ms). E sabido que o peroxido de hidrogénio, assim como outras EROs
nao sao metabdlitos unicamente téxicos a célula, mas podem atuar como moléculas
sinalizadoras, sendo benéficas em baixas concentracfes e tdéxicas quando em
excesso (SHARMA et al.,, 2012). De certo modo, entende-se que 0s niveis
encontrados para a cultivar BRS AG eram baixos néo vindo a ocasionar danos.

Uma grande variedade de estimulos ambientais leva a um aumento temporario
de H202, sendo este fenbmeno visto como um sinal que transmite os estimulos iniciais
para uma resposta final no metabolismo, o que pode justificar o aumento dessa ERO
aos 20 dias de estresse. Devido a longa vida e alta permeabilidade através das

membranas, o perdéxido de hidrogénio esta comecando a ser aceito como um
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mensageiro secundario em presenca de EROs (GILL; TUTEJA, 2010), além de atuar

como um regulador chave em uma ampla variedade de processos fisioldgicos.

3.3 Determinacéao de peroxidacao lipidica

Os resultados da peroxidacéo lipidica, em plantas de arroz cultivar BRS AG,
determinados através do conteddo de MDA sdo mostrados na Figura 3. Pode-se
observar que os maiores niveis de MDA ocorreram no controle aos 5, 10 e 20 dias.
Para os demais tempos ndo houve diferenca dos niveis de MDA entre as
concentracdes de NaCl. Nas plantas cultivadas em meio salino, o maior nivel de MDA
ocorreu aos cinco dias (34) diferindo significativamente dos demais tempos de (10
dias = 5,51; 15 dias = 9,09 e 20 dias = 5,49). Para o controle os niveis de peroxidacao
lipidica apresentaram variac6es ao longo do tempo de estresse, sendo que, 0 menor
valor de MDA foi observado no tempo de 15 dias (8,52).
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Figura 3 —Teor de peroxidacao lipidica em arroz, cultivar BRS AG, submetida ao estresse salino (136
mM). Os valores sao representados pela média de cada tratamento + desvio padrao (n=3). Letras
mailsculas indicam diferenca significativa p<0,05 entre os dias de estresse para o mesmo tratamento
e letras minUsculas indicam diferenca entre a concentracéo de NaCl e o controle em cada dia.

A peroxidacao lipidica ocorre quando os niveis de EROs encontram-se em
excesso na célula, afetando o seu funcionamento normal, devido ao estresse oxidativo

através da producao de radicais derivados de lipidios. Em membranas o processo
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inicia pela retirada de um atomo de hidrogénio de uma cadeia poli-insaturada de um
lipidio (acido linolénico e linoleico sdo os mais suscetiveis). Esse processo ocorre por
meio da acdo de espécies reativas de oxigénio como H202 e superoxido, mais
comumente pelo radical hidroxila HO+, por ser uma molécula altamente reativa. Dessa
primeira reacdo é formado o radical lipidico (L) e com adicdo de uma molécula de
oxigénio tem se a formacgdo de um radical peroxilo (LOOe+). Esse radical pode
propagar-se ainda mais na reacdo em cadeia da peroxidagcdo reagindo com outros
lipidios adjacentes e formando lipidios hidroperéxidos (LOOH). O hidroperéxido de
lipidio resultante pode facilmente decompor-se em espécies reativas como radicais
alcoxilo, aldeidos (malondialdeido), alcanos, alcoois, entre outros. Entre os efeitos da
peroxidacao lipidica, a reducado da fluidez da membrana, facilitando a passagem de
substancias que antes atravessavam a membrana através de canais e ou
transportadores. Os aldeidos formados podem formar conjugados com DNA e
proteinas, causando prejuizos ainda maiores a planta (GILL; TUTEJA, 2010;
FERREIRA, ABREU, 2007).

Segundo Hernandez et al. (2001) a evidéncia crescente de que existe uma
lesdo na membrana sob estresse salino esté relacionada ao aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio altamente téxicos. A oxidacdo de &cidos graxos de
membrana pelas espécies reativas de oxigénio pode resultar em produtos secundarios
gue agravam os danos. Dentre eles 0 acido malondialdeido (MDA) é o principal e mais
estudado produto da peroxidacao lipidica (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).
No entanto, a cultivar BRS AG ndo apresentou os niveis de MDA aumentados, o que
indica que as EROs ndo chegaram a causar danos celulares. Khan; Panda (2008) ao
estudar a resposta de plantas de arroz em condi¢des de estresse salino, evidenciaram
um aumento da peroxidacao lipidica para ambas as cultivares estudadas, mas o nivel
foi superior para a cultivar Begunbitchi (sensivel) em relacéo a Lunishree (tolerante).
Os autores apontam que o mecanismo de protecao foi mais eficiente sobre o estresse
salino na cultivar Lunishree, consequentemente com menor nivel de peroxidagcao
lipidica. Foram observados aumento na peroxidacao lipidica também em plantas de
Triticum aestevium cultivadas sob estresse salino (MANDHANIA, MADAN,
SAWHNEY, 2006).

3.4 Atividade das enzimas antioxidantes
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3.4.1 Atividade da enzima Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi influenciada pelo estresse salino
em plantas de arroz, cultivar BRS AG, durante a fase inicial de seu desenvolvimento
(Figura 4). Para essa enzima, foi observado aumento da sua atividade em plantas
crescidas em condi¢do de salinidade (136 mM de NaCl) durante o periodo de 10 e 15
dias de estresse, cujos valores médios, 24,85 e 21,18, da atividade da enzima foram
significativamente superior, comparado as suas plantas controle, com valores de 11,
52 e 9,50, respectivamente. Por outro lado, com cinco dias de estresse ocorreu
redugcédo na atividade de SOD nas plantas estressadas. Aos 20 dias a atividade
também foi baixa, assemelhando-se ao controle. Observou-se o comportamento
enzimatico, ao longo do tempo de estresse, para o controle e a concentracdo salina,
notando-se que para a concentracdo de 136 mM de NaCl ndo houve diferenca
significativa para a atividade de SOD. Porém, para as plantas controle percebeu-se
maior atividade da enzima aos cinco dias, cujo valor foi 38,20, o qual ndo diferiu do
tempo de 20 dias (36,46). Menor atividade da enzima em plantas controle ocorreu

durante o periodo de 10 e 15 dias.
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Figura 4 - Atividade da enzima superéxido dismutase em plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas
a condicdes de salinidade por diferentes tempos. Médias da atividade + desvio padrdo (n=3), onde
letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os dias de estresse para 0 mesmo tratamento e
letras minUsculas indicam diferenca entre o controle e sal em cada dia.
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A enzima superoxido dismutase € a primeira linha de defesa contra EROs,
realizando a dismutacéo do radical superoxido. A atividade da SOD é considerada de
extrema importancia na célula, visto que o radical superoxido € o primeiro
intermediario formado pela adicdo de um elétron ao O2. E uma metaloenzima, que
atua em duas moléculas de superoxido, retirando um elétron extra desse radical e
colocando-o em outro. Assim, forma-se uma molécula de oxigénio normal e outra
molécula com um elétron extra, que ira reagir rapidamente com dois ions de
hidrogénio para formar o peroxido de hidrogénio (GILL; TUTEJA, 2010).

Plantas de arroz tolerantes (CSR-1 e Pokkali) e sensiveis (MI-48, IR-28) e duas
cultivares de Triticum aestivum, tolerante ao sal KRL-19 e sensivel WH-542
submetidas as concentracfes salinas de 50 e 100 mM, apresentaram atividade
aumentada da enzima SOD somente nas plantas tolerantes ao sal. Esse
comportamento foi observado em todos os tempos de estresse e com aumento da
salinidade no meio. Com relagéo a cultivar BRS AG, a atividade da SOD foi superior
no tempo de 10 e 15 dias nas plantas estressadas, consequentemente nao
apresentou comportamento similar as cultivares mencionadas anteriormente, nas
quais a atividade da SOD aumentou em todos os tempos avaliados (CHAWLA; JAIN;
JAIN, 2013; MANDHANIA, MADAN, SAWHNEY, 2006).

HU et al. (2012) em plantas de azevem cultivadas em 250 mM de NaCl, durante
o periodo de 4, 8 e 12 dias, observaram que a atividade da SOD aumentou somente
nas plantas que permaneceram durante quatro dias sob estresse salino. Semelhante
aos resultados obtidos na cv. BRS AG no presente estudo. A partir desses resultados,
fica claro a importancia da atividade da SOD em plantas, de modo que falhas na sua

atuacao podem afetar o metabolismo das plantas devido ao estresse oxidativo.

3.4.2 Atividade da enzima Catalase (CAT)

Para a catalase (CAT) houve diferenca significativa entre as concentracdes de
NaCl (0 e 136 mM) apds cinco dias de exposi¢cdo ao estresse. No quinto dia a CAT
apresentou aumento da sua atividade para as plantas controle, apresentando valor
médio de 0,31, comparado a 0,23 das plantas que receberam o estresse (Figura 5).
Para os demais tempos a enzima apresentou maior atividade nas plantas crescidas
em meio salino, porém, ndo diferindo das plantas controle. Em relacdo ao

comportamento da atividade com o decorrer do tempo, observou-se que, as plantas
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gue receberam o estresse apresentaram aumento significativo da atividade da CAT
com o0 aumento do tempo de exposi¢ao ao estresse, a partir do tempo de 15 dias, cujo
valores foram 0,31 e 0,38 para os periodos de 15 e 20 dias de estresse,
respectivamente. As plantas controle apresentaram maior atividade da CAT, aos 20
dias, o qual ndo diferiu do tempo de cinco dias. Ja aos 15 e 10 dias a atividade reduziu
para 0,28 e 0,17, respectivamente.
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Figura 5 - Atividade da enzima catalase em plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas a condi¢des
de salinidade por diferentes tempos. Médias da atividade + desvio padrao (n=3), onde letras mailsculas
indicam diferenca estatistica entre os dias de estresse para 0 mesmo tratamento e letras mindsculas
indicam diferenca entre o controle e sal em cada dia.

3.4.3 Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX)

Nas plantas de arroz tratadas com 136 mM de NaCl, a atividade da ascorbato
peroxidase (APX) foi superior somente no tempo de 10 dias de estresse, com um valor
médio de 2,39 quando comparado ao valor 1,19 das plantas que ndo cresceram em
meio salino, conforme pode-se observar na Figura 6. Aos 20 dias percebeu-se o
contrario, maior atividade de APX nas plantas controle com 4,33 em relacéo a 2,63 de

plantas que receberam o estresse salino. O aumento do tempo de estresse néo teve
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influéncia sobre a atividade da enzima APX em plantas de arroz. Ja em relacdo ao
controle, maior atividade ocorreu aos 20 dias, nao diferindo estatisticamente dos
valores encontrados no tempo de cinco e 15 dias. H& um decréscimo da atividade no

tempo de 10 dias, porém nao foi estatisticamente diferente ao observado para o tempo
de cinco e 15 dias.
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Figura 6 - Atividade da enzima ascorbato peroxidase em plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas
a condicdes de salinidade por diferentes tempos. Médias da atividade + desvio padrdo (n=3), onde
letras mailsculas indicam diferencga estatistica entre os dias de estresse para 0 mesmo tratamento e
letras mindsculas indicam diferenca entre o controle e sal em cada dia.

A catalase e o ciclo do ascorbato glutationa séo importantes na eliminagao do
H20: e, apesar de suas propriedades e requisitos serem diferentes, podem funcionar
efetivamente em paralelo. Como a CAT opera sem agente redutor, ela fornece as
plantas uma forma energeticamente eficiente para remocéo do H202 (SHARMA et al.,
2012). A atividade da CAT é efetiva, principalmente, em concentracdes relativamente
altas de H202, por isso sdo consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo de
EROs, especialmente em condi¢des de estresse severo (DUBEY, 2011). O ascorbato
reduzido (ASA) é considerado o mais importante substrato para reduc¢éo do H202 em
agua e oxigénio molecular na célula vegetal. Nos cloroplastos e mitocéndrias a APX
atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual, o H202 formado pela acédo da SOD é
reduzido pelo ascorbato (LOCATO et al.,, 2010). A APX utiliza duas moléculas de



88

ascorbato como doadoras de elétrons para reduzir uma molécula de H20z2, possui alta
afinidade pelo substrato, quando comparada a CAT, eliminando-o mesmo em baixas
concentracdes (GILL; TUTEJA, 2010).

No presente estudo a enzima catalase apresentou baixa atividade no quinto dia
nas plantas que germinaram em meio salino. Tal comportamento pode ser explicado
pela presenca de concentracdes baixas do substrato (H202) nesse dia, visto que, ao
mesmo tempo, 0s niveis de radical superdoxido encontravam-se elevados. Em
contrapartida, a atividade da APX manteve-se estavel ao longo do tempo,
apresentando valores superiores nas plantas estressadas somente no tempo de 10
dias. Consequentemente, o0 aumento da atividade da catalase ao longo do tempo e a
manutencdo dos niveis de APX foram eficientes na protecdo e manutencdo do
equilibrio das EROs na célula. O aumento da concentracdo de peréxido de hidrogénio
aos 20 dias nas plantas estressadas nao foi elevado, de modo a causar danos a célula.

De acordo com Mishra; Broomika; Dubey (2013) a propriedade de tolerancia ao
sal em plantas de arroz deve-se a niveis elevados de antioxidantes ndo enzimaticos
e a atividade das enzimas antioxidantes durante o estresse. Os resultados
encontrados para a cultivar BRS AG estdo de acordo com os que foram obtidos por
esses autores e por Chawla; Jain; Jain, (2012). Eles relataram aumento da atividade
da enzima catalase em plantas de arroz apdés submissdo a estresse salino em
concentracbes de 50, 100 e 140 mM, com o aumento do tempo de exposi¢cao ao
estresse.

Segundo Khan; Panda (2008) a queda da atividade enzimética da catalase
em raizes de arroz promovem acumulacdo de H202, e este presente na célula através
da reacdo de Haber-Weiss pode formar radicais hidroxila. O radical hidroxila é
conhecido por danificar as membranas biolégicas e reagir com a maioria dos
compostos presentes em sistemas biolégicos, eles contribuem na peroxidacéo
lipidica. A relacdo entre os niveis de H20:2 e a atividade da enzima catalase também
foi observado por Chunthaburee et al. (2015) em genoétipos de arroz. Plantas
tolerantes com atividade elevada da catalase apresentavam niveis inferiores de H202,
guando foram cultivadas em 100 mM de NacCl.

Umnajkitikorn; Faiyue; Saengnil, (2013), estudando a cultivar Kum Doi Saket,
de arroz pigmentado, sob condi¢cdes de salinidade in vitro, obtiveram resultados
semelhantes ao do presente estudo. Os autores observaram atividade da APX

superior nas plantas estressadas, quando comparada aos seus respectivos controles,
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apenas no quarto dia apos adicdo de 150 mM de NaCl ao meio. Esses resultados
estédo de acordo aos encontrados no atual estudo onde a atividade de APX foi superior
nas plantas tratadas com sal, comparado ao seu respectivo controle, apenas em um
dos tempos de estresse (10 dias). Com relacédo a atividade da catalase resultados
diferentes foram encontrados por esses autores, que verificaram reducédo da atividade

da CAT durante a germinacao das plantas em meio salino.

3.4.4 Atividade da enzima Glutationa redutase (GR)

Conforme os resultados mostrados na Figura 7, foi observado que entre as
plantas controle e as plantas que receberam o estresse salino, ndo houve diferenca
na atividade enzimatica da glutationa redutase. Nas plantas que germinaram em meio
com a concentracdo de 136 mM de NaCl observou-se maior atividade de GR aos 10
dias (0,648), 15 (0,606) e 20 (0,532) dias, comparado com a baixa atividade aos cinco

dias (0,220). O mesmo comportamento foi observado nas plantas controle.
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Figura 7 — Atividade da enzima glutationa redutase em plantas de arroz, cultivar BRS AG, submetidas
a condicdes de salinidade por diferentes tempos. Médias da atividade + desvio padrdo (n=3), onde
letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os dias de estresse para 0 mesmo tratamento e
letras minUsculas indicam diferenca entre o controle e sal em cada dia.

A enzima glutationa redutase (GR) é essencial na eliminagdo da EROs e na
manutencao da glutationa (GSH) reduzida atraves do ciclo ascorbato/glutationa. Para

a cultivar BRS AG, cultivadas em condi¢cbes salinas, a atividade de GR nao foi
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significativa entre os tratamentos. Em plantas de arroz cv. CSR10 e Pusa Basmatil
(PB1), Turan; Tripathy (2013), verificaram que a atividade de GR aumentou em
resposta ao estresse salino (200 mM) em ambas as cultivares. O aumento na atividade
de GR em resposta ao estresse foi maior nas plantas sensiveis. Estes resultados nao

estdo de acordo com os encontrados no presente estudo na cv. BRS AG.

3. Expresséo de genes que codificam as isoformas das enzimas do sistema
antioxidante

A partir de andlise de variancia foi possivel verificar que os niveis de transcritos
dos genes das enzimas CAT, SOD, APX e GR, em plantas de arroz submetidas a
estresse salino (136 mM de NacCl), foram significativamente alterados em fung¢éo dos
tempos de estresse (Tabela 2).

A enzima superéxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo de O2" a
peroxido de hidrogénio. As SODs sao classificadas de acordo com sua localizagédo
subcelular e seus cofatores (RACCHI et al., 2001). Com relacdo as isoformas da
enzima SOD, em arroz sdo conhecidas oito, porém, no presente estudo foram
avaliadas seis genes, pois foram testados mais de um par de primers, e ndo houve
amplificacdo. Nas plantas de arroz germinadas em meio salino, os genes OsSOD3-
CU/Zn, OsSOD2-Cu/Zn e OsSOD-Cu/Zn apresentaram comportamento similar de
expressdo, conforme mostrado na Figura 8, sendo que os valores médios de
expressdo encontrados no tempo de cinco dias diferiram dos demais tempos de
estresse, igualando-se apenas ao controle. Os valores de expressao em 10, 15 e 20
dias nao diferiram entre eles. Os genes OsSOD4-Cu/Zu e OsSODCcl-Cu/Zn
apresentaram aumento significativo de expressdo aos 15 dias de estresse, havendo
reducdo da expressao aos 20 dias. Para essa cultivar foi observado que somente o
gene OsSOD-Fe apresentou maior valor de expressao nas plantas expostas durante
o periodo de cinco dias em condicéo de salinidade (QR = 1,96) comparando aos outros

dias.
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Figura 8 - Expressao de genes que codificam seis isoformas da enzima superdxido dismutase (SOD)
em plantas de arroz, BRS AG, cultivadas em condi¢des de salinidade (136 mM de NacCl) por diferentes
tempos.

A superéxido dismutase (SOD) desempenha papel central na defesa contra o
estresse oxidativo em todos os organismos aerdbicos. Trés isoenzimas de superoxido
dismutase s&o conhecidas em plantas: SOD de cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), SOD de
manganés (Mn-SOD), e SOD ferro (Fe-SOD) (FRIDOVICH, 1989).

As plantas de arroz, cultivar BRS AG, apresentaram valores médios de
expressao dos genes OsSOD3-CU/Zn, OsSOD2-Cu/Zn e OsSOD-Cu/Zn aumentados
nos tempos 10, 15 e 20 dias e OsSOD4-Cu/Zn e OsSODCc1-Cu/Zn no tempo de 15
dias, sugerindo que a maior parte da atividade da SOD foi devido a estes genes. A
baixa atividade enzimatica da SOD no tempo de cinco dias nas plantas estressadas,
deve-se, principalmente, a baixa expressao dos genes neste dia. Aos cinco dias valor
de expresséao superior ao controle foi observado somente para o gene OsSOD-Fe. A
expressao dos genes Cu/Zn em todos os tempos de estresse, exceto aos cinco dias,
indica que radicais superoxido estavam sendo produzidos em diferentes
compartimentos celulares (cloroplastos, peroxissomos e citosol).

Similar aos nossos resultados, Mishra; Bhoomika; Dubey (2013) e Eyidogan;
Oktem; Yiicel (2003) observaram que o aumento da atividade da SOD estava

diretamente relacionado com o gene Cu/Zn-SOD nas cultivares Malviya (sensivel) e
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CSR-27 (tolerante) de arroz e em Triticum aestivum e Triticum durum, expostas a
niveis de salinidade de 70 e 140 mM de NaCl e 70 mM, respectivamente.

Resultados contrarios foram encontrados por Menezes-Benavente et al. (2004),
que observaram que apenas o0 gene sodCc2 era transcrito em plantas de arroz
cultivadas in vitro apos submissas em condicdo de salinidade (250 mM de NaCl). Em
plantas cultivadas em casa de vegetacdo, ambos os genes sodCcl e sodCc2 foram
significativamente expressos. Morita et al. (2011) apontam que o estresse salino (100
mM de NaCl) ndo causou aumento da transcricdo de sodCcl e sodCc2 em plantas de
arroz cultivar Nipponbare. Esses resultados diferem dos que foram encontrados para
a cultivar BRS AG, onde todos os genes Cu/Zn dependentes foram expressas em
algum dos tempos de estresse.

Para a maioria dos genes da enzima APX, na cultivar BRS AG, a expressao foi
significativamente aumentada em plantas submetidas ao tratamento com NacCl,
conforme mostrado na Tabela 2 e Figura 9. Dos oito genes avaliados, OsAPX1,
OsAPX2 e OsAPX8 apresentaram expressao significativamente aumentada (p<0,05)
na presenca de estresse salino nos tempos finais (15 e 20 dias), quando comparados
aos seus respectivos tratamentos controle. OsAPX3 e OsAPX5 obtiveram maiores
valores de expressao no tempo final de estresse (20 dias), quando comparados aos
seus respectivos tratamentos controle e aos demais tempos de estresse. Em relagao
aos genes OsAPX7 e OsAPX4 observou-se aumento significativo na expressao no
tempo de 10 e 15 dias de estresse, respectivamente, sendo que os valores de
expressao para ambos os genes nao diferiram entre os tempos 10, 15 e 20 dias. A
expressao do gene OsAPX6 manteve-se estavel ao longo do tempo de estresse nao
apresentando diferenca significativa. Entre o0s oito genes, OsAPX1 apresentou valores

de expresséao superior em relagdo aos demais genes.
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Figura 9 - Expresséo de genes que codificam oito isoformas da enzima ascorbato peroxidase (APX)
em plantas de arroz, BRS AG, cultivadas em condi¢fes de salinidade (136 mM de NaCl) por diferentes
tempos.

O ciclo ascorbato/glutationa € uma importante via de defesa em plantas. Duas
enzimas principais, APX e GR, utilizam ascorbato e glutationa como substratos
respectivamente, participando de uma série de reacdes que resultam na
desintoxicacdo de H202. O arroz possui oito isoformas da ascorbato peroxidase
localizadas em diversos compartimentos celulares (SILVEIRA et al.,, 2010).
Analisando a cultivar BRS AG foi observado que, todod os genes da APX, com
excecdo da OsAPX6, apresentaram aumentos nos valores de expressao no decorrer
do tempo de estresse. Tal comportamento explica que o aumento do nivel de
transcrito possa ter contribuido para a manutencédo da atividade da enzima durante
todo o periodo de estresse. O aumento na expressao do gene OsAPX7 ap6s 10 dias
em resposta ao estresse salino, para a cultivar BRS AG, pode estar correlacionado
com a atividade da enzima. OsAPX7 presente nos cloroplastos, certamente contribuiu
com a eliminacdo do H202, uma vez que a catalase parece ndo atuar nessa organela,
embora ha alguns estudos apontando que sim (MHAMDI et al., 2010). No entanto, aos
20 dias de estresse 0 aumento significativo da expressdo de OsAPX1, OsAPX2,
OsAPX8, OsAPX3 e OsAPX5 ndo esta relacionada com o aumento da atividade
enzimatica. Neste dia, maiores valores da atividade enzimatica foram observados nas
plantas que n&o receberam estresse. Isso pode ter ocorrido devido ao fato que esses
aumentos de transcrito ndo estavam sendo traduzidos em proteina. Segundo Dale;
Schantz (2002) o aumento da quantidade de mRNA presente ndo necessariamente

correlaciona-se com a quantidade de proteina produzida.
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Outro ponto a ser levado em consideragdo € que todas as APXs utilizam o
ascorbato reduzido (AsA) como doador especifico de elétrons para reduzir o H202
para H20 e Oz, logo, esse em baixa concentracdo pode inibir a atividade da APX. Além
disso, a protecdo realizada pela APX bem como a sua atividade, ocorre em conjunto
com as enzimas GR, MDHAR e DHAR, que compdem a ciclo do ascorbato/glutationa
(SILVEIRA et al., 2010). Diante disso, nivel elevado de AsA enddgeno é essencial
para a manter o sistema antioxidante, que é indispensavel na protecdo das plantas
aos danos oxidativos. Em condi¢cdes especiais, em que a concentracdo de acido
ascorbico é menor do que 20 UM, a atividade APX é rapidamente perdida, sendo que,
as que se encontram presentes em cloroplastos sdo menos estaveis. Logo, as APX
do citosol e membrana, tém tempos de meia-inativacdo de cerca de uma hora ou mais,
enguanto que para mitAPX e chlAPX menos do que 30 segundos (SHIGEOKA et al.,
2002). O fato da atividade enzimatica ndo corresponder de forma tao significativa com
0 aumento da expressao dos genes também pode ser explicado pela baixa
disponibilidade do ascorbato reduzido, substrato necessario para atividade dessa
enzima. De modo que o ascorbato também pode estar atuando diretamente sob as
EROs.

Menezes-Benavente et al. (2004) avaliaram a expressao de genes do sistema
antioxidantes em plantas de arroz expostas durante onze dias em estresse salino (250
mM de NaCl). Em plantas com até trés dias de estresse constataram que a APX
citosdlica foi regulada positivamente. O mesmo ocorreu para este experimento, sendo
que ambos os genes que codificam as isoformas citosdlicas elevaram a expressao na
presenca do estresse, em destaque para APX1, que apresentou maiores valores de
expressao, comparado aos demais genes.

Yamane et al. (2010) encontraram resultados, em partes, semelhantes aos do
presente estudo. No que diz respeito as isoformas de APX, a indugéo foi observada
para os genes OsAPX1, OsAPX4, OsAPX6 e OsAPx7, enquanto que a expressao do
gene OsAPX2 citosélico ndo sofreu alteracdes pela salinidade e o nivel de transcricéo
de OsAPx8 foi ligeiramente diminuida pela salinidade na regido basal de folhas de
arroz em condicao de estresse (200 mM de NaCl).

Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados por Teixeira et al.
(2006) em plantas de arroz cultivar Taim, exceto, com relagcdo ao comportamento
observado para o gene OsAPX8. De modo similar, eles observaram que os genes

OsAPX2, OsAPx7 e OsAPx8, apresentaram niveis de transcricdo alterados em
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resposta a tratamento com NaCl. A expressao de OsAPX2 e OsAPx7 foi aumentada,
enquanto que o acumulo de transcritos de OsAPx8 foi fortemente reprimida em
plantas submetidas a estresse salino.

Guan, Xia, Liu (2010) relataram que a expressao do gene OsAPX4, nas plantas
de de arroz cv. Nipponbare foi induzido por estresses abioticos, entre eles, o estresse
salino (100 mM de NacCl). A cultivar BRS AG apresentou valor médio de expresséo de
OsAPX4 superior nas plantas estressadas em todos os tempos, exceto, aos 5 dias de
estresse.

A relacdo entre a expressao génica e atividade enzimatica foram observados
por Hu et al. (2012) estudando dois genadtipos de azevem (Lolium perene) um tolerante
e outro sensivel ao NaCl (250 mM). Constataram aumento da atividade enzimatica de
APX aos 4 dias bem como o aumento da expressao de OsAPX1 e OsAPX2, sendo
esse aumento significativo para a cultivar tolerante ao sal. Em nosso estudo, o
aumento da expressao de OsAPX1 e OsAPX2 podem estar correlacionadas com a
atividade enzimatica aos 15 dias, porém, aos 20 dias 0 aumento da expressao nao foi
relacionado com o aumento da atividade enzimatica nas plantas que germinaram no
meio com 136 mM de NaCl.

Lee; Kim; Lee (2001), Hong et al. (2007) e Morita et al. (2011), ndo observaram
aumento na transcricdo dos genes OsAPX1 e OsAPX2, apGs submissao das plantas
de arroz ao estresse salino, o que, ndo esta de acordo com os resultados observados,
no presente estudo.

Em arroz a enzima catalase é constituida de uma pequena familia representada
codificada pelos genes OsCATA, OsCATB e OsCATC. Para a cultivar BRS AG,
observou-se na Figura 10 e Tabela 2, que os genes OsCATA e OsCATB obtiveram
maiores valores de expressao no tempo final de estresse salino (20 dias), os quais
foram significativamente superior comparado ao tempo de cinco, 10 e 15 dias e as
plantas controle. Em relacdo ao gene OsCATC, o mesmo apresentou valor superior
ao controle nas plantas em estresse salino apos 10 dias, o qual destacou-se com valor
de QR=3,77. Comparando os valores médios de expressao entre 0s genes da
catalase, verificou-se que OsCATB apresenta maior valor de expressao (QR=5,83)

aos 20 dias.
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Figura 10 - Expresséo de genes que codificam trés isoformas da enzima catalase (CAT) em plantas de
arroz, BRS AG, cultivadas em condi¢des de salinidade (136 mM de NaCl) por diferentes tempos.

A partir dos resultados abordados nesse estudo notou-se que nenhum dos
genes apresentou aumento da expressdo no tempo de cinco dias com relacdo ao
tratamento controle. Isso explica a baixa atividade da catalase aos cinco dias em
plantas de arroz estressadas. O aumento da expressdo nos demais tempos de
estresse podem correlacionar-se com o aumento da atividade da enzima e com o
aumento do tempo de estresse, embora esse aumento ndo diferencie das plantas
controle. Os resultados desde estudo indicam que o aumento dos niveis de transcritos
de OsCATA, OsCATB e OsCATC contribuiram para manter a atividade da enzima
CAT, sendo OsCATB o mais responsivo ao estresse salino. Yamane et al. (2010)
observaram que o aumento da atividade da enzima catalase em plantas de arroz cv.
Nipponbare durante estresse salino (200 mM de NaCl), pode ser devido ao aumento
na transcricdo de OsCATB e OsCATC.

Em condicdo de salinidade semelhante ao nosso estudo, Kim et al. (2007)
verificaram que as plantas de arroz tinham valores de expressdo regulados
positivamente para OsCATB, o qual, foi o que apresentou maior valor de expressao
em nosso estudo com a cultivar BRS AG. Entretanto, diferentemente dos nossos
resultados eles ndo observaram aumento de expressdo para os genes OsCATA e
OsCATC quando as plantas foram expostas a condi¢des salinas. Para genotipos de
grao de bico (Cicer arietinum L.) tolerantes ao sal (SKUA-06 e SKUA-07) a atividade
da catalase é correlacionada com a expressao dos genes (RASOOL et al., 2013).

Com relagcéo a expressao génica das isoformas da enzima glutationa redutase

(GR) para a cultivar BRS AG, observou-se que, o maior valor médio de expressao
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ocorreu para OsGR2 aos 10 dias de estresse com QR=4,76. Para esse gene, 0 valor
foi significativamente superior, quando comparado ao seu respectivo controle e aos
demais tempos de exposicdo ao estresse (Tabela 2). O gene OsGR1 apresentou
aumento de expresséao aos 10 e 15 dias, sendo esse superior aos valores encontrados
em cinco e 20 dias de estresse. Para OsGR3 as plantas crescidas aos 20 dias, em
condicdo de salinidade apresentaram valores superiores de expressao em relacao
aos demais tempos. Os valores de expressao para OsGR3 aos 15 dias nao diferiram

do controle e os valores dos tempos de cinco e 10 igualaram-se entre si (Tabela 2).
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Figura 11 - Expressao de genes que codificam trés isoformas da enzima glutationa redutase (GR) em
plantas de arroz, BRS AG, cultivadas em condi¢cdes de salinidade (136 mM de NacCl) por diferentes
tempos.

O comportamento de expressdo apresentado pelos genes da glutationa
redutase assemelham-se aos resultados obtidos para a catalase, onde ndo observou-
se aumento da expressdo no tempo de cinco dias relacionando-se com a menor
atividade enzimatica. Com relacédo aos demais tempos, a atividade da enzima GR e
0s niveis de transcritos parecem estar relacionados. Em condi¢cdes de estudo
semelhante ao nosso, Kim et al. (2007), observaram aumento da expressao de dois
genes GR, em plantas de arroz sob estresse salino (130 mM de NacCl), os quais, eram
regulados positivamente em todos os tempos de estresse (3, 5 e 6 dias). Turan;
Tripathy (2013), trabalhando com plantas de arroz sob estresse por sal relataram o
aumento na expressdo de OsGR2, tanto para o gendétipo sensivel quanto para o

genatipo tolerante.
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Tabela 2 - Quantificacdo relativa (QR) da expressdo de genes que codificam as enzimas do sistema
antioxidante (superéxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase e catalase) em arroz,
cultivar BRS AG, submetida a estresse salino (136 mM de NaCl).

GENES ZERO 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS 20 DIAS

OsAPX1 1,008 0,42+0,108 0,46 £ 0,198 6,05 + 0,467 6,31+ 0,56*
OsAPX2 1,00¢ 1,14+0,22°¢ 1,13+ 0,31¢ 3,24 £ 0,638 5,62+ 0,214
OsAPX3 1,00¢ 2,09+0,1748 1,69 + 0,428¢ 1,48 + 0,33B¢ 2,75+ 0,447
OsAPX4 1,008 1,11+0,42°8 2,07 £0,7478 2,49 £ 0,28~ 1,67+ 0,1778
OsAPX5 1,00¢ 2,40+0,40°8 2,39 £ 0,358 2,07 £0,7885¢ 5,30+ 0,294
OsAPX6 1,00~ 0,97+0,504 1,79 + 0,084 1,93+0,174 1,97+ 0,88%
OsAPX7 1,008¢ 0,79+0,22°¢ 2,64+0,16 A 2,08 £ 0,8878 1,93+ 0,1478
OsAPX8 1,008 0,670,188 0,77 + 0,188 1,38 £ 0,418 1,93+ 0,614
0OsSOD4-Cu/Zn 1,00¢ 0,47 £0.04° 2,44 + 0,108 3,38 £ 0,374 2,12+ 0,128
0OsSOD3-CU/Zn 1,008 1,01+0,16°8 2,65 + 0,454 2,70 £ 0,444 2,37+ 0,25
0sSOD2-Cu/Zn 1,008 0,73+x0,25°B 2,57 + 0,494 2,49 + 0,404 1,90+ 0,304
OsSODCc1-Cu/Zzn 1,00 0,71 +0,22P 1,48 + 0,04¢ 3,43 £0,16A 2,09+ 0,068
0OsSOD-Cu/Zn 1,008 0,96 £ 0,348 1,71+ 0,414 1,78 + 0,054 2,02+ 0,224
OsSOD-Fe 1,008 1,96 + 0,68~ 0,91 +0,118 0,65 £ 0,188 0,68+ 0,178
OsCATA 1,00¢ 1,15+0,22°¢ 1,14+ 0,11¢ 1,76 £ 0,348 3,69+ 0,27~
OsCATB 1,008 1,44 + 0,358 1,81+ 0,548 1,90 £ 0,458 5,83+ 0,52~
OsCATC 1,00 0,55+0,26° 3,77 £ 0,184 2,85+ 0,258 1,79+ 0,39¢
OsGR1 1,00¢ 0,89 +0,05° 1,88 + 0,368 2,03 + 0,154 1,48+ 0,078
OsGR2 1,008 0,76 £ 0,258 4,76 + 0,20~ 1,71 + 0,558 1,54+ 0,638
OsGR3 1,008 0,43 +0,05¢ 0,49 £ 0,16¢ 1,19+ 0,128 2,14+ 0,094

* Nivel de significancia p<0,05, teste de Tukey, representado pela média + desvio padrdo (n=3).
Diferenca estatistica entre os tempos de estresse (5, 10, 15 e 20 dias) sao indicados por letras
maidsculas.

4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que: (i) a manutencao
na atividade das enzimas SOD, CAT, APX e GR ao longo do tempo de estresse parece
ser efetivas na protecdo da cv. BRS AG contra o estresse oxidativo; (ii) a atividade da
enzima SOD foi eficiente, reduzindo os niveis de superoxido nas plantas estressadas
ao longo do tempo de exposicao ao estresse; (iii) embora ocorria aumento de EROs,
nao ha aumento nos niveis de MDA, (iv) sob estresse salino, os genes OsSOD3-
CU/Zn, 0OsSOD2-Cu/Zn, 0OsSOD-Cu/Zn, 0OsSOD4-Cu/Zzn e 0OsSODCcl-Cu/Zn

apresentaram maiores niveis de transcritos nos tempos finais contribuindo para o
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aumento da atividade da enzima superoxido dismutase; (V) o0 aumento na expressao
do gene OsAPX7 apos 10 dias em resposta ao estresse salino, para a cv. BRS AG,
pode estar correlacionado com a atividade da enzima ascorbato peroxidase neste dia;
(vi) os genes OsCATB e OsGR2 apresentaram maior valor de expressédo em relagcao
aos demais; (vii) 0 aumento na transcricdo de todas as isoformas avaliadas, exceto
OsAPX6 que manteve-se estavel, contribuiram para o aumento ou a manutencéo da
atividade das enzimas. Desta forma, pode-se infeir que a cv. BRS AG possui
mecanismos de defesa contra o estresse salino, podendo ser considerada tolerante a

esse estresse.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, avaliou-se pela primeira vez o comportamento da cultivar BRS
AG, cultivada sob diferentes concentracdes salinas. A partir dos resultados obtidos
pode-se aferir que as plantas germinam até concentracfes de 136 mM de NaCl e que
nesta concentracao as plantas apresentam o crescimento pouco afetado. Alteracbes
metabolicas nas plantas de arroz cv, BRS AG submetidas ao tratamento com cloreto
de sadio (NaCl) possivelmente contribuiram para a manutencdo da integridade da
membrana a niveis proximos daqueles encontrados nas plantas sem NaCl. Destaca-
se neste contexto, 0 aumento da atividade das enzimas antioxidantes e o incremento
nos teores de prolina. Nessas condi¢des de estresse salino, em que as plantas foram
submetidas, ocorreram fortes alterac6es na expressao dos genes avaliados, indicando
uma diversificacdo funcional dos genes, indicando que essa cultivar tolera
concentracdes altas de NaCl. Entretanto, esses sao resultados de estudo realizado in

vitro.
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